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1. EINLEITUNG 
 

1.1 Aicardi-Goutières-Syndrom 

 
Das Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS) wurde erstmals 1984 von Jean Aicardi und Françoise 

Goutières beschrieben (Aicardi und Goutières, 1984). Es handelt sich dabei um eine sehr seltene 

Erbkrankheit, die vor allem das Gehirn, die Haut und das Immunsystem betrifft (Crow et al., 2015). 

Die Symptome können bereits zum Zeitpunkt der Geburt ausgeprägt sein, manifestieren sich aber in 

der Regel spätestens innerhalb des ersten Lebensjahres. Bei den betroffenen Kleinkindern treten 

zunächst Schwierigkeiten beim Füttern, Erbrechen, gelegentliche Fieberschübe und Zappeligkeit bis 

hin zu spastischer Lähmung oder dystoner, unkoordinierter Bewegung auf, die in dem Ausbleiben der 

Entwicklung bzw. der Rückentwicklung motorischer und sozialer Fähigkeiten münden (Rigby et al., 

2007). Die weiterführende klinische Untersuchung der Patienten anhand bildgebender Methoden weist 

auf eine Enzephalopathie hin (Aicardi und Goutières, 1984; Lanzi et al., 2002), die sich vor allem 

durch das Auftreten von Kalzifizierungen insbesondere im Bereich der Basalganglien (Abb. 1B), 

Atrophie und Leukodystrophie auszeichnet. Des Weiteren treten erhöhte Konzentrationen von 

Interferon-alpha (IFN-α) und Neopterin sowie eine Lymphozytose in der zerebrospinalen Flüssigkeit 

(CSF, cerebrospinal fluid) auf.  

 

Abb. 1 Klinischer Phänotyp bei AGS-Patienten. 

(A) Epidermale Veränderungen, sog. Frostbeulen (chilblain lesions), an den Extremitäten von AGS-Patienten (aus Rice et al., 

2007a). (B) CT-Scans von AGS-Patienten mit deutlich sichtbaren intrakranialen Kalzifizierungen, insbesondere im Bereich 

der Basalganglien (aus Rice et al., 2007a). (C) Prozentuale Aufschlüsselung der AGS-Patienten nach dem mutierten Gen 

(modifiziert nach Crow et al., 2015). 
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Das Blut hingegen zeigt auch einen Anstieg der Leber-Enzymwerte (Transaminasen), die zumeist mit 

einer Hepatosplenomegalie in Verbindung stehen, das Auftreten von Autoantikörpern sowie eine 

Thrombozytopenie. Neben neurologischen Symptomen weist auch eine Vielzahl der Patienten 

epidermale Veränderungen, sog. Frostbeulen (chilblain lesions), auf (Abb. 1A; Tolmie et al., 1995; 

Rigby et al., 2007; Rice et al., 2007a; Crow et al., 2015). 

Die beschriebenen phänotypischen Merkmale von AGS überschneiden mit den klinischen Symptomen 

von kongenitalen Virusinfektionen (KVI) sowie autoimmun-assoziierten Erkrankungen, insbesondere 

dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) (Tab. 1; Rigby et al., 2008; Crow et al., 2009; 

Ramantani et al., 2010; Günther et al., 2015). Dadurch wird eine differenzierte Diagnose erschwert. 

Als molekularbiologischer Marker wird neben der erhöhten IFN-α Konzentration (>10 pg/ml in CSF) 

bei Abwesenheit einer viralen Infektion die erhöhte Expression von Interferon-stimulierten Genen 

(ISGs, interferon stimulated genes) genutzt (Rice et al., 2013).  

 
Tab. 1 Vergleich zwischen AGS, SLE und KVI. 

Übersicht einer Auswahl klinischer Merkmale von AGS im Vergleich zu SLE und KVI; + kennzeichnet das Vorliegen eines 

Merkmales; - kennzeichnet Symptomfreiheit bzgl. des Merkmals (Rigby et al., 2008). 

  AGS SLE KVI 

Ursprung  genetisch  multifaktorisch virale Infektion 

Manifestations-

alter 

 Geburt bis ca. 12 

Monate post 

20- 40 Jahre Geburt 

neurologische 

Merkmale 

Kalzifizierung  der 

Basalganglia 

+ + + 

 Zerstörung der weißen 

Substanz 

+ + + 

 Mikrozephalie + - + 

immunologische 

Merkmale  

erhöhte IFN-α Werte 

in CSF  

+ + + 

 Hypergammaglobinämie + + + 

 Auto-Antikörper + + - 

systemische 

Merkmale 

Immunglobulin-Ablage-

rungen in der Haut 

+ + - 

 Thrombozytopänie + + + 

 hämolytische Anämie + + + 

 Hepatosplenomegalie + - + 

 Fieber + + + 
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Leider sind bis heute keine kausalen Therapien verfügbar, sodass nur eine rein symptomatische 

Behandlung erfolgt. Daher besteht ein besonderes Interesse an der Erforschung der Pathogenese von 

AGS. Dazu konnten bereits Mutationen in Genen identifiziert werden, die mit dem Syndrom assoziiert 

sind und für Proteine kodieren, die im Nukleinsäure-Stoffwechsel von Bedeutung sind. Es handelt sich 

dabei um TREX1, RNASE H2A, RNASE H2B, RNASE H2C, SAMHD1 und ADAR1 (Abschnitt 1.2 und 

Abschnitt 1.3; Crow et al., 2015). Aufgrund dessen besteht die Hypothese, dass die funktionale 

Beeinträchtigung der AGS-assoziierten Proteine zur Akkumulation endogener Nukleinsäuren führt, 

die vom angeborenen Immunsystem detektiert werden und eine permanente Immunantwort induzieren 

(Abschnitt 1.4; Crow et al., 2009). Gleichzeitig wurde mit der Identifizierung eines weiteren 

betroffenen Genlokus, der die Sequenzinformation für IFIH1 trägt, ein zusätzliches Szenario 

aufgezeigt, in dem die Überreaktion des Nukleinsäure-Detektionssystems zur Pathogenese führen 

kann (Rice et al., 2014; Oda et al., 2014).   

Grundsätzlich wird der überwiegende Anteil dieser Mutationen autosomal-rezessiv vererbt (Rice et 

al., 2007a). Dennoch sind für einige Gene ebenso de novo als auch heterozygote, autosomal-

dominante Mutationen mit Krankheitsbezug beschrieben (Rice et al., 2007b; Haaxma et al., 2010; 

Tungler et al., 2012; Crow et al., 2015). 

Eine besondere Stellung innerhalb der Gruppe AGS-assoziierter Gene nimmt die Ribonuklease H2 

ein, da sie in der Mehrheit der Patienten (ca. 50 %, Abb. 1C) mutiert vorliegt und gleichfalls die am 

häufigsten auftretende Mutation (RNase H2B c.G529A, p.A177T; Abb. 3) aufweist (Abschnitt 1.2; 

Rice et al., 2007a). 

 

1.2 Eukaryotische Ribonuklease H2 

 
Unter der Bezeichnung Ribonukleasen H (kurz RNasen H) werden alle Enzyme zusammengefasst, die 

die Spaltung des RNA-Anteils von RNA:DNA-Hybriden durch Hydrolyse der Phosphodiester-

bindungen katalysieren. Dabei entstehen 3‘-Hydroxy- und 5‘-Phosphat-terminierte Produkte (Stein 

und Hausen, 1969; Cerritelli und Crouch, 2009). 

In Eukaryoten werden grundsätzlich zwei Typen unterschieden, die sich in ihren biochemischen 

Eigenschaften und der Substratspezifität unterscheiden. Das monomere Typ I Enzym, die RNase H1, 

kommt in 2 Isoformen vor und benötigt mindestens vier aufeinanderfolgende Ribonukleotide zur 

Bindung und Katalyse (Cerritelli et al., 2009). Während die Funktion der nukleären Isoform noch 

nicht hinreichend aufgeklärt wurde, spielt die mitochrondriale Isoform eine essentielle Rolle bei der 

DNA Replikation im Mitochondrium (Ceritelli et al., 2003; Holmes et al., 2015). 

Im Gegensatz dazu ist das trimere Typ II Enzym, die RNase H2, befähigt neben der klassischen 

Degradierung des RNA-Stranges von RNA:DNA-Hybriden auch einzelne fälschlich inkorporierte 
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Ribonukleotide (rNMPs, ribonucleotide monophosphate) aus der DNA im Zellkern zu entfernen (Abb. 

2B; Rydberg und Game, 2002; Cerritelli und Crouch, 2009; McElhinny et al., 2010, Lazzaro et al., 

2012). Dieser Prozess wird als Ribonukleotid-Entfernungsreparatur (RER, ribonucleotide excision 

repair) bezeichnet. Diese Funktionen sind jedoch nur in höheren Eukaryoten essentiell und führen in 

RNase H2-defizienten Mausmodellen zur embryonalen Letalität (Reijns et al., 2012; Hiller et al., 

2012). Hingegen ist die enzymatische Aktivität für die Lebensfähigkeit einzelliger, eukaryotischer 

Lebensformen entbehrlich (Arudchandran et al., 2000; Wahba et al., 2011).  

Strukturell besteht die RNase H2 aus den drei Untereinheiten A, B und C, wobei die Untereinheit A 

das katalytische Zentrum mit den vier hochkonservierten, sauren Aminosäuren Asp-Glu-Asp-Asp 

enthält, die zwei bivalente Metallionen koordinieren (Abb. 2A; Chapados et al., 2001; Chai et al., 

2001; Jeong et al., 2004; Bubeck et al., 2011). Die enzymatische Aktivität ist jedoch abhängig von der 

Zusammenlagerung des multimeren Komplexes (Chon et al., 2009), der durch Bindung der weiteren 

zwei Untereinheiten, die ein stabiles Heterodimer formen, an den C-Terminus der RNaseH2A gebildet 

wird (Reijns et al., 2011).  

 

 

Abb. 2 Charakterisierung der RNase H2 bezüglich ihrer Struktur und Substrate. 

(A) Röntgenkristallographische Struktur der murinen RNase H2, bestehend aus den drei linear angeordneten Untereinheiten 

A, B und C (aus Shaban et al., 2010) sowie die Auflistung der Anzahl an Aminosäuren und der molekularen Masse der 

ribonukleären Untereinheiten. (B) Darstellung des Substratspektrums der RNase H2, die sowohl die Hydrolyse des RNA-

Anteils von RNA:DNA-Hybriden als auch von einzelnen miss-inkorporierten Ribonukleotiden (rNMPs) aus DNA-Duplexen 

katalysiert. 
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Des Weiteren dienen die Untereinheiten B und C neben der Komplexassemblierung zur Struktur- 

sowie Funktionsstabilisierung der Determinierung der subzellulären Lokalisation sowie der Interaktion 

mit anderen Proteinen. So besitzt die RNaseH2B ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS, nuclear 

localization signal), das zum Import des im Zytoplasma assemblierten Komplexes genutzt wird (Kind 

et al., 2014). Des Weiteren weist die Sequenz der Untereinheit B ein C-terminales PIP (PCNA-

interacting-peptide)-Box-Motiv auf, das die Bindung an das Ringklemmenprotein PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen) ermöglicht und das Enzym an nukleäre Replikations- und 

Reparaturfoci dirigiert (Chon et al., 2009; Bubeck et al., 2011). 

Um ein Verständnis für die Beteiligung der RNase H2 an zellulären Prozessen zu erlangen, wurden 

insbesondere Knock-out-Systeme genutzt, die vor allem die Abhängigkeit der genomischen Integrität 

von der enzymatischen Aktivität der Ribonuklease aufzeigten.  

So führte deren Abwesenheit im murinen in-vivo-System zu einer Fehlinkorporationsrate von 

einzelnen Ribonukleotiden (rNMPs) in die DNA während der Replikation von 1 zu 7.600 Nukleotiden 

(nt). Bezogen auf das gesamte Genom einer Zelle ergeben sich dadurch >1.000.000 Inkorporationen, 

die damit die häufigste endogene Basenschädigung der DNA darstellen (Reijns et al., 2012). 

Gleichzeitig konnte in Saccharomyces cerevisiae gezeigt werden, dass die inkorporierten rNMPs als 

physiologischer Marker für den während der DNA-Replikation neu-synthetisierten Strang dienen. 

Diese Strangdiskriminierung erleichtert eine effiziente Basenfehlpaarungsreparatur der DNA (MMR, 

mismatch repair), bei der die Loci der entfernten einzelnen Ribonukleotide (rNMPs) als 

Initiationsstellen des Reparaturprozesses genutzt werden (Ghodgaonkar et al., 2013; Lujan et al., 

2013). Findet dieser Prozess in RNase H2-defizienten Zellen nicht mehr statt, ergibt sich eine 

vermehrte Last an chemischen Alterationen der DNA, die ebenso mit dem erhöhten Verlust der 

Heterozygotie (LOH, loss of heterozygosity) und der Zunahme an nicht-allelen homologen Rekom-

binationen (NAHR, non-allelic homologous recombination) assoziiert sind (Conover et al., 2015). 

Dadurch erfolgt die verstärkte Aktivierung der DNA-Schadensantwort (Abschnitt 1.6). Ferner treten 

vermehrt 2-5 nt Deletionen auf, die insbesondere in repetitiven Sequenzen vorzufinden sind. Diese 

beruhen auf dem alternativen RER über die Topoisomerase 1 (Top1) (Kim et al., 2011; Williams et 

al., 2013; Sparks et al., 2015). 

Neben der Aktivität als Korrekturlese (proof-reading)-Enzym für fehlinkorporierte rNMPs wurde auch 

die klassische Hydrolyse des RNA-Anteils von RNA:DNA-Hybriden als Substrat in verschiedenen 

Studien aufgezeigt und postuliert. So prozessiert die RNase H2 R-Schleifen (R-loops), die während 

der Transkription gebildet, jedoch nicht post-transkriptionell verarbeitet werden, sondern am 

codogenen DNA-Strang verbleiben (Chon et al., 2013; Hage et al., 2014; Chan et al., 2014, Lim et al., 

2015). Diese stabilen Strukturen stellen Barrieren für die Transkription und Progression der 

Replikationsgabel dar (Gan et al., 2011). Des Weiteren unterdrückt die Ribonuklease H2 die endogene  
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Abb. 3 AGS-assoziierte Mutationen in den Untereinheiten der RNase H2. 

Schematische Darstellung der Gene RNase H2A (a), RNase H2B (b) und RNase H2C (c) mit den Positionen der relevanten 

AGS-assoziierten Mutationen (homozygot bzw. komplex heterozygot); horizontale Linien kennzeichnen Introne; Rechtecke 

kennzeichnen Exone (weiß – untranslatierte Region (UTR), grau – codierende Sequenz); sinnverändernde (missense) 

Mutation stehen oberhalb des Genes; sinnentstellende (nonsense), Spleiß- (splice site) und Leseraster verschiebende 

(frameshift) Mutationen stehen unterhalb des Genes (nach Reijns und Jackson, 2014). 

 

Retrotransposition von Ty1 LTR (long terminal repeat)-Retrotransposons in Saccharomyces 

cerevisiae (Hage et al., 2014). 

Im Aicardi-Goutières-Syndrom (Abschnitt 1.1) liegt jedoch keine vollständige Defizienz der RNase 

H2 vor, sondern es besteht eine verminderte Enzymaktivität aufgrund von Mutationen in den 
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verschiedenen Untereinheiten (Rice et al., 2007; Abb. 3). Daher ist vermutlich anzunehmen, dass der 

vollständige Knock-out im Menschen ebenso letal wie in der Maus ist (Reijns et al., 2012, Hiller et al., 

2012). Diese Alterationen in der DNA-Sequenz können in translatierter Form einen Einfluss auf die 

Substratbindung und –hydrolyse (I) und/oder auf die strukturelle Integrität (II) haben bzw. die 

Interaktion mit anderen Proteinen (III) stören (Figiel et al., 2011). Im ersten Fall sind insbesondere 

Mutationen in der RNaseH2A (G37S, R186W, etc.) beschrieben, die beispielsweise das hoch 

konservierte Substratbindemotiv GRG (Glycin-Arginin-Glycin) betreffen (Figiel et al., 2011), das der 

spezifischen Interaktion mit der 2`-OH Gruppe von (5‘)RNA-DNA(3‘)-Verbindungen dient (Rychlik 

et al., 2010). Zur zweiten Gruppen zählen Mutationen, die geballt in den C-Termini der RNaseH2A- 

und RNaseH2C-Untereinheiten vorzufinden sind. Diese Regionen sind kritisch für die Bildung des 

Heterotrimers, sodass sie zur Reduktion der Komplexstabilität und gleichfalls auch der Enzymaktivität 

führen (Reijns et al., 2010). Jedoch gibt es auch Mutationen außerhalb dieser Nukleotidsequenzen, 

deren translatierte Aminosäuren nicht in den Interaktionsflächen zwischen den Untereinheiten 

vorzufinden sind und die gleichfalls die Stabilität der Struktur mindern (Chon et al., 2009; Reijns et 

al., 2010; Coffin et al., 2011). Die letzte Gruppe von Mutationen bedingt Veränderungen in der 

Oberfläche des Proteins, die Einfluss auf Proteininteraktionen nehmen könnten (Figiel et al., 2011; 

Reijns et al., 2010). 

 

1.3 Weitere AGS assoziierte Gene 

 
Neben Mutationen in den Genen der Untereinheiten der RNase H2 wurden weitere betroffene Gene 

identifiziert, die mit dem Aicardi-Goutières-Syndrom assoziiert sind. Diese kodieren ebenso für 

Proteine, die am Stoffwechsel und der Detektion von Nukleinsäuren beteiligt sind. Es handelt sich 

dabei um TREX1, SAMHD1, ADAR1 und IFIH1 (Crow et al., 2015). Innerhalb dieser Gengruppe 

nimmt IFIH1 eine besondere Stellung ein, da sich dessen Mutationen durch einen Gewinn an Aktivität 

(gain-of-function) auszeichnen, währenddessen bei allen anderen Genprodukten die Mutation zum 

Verlust bzw. zur Herabsenkung der Funktionalität (loss-of-function) führt (Rice et al., 2014; Oda et 

al., 2014; Crow et al., 2015). 

TREX1 

Das Enzym TREX1 (three prime repair exonuclease 1), auch bekannt als DNase III, besitzt 3'->5' 

Exonuklease-Aktivität gegenüber ssDNA (Yang et al., 2007) und dsDNA bzw. 3‘ DNA-Überhängen 

(Grieves et al., 2015), wodurch es eine bedeutende Rolle in der Immunantwort auf virale Infektionen 

(Yan et al., 2010; Hasan et al., 2013), der Unterdrückung von endogenen Retroelementen (Stetson et 

al., 2008), der Degradation von aberranten Replikationsintermediaten (Yang et al., 2007; Lindahl et 

al., 2009) und nukleärer DNA während des Granzym A-vermittelten Zelltodes einnimmt (Chowdhury 
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et al., 2006). Ferner wurde auch Ribonuklease-Aktivität gegenüber ssRNA postuliert (Yuan et al., 

2015). Neben diesen klassischen Funktionen im Nukleinsäurestoffwechsel besitzt TREX1 eine ebenso 

große Bedeutung im Kohlenhydratstoffwechsel. So ist das Enzym mit dem endoplasmatischen 

Retikulum (ER) assoziiert und interagiert hier über seinen C-Terminus mit dem Oligosaccharyl-

transferase (OST)-Komplex, dessen katalytische Integrität dadurch stabilisiert wird. Findet diese 

Interaktion nicht mehr statt, akkumulieren freie Glykane und induzieren Entzündungsreaktionen 

(Hasan et al., 2015). 

SAMHD1 

Das Protein SAMHD1 (sterile alpha motif domain and HD domain-containing protein 1) ist ein 

zelluläres Enzym mit Triphosphohydrolase-Aktivität. Es katalysiert die Hydrolyse von 

Desoxyribonukleotiden (dNTPs) zu Nukleosiden und Triphosphat, worauf es zur Senkung des 

zellulären dNTP-Spiegels kommt. Dadurch stehen der reversen Transkriptase weniger dNTPs zur 

viralen cDNA-Synthese zur Verfügung. Diese Hemmung der viralen Replikation wurde insbesondere 

für HIV (human immunodeficiency virus) aufgezeigt (Berger et al., 2011; Lahouassa et al., 2012). Des 

Weiteren besitzt das Enzym Nuklease-Aktivität gegen einzelsträngige (ss, single stranded) DNA und 

RNA sowie den RNA-Anteil von RNA:DNA-Duplexen. Diese Funktion trägt gleichfalls zur HIV-

Restriktion bei (Beloglazova et al., 2013; Ryoo et al., 2014). 

ADAR1 

Das Protein ADAR1 (adenosine deaminases acting on RNA 1) bindet doppelsträngige (ds, double 

stranded) RNA und konvertiert die Base Adenosin (A) zu Inosin (I) durch Desaminierung. Dieser 

Prozess wird als RNA-Editing bezeichnet (Gerber et al., 2001). Er dient als posttranskriptionelle 

Modifikation zur Vergrößerung der Diversität des Transkriptoms (Paz-Yaacov et al., 2010), der 

Diskriminierung zwischen fremder und eigener RNA (George et al., 2016; Liddicoat et al., 2016), der 

Unterdrückung von Retroelementen (Athanasiadis  et al., 2004) sowie der viralen Abwehr (Weiden et 

al., 2014).  

IFIH1 

Das Gen IFIH1 (interferon induced with helicase C domain protein 1) codiert für den RIG-I-ähnlichen 

Rezeptor (RLR, RIG-I-like receptor) MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5), der als 

Mustererkennungsrezeptor (PRR, pattern recognition receptor) zytoplasmatische dsRNA detektiert 

und zur Induktion der Typ I Interferon-Antwort führt (Abschnitt 1.4, Oda et al., 2014). Dadurch dient 

er vor allem der Abwehr von RNA-Viren (Cao et al., 2015; Jaeger et al., 2015). 
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1.4 Intrazelluläre Detektion von Nukleinsäuren und daraus resultierende 

Effekte 

 
Das angeborene Immunsystem beruht auf Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition 

receptor), die das extrazelluläre, endosomale und zytoplasmatische Milieu auf Anzeichen eines 

pathogenen Eindringens oder zellulärer Schäden überprüfen (Takeuchi und Akira, 2010). Dazu 

erkennen sie konservierte Strukturen, sog. Pathogen-assoziierte (PAMPs, pathogen associated 

molecular patterns) bzw. Schaden-assoziierte molekulare Muster (DAMPs, damage associated 

molecular patterns). Auf die Bindung dieser Liganden erfolgt die Aktivierung spezifischer Signalwege 

via Adaptoren zur Auslösung einer Immunantwort, die im Falle der Detektion von Nukleinsäuren 

insbesondere durch die erhöhte Produktion von Typ I Interferonen (IFNs) und Interferon-stimulierten 

Genen (ISGs, interferon stimulated genes) gekennzeichnet ist (Takeuchi und Akira, 2010; Junt und 

Barchet, 2015; Radoshevich und Dussurget, 2016). 

Da Nukleinsäuren essentiell für die Replikation und Vermehrung nahezu aller Pathogene sind, hat sich 

deren Erkennung als ein fundamentaler Mechanismus der Abwehr entwickelt. Er beschränkt sich 

jedoch nicht nur auf exogene Nukleinsäuren (viral, bakteriell), sondern bezieht auch die Erkennung 

endogener, ektopischer Nukleinsäurespezies ein, deren Akkumulation in Interferonopathien wie AGS 

vorgeschlagen wird (Abschnitt 1.1; Thompson et al., 2011; Junt und Barchet, 2015; Radoshevich und 

Dussurget, 2016). Grundsätzlich können drei Gruppen an Rezeptoren unterschieden werden, die 

verschiedene Kompartimente innerhalb der Zelle abdecken. Während Toll-ähnliche Rezeptoren (TLR, 

toll-like receptor) endosomale Nukleinsäuren erkennen, überprüfen RIG-I-ähnliche Rezeptoren (RLR, 

retinoic acid-inducble gene I-like receptors) das Zytoplasma auf RNA. Des Weiteren kommen 

zytosolische DNA-Rezeptoren vor (CDR, cytosolic DNA receptor) (Takeuchi und Akira, 2010; 

Radoshevich und Dussurget, 2016). 

Toll-ähnliche Rezeptoren 

TLRs sind die am besten charakterisierte PRR Familie. Sie gehören zu den Typ I Transmem-

branproteinen, deren gemeinsame Strukturmerkmale die N-terminale Leucin-reiche Region (LRR, 

leucin-rich repeats), Transmembranregion und zytoplasmatische TIR-Domäne (Toll/IL-1R homology 

domain) darstellen (Takeuchi und Akira, 2010). Im humanen Organismus sind bis heute 10 und im 

murinen Organismus 13 TLRs identifiziert worden, wobei die TLRs 1-9 in beiden Spezies vorkommen 

(Thompson et al., 2011). Jeder dieser Rezeptoren erkennt ein spezifisches PAMP bzw. DAMP. Die 

Detektion von endosomalen Nukleinsäuren erfolgt über TLR3, 7/8 und 9, die selektiv von nur wenigen 

Zelltypen, vor allem denen des angeborenen Immunsystems (Monozyten, Neutrophile, etc.), 

exprimiert werden (Junt und Barchet, 2015). Dabei agieren die Rezeptoren als Dimere, die 

Adaptorproteine rekrutieren, die wiederum Signalkaskaden initiieren, welche vor allem in der 

Aktivierung der Interferon regulierenden Faktoren 3, 5 und 7 (IRF, interferon regulatory factor), des 
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nukleären Faktors kappa B (NF-κB, nuclear factor kappa B) und der Mitogen-aktivierten 

Proteinkinase (MAPK, mitogen activated protein kinase) münden. Zusammen bewirken diese 

Transkriptionsfaktoren eine gesteigerte Expression von Interferonen und proinflammatorischen 

Zytokinen (Abb. 4; Kaisho und Akira, 2006; Thompson et al., 2011). 

Einzelsträngige (ss)RNA wird von TLR7 und 8 detektiert (Hornung et al., 2008), währenddessen 

kurze doppelsträngige (ds)RNA nur von TLR7 erkannt werden kann (Thompson et al., 2011; Junt und 

Barchet, 2015). TLR9 hingegen detektiert dsDNA, die präferenziell unmethylierte CpG Motive 

beinhaltet (Hemmi et al., 2000; Ohto et al., 2015), sowie RNA:DNA-Hybride (Rigby et al., 2014). Als 

Adaptorprotein dient all diesen endosomalen Rezeptoren MyD88 (myeloid differentiation primary 

response gene 88) als Ausgangspunkt der zytosolischen downstream Signalkaskade. Im Gegensatz 

dazu nutzt TLR3 nach seiner Aktivierung durch dsRNA TRIF (TIR-domain-containing adapter-

inducing interferon-β) als Adapator (Abb. 4; Thompson et al., 2011). 

RIG-I-ähnliche Rezeptoren 

Die Detektion von zytoplasmatischen RNAs erfolgt über die Rezeptoren RIG-I und MDA5 (Abschnitt 

1.3), die strukturell aus einer C-terminalen Liganden-bindenden Domäne, DEAxD/H-Box Helikase-

Domäne und N-terminalen CARD (caspase activation and recruitment domain) bestehen (Junt und 

Barchet, 2015). Indes endogene mRNAs durch Cap-Strukturen und eine 2‘-O-Methylierung 

gekennzeichnet sind (Schuberth-Wagner et al., 2015), zeichnen sich viele pathogene dsRNAs durch 

5‘-phosphorylierte Enden aus, anhand derer sie von RIG-I gegenüber den zelleigenen Äquivalenten 

diskriminiert werden (Thompson et al., 2011). Des Weiteren detektiert RIG-I kurze dsRNA (bis zu 1 

kb) im Gegensatz zu MDA5, das durch lange dsRNA-Strukturen aktiviert wird (Kato et al., 2008; 

Pichlmair et al., 2009). Beide Rezeptoren nutzen als Adaptorprotein MAVS (mitochondrial antiviral 

signaling protein), das u.a. via der Kinase TBK1 (TANK-binding kinase 1) die Phosphorylierung des 

Transkriptionsfaktors IRF3 induziert, dessen Aktivität zur erhöhten Expression von Interferonen und 

ISGs führt (Abb. 4; Junt und Barchet, 2015). 

Zytosolische DNA-Rezeptoren 

Die Immunabwehr pathogener, zytosolischer DNA wurde einer Reihe an möglichen Proteinen in der 

Funktion eines Rezeptors zugeschrieben, von denen nur wenige durch mehrere unabhängige Studien 

belegt sind. Zu den am umfangreich erforschtesten Sensoren zählen cGAS (cyclic GMP-AMP 

synthase), IFI16 (interferon inducible gene 16) und AIM2 (absent in melanoma protein 2) (Sun et al., 

2012; Paludan, 2015). Alle drei zytosolischen DNA-Rezeptoren (CDRs) sind befähigt dsDNA zu 

erkennen, wobei cGAS ebenso RNA:DNA-Hybride (Mankan et al., 2014) und IFI16 ssDNA 

(Jakobsen et al., 2013) detektieren können (Abb. 4). 
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Die Nukleotidyltransferase cGAS katalysiert nach der Ligandenbindung die Bildung des sekundären 

Botenstoffes cGAMP (cyclic GMP-AMP) aus den Ausgangsstoffen ATP und GTP (Sun et al., 2012; 

Wu et al., 2012). Das Produkt bindet an den Adaptor STING (Zhang et al., 2013), der u.a. die 

Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors IRF3 via TBK1 induziert, dessen Aktivität wiederum zur 

erhöhten Expression von Interferonen und ISGs führt (Tanaka und Chen, 2012). AIM2 hingegen 

interagiert nach der Ligandenbindung mit dem Adaptorprotein ASC (apoptosis-associated speck-like 

protein containing a CARD), das die Caspase 1 rekrutiert und ein Inflammasom bildet. Dieses 

katalysiert die Spaltung der Proformen von Zytokinen in ihre aktiven Äquivalente (z.B. IL-1β, IL-18) 

und kann den pyroptotischen Zelltod einleiten (Rathinam et al., 2010; Paludan, 2015). Für IFI16 

belegen Studien sowohl die Nutzung von STING als auch ASC (Abb. 4, Monroe et al., 2014; Paludan, 

2015). 

Effektormechanismen: Typ I Interferone und ISGs 

Die Aktivierung von PRRs durch Nukleinsäuren induziert die Typ I Interferon-Produktion und 

anschließende Sekretion, insbesondere von Interferon alpha (IFNα) und beta (IFNβ). Diese 

übernehmen wichtige Funktionen u.a. in der Induktion eines intrinsischen Abwehrstatuses der eigenen 

und benachbarten Zelle(n) zur Limitierung der Infektionsausbreitung (Ivashkiv und Donlin, 2014). 

Dazu binden die IFNs an den heterodimeren Rezeptorkomplex IFNAR1-IFNAR2 (interferon-α 

receptor1/2) und initiieren den JAK-STAT (Janus kinase signal transducer and activator of 

transcription)-Signalweg, der in der Induktion von Interferon-stimulierten Genen mündet. Zu dieser 

Gengruppe gehören die PRRs und entscheidende Bestandteile ihrer Signalkaskaden (positive 

Regulatoren), was zur Verstärkung der Immunantwort führt, sowie anti-virale Effektoren und negative 

Regulatoren, die die Rückkehr zur zellulären Homöostase vermitteln (Schneider et al., 2014). Jedoch 

kann die Expression von ISGs auch Interferon-unabhängig, allein durch PRR-Aktivierung gesteigert 

werden (Pulit-Penaloza  et al., 2012; Hasan et al., 2013, Schneider et al., 2014). 

Zu den anti-viralen Effektoren zählen u.a. Mx (Myxovirus resistance)-GTPasen, die Cholesterol-25-

Hydroxylase (CH25H),  IFN-induzierbare Transmembranproteine (IFITMs), IFITs (IFN-induced 

protein with tetratricopeptide repeats), TRIM (tripartite motif)-Proteine, die 2′,5′-Oligoadenylat-

Synthetase (OAS) und Viperin (virus inhibitory protein, endoplasmic reticulum–associated, IFN-

inducible). Diese Proteine greifen in unterschiedliche Stadien des viralen Lebenszykluses ein (Sadler 

und Williams, 2008). Sie inhibieren beispielsweise den Eintritt in die Zelle (Lu et al., 2011; Feeley et 

al., 2011; Liu et al., 2013), die Freisetzung des viralen Genoms (Stremlau et al., 2004) sowie die virale 

Transkription und Translation (Guo et al., 2000; Helbig et al., 2011; Wang et al., 2012) und fördern 

die Degradation viraler Nukleinsäuren (Clemens und Vaquero, 1987). 

Jedoch muss die Interferon-Antwort streng reguliert werden, da eine Dysfunktion zur Pathogenese von 

Autoimmunerkrankungen führt. Erste Hinweise darauf lieferten Patienten, die eine IFNα-
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Langzeitherapie erhielten und anschließend Merkmale von SLE aufwiesen (Burman et al., 1985; 

Rönnblom et al., 1990 und 1991; Karlsson-Parra et al., 1990). Ferner zeigten Mäuse, die IFNα in 

Astrozyten überexprimierten, eine inflammatorische Enzephalopathie mit Kalzifizierungen, einer 

Gliose und Neurodegeneration (Akwa et al., 1998; Campbell et al., 1999). Dieser Befund ähnelt den 

Symptomen von AGS-Patienten (Abschnitt 1.1). Die Regulation der IFN-Antwort findet auf 

unterschiedlichen Ebenen statt. Wichtige Mechanismen sind u.a. die Endozytose des Rezeptors und 

dessen Abbau, die Aktivität von Phosphatasen gegenüber JAKs und STATs sowie die Aktivität der 

ISGs SOCS und USP18 (Schneider et al., 2014).  

 
 

 

Abb. 4 Hauptsignalwege zur Detektion von Nukleinsäuren.  

Schematische, stark vereinfachte Darstellung der Hauptsignalwege zur Detektion von Nukleinsäurespezies über Toll-ähnliche 

Rezeptoren (TLRs) des Endosoms, RIG-I-ähnliche Rezeptoren (RLRs) des Zytosols oder zytosolische DNA-Rezeptoren 

(CDRs). Rezeptoren sind in grau, Adaptorproteine in grün, Transkriptionsfaktoren in gelb und der Effektormechanismus in 

roter Schrift dargestellt. Die Signalkaskaden wurden auf die angegebenen Faktoren beschränkt und sind im Detail (Kinasen, 

Caspasen, etc.) in Primärliteratur nachzulesen (modifiziert nach Junt und Barchet, 2015). 
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1.5 Autophagie 

 
Unter dem Terminus Autophagie versteht man katabole Prozesse, bei denen zytoplasmatisches 

Material bzw. Organellen, sog. Cargo, zu Lysosomen zum Abbau durch azide Hydrolasen 

transportiert werden. Man unterscheidet drei Transportwege: Makroautophagie, Mikroautophagie und 

Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA, chaperon-mediated autophagy) (Mizushima, 2007; Damme 

et al., 2014). Während bei der Mikroautophagie die Internalisierung des Abbaumaterials in die 

Lysosomen durch einen Endozytose-ähnlichen Prozess erfolgt, findet bei der CMA die selektive 

Bindung von Proteinen mit KFERQ-ähnlichem Motiv an Chaperone der Hsc 70-Familie statt, die 

ihrerseits an lysosomale Membranproteine (Lamp2a, lysosomal associated membrane proteine 2a) 

binden, welche assemblieren und eine Translokationspore formen (Dice, 2007). Im Vergleich dazu 

werden bei der Makroautophagie die Cargo von einer sich bildenden Doppelmembran umschlossen. 

Das daraus resultierende Vesikel wird als Autophagosom bezeichnet, das mit Lysosomen fusioniert, 

wodurch Auto(phago)lysosomen entstehen (Massey et al., 2006). 

Grundsätzlich findet der autophagische Prozess unter basalen Bedingungen zur Aufrechterhaltung der 

metabolischen Homöostase statt und stellt damit neben dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) den 

zweiten Hauptdegradationsweg der Zelle dar (Klionsky und Emr, 2000). Er wird aber insbesondere 

unter Stressbedingungen wie Nährstoffmangel hochreguliert und dient dann der zellulären 

Minimalversorgung mit Nährstoffen durch Degradation von redundantem, zytoplasma-tischem 

Material. Zusätzlich können über Autophagie auch Toxine, Krankheitserreger, reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species), veränderte zytosolische Komponenten wie 

Proteinaggregate, beschädigte und ungebrauchte Organellen sowie insbesondere langlebige Proteine 

abgebaut werden. Daher nimmt dieser Abbauweg vielfältige Funktionen u.a. in der Entwicklung 

(Levine und Klionsky, 2004), der Kontrolle des Wachstums (Jewell und Guan, 2013), der Alterung 

(Young et al., 2009), dem Zelltod (Maiuri et al., 2007) und dem Immunsystem (Deretic und Levine, 

2009; Deretic, 2011) ein. In letzterem wird er beispielsweise als Abwehrmechanismus genutzt und 

degradiert die pathogene DNA via Makroautophagie (Watson et al., 2015).  

Makroautophagie in Mammalia 

Die Makroautophagie kann in die drei Phasen Initiation, Elongation und Maturierung unterteilt werden 

(Abb. 5), die entscheidend von Proteinen der Autophagie-bezogenen Genfamilie (ATGs, autophagy-

related gene) kontrolliert werden. Der zentrale Regulator der Initiation ist mTORC1 (mammalian 

target of rapamycin complex 1), der mit dem ULK(Unc-51-like kinase)-Komplex assoziiert vorliegt 

und über Phosphorylierungen diesen in seiner Aktivität unterdrückt. Unter Stressbedingungen 

hingegen wird diese Zusammenlagerung aufgelöst, sodass der freigesetzte Komplex, bestehend aus 

ULK1, ULK2, ATG13, FIP200 (focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kD) und 

ATG101, in den aktiven Zustand überführt wird (Jung et al., 2009; Ganley et al., 2009). Dies führt 
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wiederum zur Rekrutierung des PI3KC3(phosphatidyl inositol 3 kinase class III)-Komplexes, der sich 

aus Beclin 1, ATG14L und den PtdIns 3-Kinase Untereinheiten Vps34 and Vps15 zusammensetzt, und 

damit zur Bildung des Phagophores, das durch Elongation ausgehend von einer Isolationsmembran 

zytoplasmatisches Material einschließt. Die Expansion dieser Membran, die sich durch Quellen wie 

das ER oder vesikuläre Addition speist, wird durch zwei Ubiquitin-ähnliche (UBL, ubiquitin-like) 

Konjugationssysteme gesteuert (Chen und Klionsky, 2011). Im ersten UBL-System konjugieren 

ATG5 und ATG12 miteinander, wobei ersteres ebenso über eine nicht-kovalente Bindung mit 

ATG16L1 interagiert. Dieser Heterokomplex ist nur an der äußeren Autophagosomenmembran 

vorzufinden und determiniert wahrscheinlich in seiner Funktion als E3 Ligase die Membranposition, 

an der LC3 (microtubule associated protein 1 light chain 3) an Phosphatidylethanolamin (PE) als 

zweites UBL-System konjugiert ist (Hanada et al., 2007; Fujita et al., 2008). Durch diese Reaktion 

wird das zytoplasmatische LC3-I in seine lipidierte Form LC3-II überführt, wobei zuvor 

posttranslational 5 Aminosäuren C-terminal abgespalten werden (Kabeya et al., 2000). Im letzten 

Schritt der Makroautophagie fusioniert das Autophagosom mit Lysosomen. Dieser Prozess wird durch 

SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)- und RAB (Ras-

related in brain)-Proteine kontrolliert (Amaya et al., 2015). Das entstandene Auto(phago)lysosom ist 

nun befähigt mit Hilfe saurer Hydrolasen, wie beispielsweise den Cysteinproteasen Cathepsin B, D 

und L, die innere Membran und daran gebundene Cargo abzubauen. Die resultierenden Endprodukte 

(z.B. Aminosäuren, etc.) werden ins Zytoplasma zurücktransportiert (Mizushima, 2007). 

 

 

Abb. 5 Makroautophagie. 

Schematische, stark vereinfachte Darstellung der Abläufe zur Bildung von Autolysosomen über die Stufen Phagophor und 

Autophagosom unter Angabe der Hauptkomplexe und -faktoren wie unter Abschnitt 1.5 beschrieben (modifiziert nach Yang  

und Klionsky, 2010). 
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1.6 DNA-Schadensantwort 

 
Die DNA-Schadensantwort (DDR, DNA damage response) umfasst alle Prozesse, die mit der 

Detektion von physikalischen Veränderungen an der DNA und daraus resultierenden Signalkaskaden 

und Effektormechanismen einhergehen (Hühn et al., 2013). Diese Schädigungen können endo- (ROS, 

Replikationsfehler, etc.) oder exogener (UV-Strahlung, Topoisomerase-Inhibitoren, etc.) Herkunft sein 

(Ciccia und Elledge, 2010).  

Detektion & Signalkaskade 

Die Serin/Threonin-Proteinkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ATM and Rad3-

related) sowie deren nachgestellte Kinasen CHK2 (checkpoint kinase) und CHK1 sind die 

Hauptregulatoren der DDR. ATM wird vor allem als Antwort auf Doppelstrangbrüche (DSB, double 

strand break) und ATR als Antwort auf einzelsträngige DNA an blockierten Replikationsgabeln 

aktiviert (Yoshiyama et al., 2013). Als Sensoren für DSBs dient der MRN-Komplex (MRE11-

RAD50-NBS1; Rupnik et al., 2010), der die Kinase zur Schadenstelle rekrutiert und zur 

Phosphorylierung der Histonvariante H2A.X führt (Dickey et al., 2009). Im Vergleich dazu nutzt ATR 

den 9-1-1 Komplex (RAD9-RAD1-HUS1) der über RAD17 an die exponierte ssDNA gebunden wird  

(Bermudez  et al., 2003) sowie das ssDNA-bindende Protein RPA (replication protein A), an das sich 

ATRIP (ATR-interacting protein) anlagert und ATR rekrutiert (Zou und Elledge, 2003). Ausgehend 

davon werden verschiedene Mediatoren und downstream-Signalkaskaden aktiviert. Eine zentrale Rolle 

innerhalb dieser Signalwege nimmt p53 ein (Abb. 6). Unter physiologischen Bedingungen ist dessen 

zelluläre Proteinkonzentration aufgrund der MDM2-vermittelten Ubiquitinierung und darauffolgenden 

Degradierung über das UPS gering. Erfolgt jedoch die Phosphorylierung durch ATM oder ATR bzw. 

CHK1 oder CHK2 wird die Interaktion zwischen MDM2 und p53 inhibiert (Shieh et al., 1997; 

Appella und Anderson, 2001). Das dadurch posttranslational stabilisierte Protein wirkt nun als 

Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression von Genen zum Stopp des Zellzykluses bzw. der 

Progression zur Seneszenz (p21), zur Durchführung der DNA-Reparatur (XPC) und/oder zur 

Induktion von Apoptose (BAX, NOXA, PUMA) (Helton und Chen, 2007). Der Regulations-

mechanismus zur Determinierung, welcher dieser Vorgänge aktiviert wird, ist bis heute Gegenstand 

der Forschung und noch nicht vollständig verstanden. Es wird jedoch postuliert, dass die p53-

Proteindynamik einen entscheidenden Einfluss ausübt. So führt ein permanentes p53-Signal zur 

Ausbildung eines seneszenten Phänotyps (Purvis et al., 2012). 

Seneszenz & SASP 

Der Begriff zelluläre Seneszenz beschreibt den Zustand einer Zelle als Antwort auf extra- bzw. 

intrazellulären Stress, der sich insbesondere durch einen permanenten, irreversiblen Zellzyklusarrest 

verbunden jedoch mit metabolischer Aktivität und veränderter Proteinexpression und –sekretion 
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(SASP, senescence-associated secretory phenotyp) äußert und sich damit klar von den Vorgängen 

Apoptose, Nekrose, Postmitotik und Quieszenz in der GO-Phase abgrenzt (Campisi und d’Adda di 

Fagagna, 2007). Als Kennzeichen dienen neben der Abwesenheit von Proliferation, u.a. die 

abgeflachte Zellmorphologie (Campisi, 2013), das vergrößerte lysosomale Kompartiment (Kurz et al., 

2000), die Überexpression der Seneszenz-assoziierten beta-Galaktosidase (SA-β-Gal, Dimri et al., 

1995) und des Tumorsuppressorproteins p16
INK4a

 (Collins und Sedivy, 2003; Ohtani et al., 2004) 

sowie das Auftreten von Seneszenz-assoziierten Heterochromatin-Foci (SAHF, senescence-associated 

heterochromatin foci), die häufig pro-proliferative Gene betreffen (Narita et al., 2003). Dennoch sind 

nicht all diese Merkmale einzig für die Seneszenz charakteristisch und ebenfalls nicht für jede 

seneszente Zellart zutreffend, sodass der seneszente Zellzustand anhand einer Mehrzahl positiver 

Marker bestimmt werden muss (Campisi, 2013).  

Ein weiteres, bedeutendes Charakteristikum der Seneszenz ist der SASP, dessen Komponenten eine 

Vielzahl löslicher Signalfaktoren (Interleukine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, etc.), Proteasen und 

Rezeptoren sowie Bestandteile der extrazellulären Matrix (ECM, extracellular matrix) umfassen, die 

verstärkt sezerniert werden. Diese löslichen Faktoren induzieren verschiedene zelluläre Effekte, die 

abhängig vom physiologischen Kontext zuträglich oder schädlich für den Organismus sind (Campisi, 

2013). Sie fördern beispielsweise die Tumorsuppression (Prieur und Peeper, 2008; Collado und 

Serrano, 2010), Rekrutierung von Immunzellen, Gewebsreparatur und Wundheilung (Kortlever und 

 

Abb. 6 DNA-Schadensantwort. 

Schematische, stark vereinfachte Darstellung der DNA-Schadensantwort unter Aufführung der Schlüsselfaktoren und daraus 

resultierenden Effektormechanismen wie unter Abschnitt 1.6 beschrieben (modifiziert nach Yoshiyama et al., 2013). 
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Bernards, 2006; Adams, 2009), können aber auch zum Tumorwachstum, chronischen Entzündungen 

und degenerativen Prozessen beitragen (Campisi et al., 2011). Diese widersprüchlichen Auswirkungen 

der Seneszenz und des damit einhergehenden SASP sind bis heute im Fokus der Forschung. Eine 

Hypothese zur Erklärung dieses Paradoxons besagt, dass das transiente Auftreten seneszenter Zellen 

förderliche Effekte ausübt, währenddessen ein chronisches Vorliegen bzw. die Akkumulation dieser 

Zellen zu Schäden im Organismus führt (Campisi, 2013). 
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1.7 Zielsetzung 

 
Hypomorphe Mutationen in dem ubiquitär exprimierten Enzym RNase H2 sind mit dem Aicardi-

Goutières-Syndrom, einer neuroinflammatorischen Autoimmunerkrankung, assoziiert, deren Mani-

festation in der Regel bereits im Kindesalter besteht und die durch schwere physische und psychische 

Symptome charakterisiert ist (Rigby et al., 2007; Crow et al., 2015). Als Ursache dieser 

phänotypischen Veränderungen wird die Akkumulation endogener Nukleinsäuren postuliert. Dennoch 

konnte bisher keine definierte, immunstimulierende Nukleinsäure identifiziert werden (Crow et al., 

2009). 

Daher war das Ziel dieser Arbeit diese zu identifizieren und den daraus resultierenden Mechanismus 

der Krankheitsentwicklung auf molekularer Ebene aufzuklären. Dazu sollte ein murines Knock-out-

System auf in-vitro-Ebene etabliert werden, das die zeitlich definierte Induktion der RNase H2-

Defizienz erlaubte. Dadurch sollten sowohl frühe Folgen der enzymatischen Abwesenheit als auch die 

Langzeiteffekte differenziert erforscht werden.  

Die Erkenntnisse dieser grundlegenden Charakterisierung zum Verständnis der Pathogenese des 

Aicardi-Goutières-Syndroms sollten anschließend genutzt werden um therapeutische Ansätze zu 

diskutieren und ggf. auszutesten, da bis heute keine kausale Therapie zur Verfügung steht. 

Neben der Etablierung eines Zellkultursystemes sollte ferner ein konditionales, murines Knock-out-

Modell etabliert und charakterisiert werden, bei dem sich die RNase H2-Defizienz auf Astrozyten 

beschränken würde. Dieser Zelltyp wurde als Hauptquelle der Interferon alpha Sekretion in Gehirnen 

von AGS-Patienten beschrieben (van Heteren et al., 2008). Ferner führt die astrogliale Überexpression 

des Interferons im Mausmodell zur Ausprägung eines AGS-ähnlichen Phänotyps (Akwa et al., 1998; 

Campbell et al., 1999). Daher sollte überprüft werden, inwiefern dieses Mausmodell den AGS-

Phänotyp nachstellt. 
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2. MATERIALIEN UND METHODEN 
 

2.1 Material 
 

2.1.1  Oligonukleotide 

 
Alle aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Metabion GmbH (Steinkirchen, Deutschland) in 

lyophilisierter Form bezogen, mit ddH2O auf eine Konzentration von 100 µM verdünnt und bei -30 °C 

gelagert.  

Genotypisierung  

H2B_EUCOMM_for TCCTGAGCTTGAAAAGTCACTTCG 

H2B_EUCOMM_rev TTTATGAAGCCCATCACTACACGC 

GFAP_Cre_for ACTCCTTCATAAAGCCCT 

GFAP_Cre_rev ATCACTCGTTGCATCGACCG 

CreERT_for GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 

CreERT_rev GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 

EMX1_Cre_for GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 

EMX1_Cre_rev GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 

  

real time PCR  

GAPDH_for TTCACCACCATGGAGAAGGC 

GAPDH_rev GGCATCGACTGTGGTCATGA 

RNaseH2B_for AGGTTTCCAGGGACAAGGAAGAGGA 

RNaseH2B_rev GTCAATGAAGCTGGAGGTTCTGGAAG 

IL-6_for GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

IL-6_rev AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

IFIT1_for GAACCCATTGGGGATGCACAACCT 

IFIT1_rev CTTGTCCAGGTAGATCTGGGCTTCT 

IFIT2_for ATGAGTTTCAGAACAGTGAGTTTAA 

IFIT2_rev AACTGGCCCATGTGATAGTAGACCC 

IFIT3_for TGGCCTACATAAAGCACCTAGATGG 

IFIT3_rev CGCAAACTTTTGGCAAACTTGTCT 

IRF7_for ATGCACAGATCTTCAAGGCCTGGGC 

IRF7_rev GTGCTGTGGAGTGCACAGCGGAAGT 

CXCL10_for GCCGTCATTTTCTGCCTCA 
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CXCL10_rev CGTCCTTGCGAGAGGGATC 

Ctsa_for GACTCCAAGCACTTCCACTACTGGT 

Ctsa_rev CTGGCTGGATCAGAAAGGGGCCGTG 

Lamp1_for TAATGGCCAGCTTCTCTGCCTCCTT 

Lamp1_rev AGGCTGGGGTCAGAAACATTTTCTT 

Atg5_for AGCCAGGTGATGATTCACGG 

Atg5_rev GGCTGGGGGACAATGCTAA 

Atg7_for GTTCGCCCCCTTTAATAGTGC 

Atg7_rev TGAACTCCAACGTCAAGCGG 

Becn1_for ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC 

Becn1_rev TCCTCTCCTGAGTTAGCCTCT 

p53_for CTAGCATTCAGGCCCTCATC 

p53_rev TCCGACTGTGACTCCTCCAT 

p21
CIP

_for CCTGGTGATGTCCGACCTGTT 

p21
CIP

_rev GGGGAATCTTCAGGCCGCTC 

p19
ARF

_for TGAGGCTAGAGAGGATCTTGAGA 

p19
ARF

_rev GCAGAAGAGCTGCTACGTGAA 

Igfbp5_for CGCGGGGTTTGCCTCAACGA 

Igfbp5_rev CTGCGGCAGGGGCCTTGTTC 

STING_for AAATAACTGCCGCCTCATTG 

STING_rev ACAGTACGGAGGGAGGAGG 

cGAS_for GAGGCGCGGAAAGTCGTAA 

cGAS_rev TTGTCCGGTTCCTTCCTGGA 

Trex1_for TTCCTCAGCCACACTGCT 

Trex1_rev AGAGCTTGTCCACCACACG 

  

Sequenzierung  

pMOWS_for AGCCCTTTGTACACCCTAAGC 

pMOWS_rev AGCAATAGCATGATACAAAGG 

 

2.1.2  Medien zur Kultivierung von Säugerzellen 

 

Alle zur Kultivierung von Säugerzellen verwendeten Medien wurden bei 4 °C gelagert und vor 

Gebrauch auf 37 °C im Wasserbad erwärmt. 

 

DMEM (-/-) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), 

high Glucose (4,5 g/l), with Stable Glutamine 
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DMEM (+/+) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), 

high Glucose (4,5 g/l), with Stable Glutamine 

 komplementiert mit 

 fötales Kälberserum (FKS)  10 %, v/v 

 Penicillin/Streptomycin  1 %, v/v 

     

Gliamedium 1 Minimum Essential Medium (MEM)  

 komplementiert mit    

 Pferdeserum (HS)  10 %, v/v 

 Glukose  0,6 %, v/v 

 Penicillin/Streptomycin  1 %, v/v 

     

Gliamedium 2 Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), 

high Glucose (4,5 g/l), with GlutaMAX
TM

 Supplement 

 komplementiert mit    

 fötales Kälberserum (FKS)  10 %, v/v 

 Penicillin/Streptomycin  1 %, v/v 

 Epidermal Growth Factor (EGF)  1  µg/50 ml 

 N2 Supplement (100x)  1 x 

     

Einfriermedium Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), 

high Glucose (4,5 g/l), with Stable Glutamine 
 

 komplementiert mit    

 DMSO  10 %, v/v 

 fötales Kälberserum (FKS)  50 %, v/v 

 

 

2.1.3  Medien zur Kultivierung von Bakterien 
 

Alle Medien zur Kultivierung von Bakterien wurden autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Der Zusatz 

von Antibiotika in entsprechender Verdünnung (Abschnitt 2.1.4) erfolgte direkt vor Gebrauch.  

 

LB-Medium (4 °C) Trypton/Pepton 
 

1 %, m/v 

 Hefeextrakt 
 

0,5 %, m/v 

 NaCl  171 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 
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LB-Agar-Nährböden (4 °C) Agar-Agar  1 %, m/v 

 LB-Medium ad 100 %, v/v 

 

 

2.1.4  Antibiotika 

 
Im Folgenden sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antibiotika aufgeführt, die gemäß 

Herstellerangaben gelöst und gelagert wurden. 

Antibiotikum Hersteller Verwendung 

Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG  100 µg/ml 

Tetracyclin Sigma Aldrich 12,5 µg/ml 

G418 PAA Laboratories 750 µg/ml 

Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich 10 U/ml; 10 µg/ml 

Puromycin Sigma Aldrich 0,5 mg/ml  

Blastizidin InvivoGen 10 µg/ml 

 

 

2.1.5  Induktoren und Inhibitoren 

 
Alle hier aufgeführten Stimulanzien (Induktoren und Inhibitoren) wurden gemäß Herstellerangaben 

gelöst (LM, Lösungsmittel) und gelagert. Ihre Anwendung erfolgte gemäß Fragestellung wie unter 

Abschnitt 3 beschrieben. 

  
Induktion/Inhibitor Hersteller Kat.nr. LM 

(Z)-4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) Sigma Aldrich H7904 DMSO 

Carbobenzoxy-Leu-Leu-Leucinal (MG132) Sigma Aldrich M7449 DMSO 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Carl Roth GmbH 5050 ddH2O 

Doxorubicin (Doxo) Sigma Aldrich D1317 ddH2O 

Cytosin-β-D-Arabinofuranosid-hydrochlorid (Ara-C) Sigma Aldrich C6645 ddH2O 

Torin-1 (Tor-1) Sigma Aldrich 475991 DMSO 

Rapamycin (Rapa) Sigma Aldrich R8781 DMSO 

Bafilomycin A1 (BafA1) Sigma Aldrich B1793 DMSO 

Lipopolysaccharid von E. coli 0111:B4 (LPS) Sigma Aldrich L2630 ddH2O 

polyI:C HMW, tlrl-pic Invivogen 31852-29-6 ddH2O 
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2.1.6  Antikörper 
 

Alle aufgeführten Antikörper wurden gemäß Herstellerangaben gelagert. 

 

Primärantikörper Hersteller Kat.nr. Methode (Verdünnung) 

α-GFAP Sigma Aldrich G3893 IB, ICC, IHC (1:500) 

α-RNase H2 Andrew Jackson 
1) 

ICC, IHC (1:250); IB (1:500) 

α-RNaseH2A Acris AP30734PU-N IB (1:1.000) 

α-RNaseH2A Origene #TA306706 IB (1:1.000) 

α-pH2A.X Cell Signaling #9719 ICC, IHC, DZ (1:75) 

α-pH2A.X    Cell Signaling #2577 ICC, IHC (1:75), IB (1:1.000) 

α-HRas SantaCruz #9542 IB (1:500) 

α-PARP Cell Signaling #9542 IB (1:1.000) 

α-cleaved Caspase 3 Cell Signaling #9661 IB (1:1.000) 

α-Lamp1 DSHB 1D4Bc IB, ICC (1:1.000) 

α-Lamp2 DSHB Abl93c IB (1:1.000) 

α-pIRF3 Cell Signaling #4947 IB (1:1.000) 

α-IRF3 Santa Cruz sc-9082 IB (1:200) 

α-pTBK1 Cell Signaling #5483 IB (1:1.000) 

α- βActin Cell Signaling #4967 IB (1:1.000) 

α-GAPDH Santa Cruz sc-25778 IB (1:1.000) 

α-p21 (F5) Santa Cruz sc-6246 IB (1:200) 

α-LC3 MBL PM036 IB (1:1.000) 

α-p53 Leica Biosystem NCL-p53-CM5p IB (1:750) 

α-HA Cell Signaling #3724 ICC (1:1.600) 

α-dsDNA Santa Cruz sc-58749 ICC (1:50) 

α-ssDNA Millipore #MAB3299 ICC, DZ (1:50) 

 

DZ = Durchflusszytometrie   IB = Immunblot   ICC = Immunzytochemie   IHC = Immunhistochemie    

1)
 polyklonales Antiserum gegen das RNase H2 Holoenzym; zur Verfügung gestellt von Andrew P.   

Jackson (MRC Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, University of 

Edinburgh, UK); beschrieben in Reijns et al., 2012  

 
Sekundärantikörper Hersteller Kat.nr. Methode (Verdünnung) 

Alexa Fluor 488 IgG α-mouse Invitrogen A-11001 ICC, IHC (1:1.000) 

Alexa Fluor 488 IgM α-mouse Invitrogen A-10680 DZ, ICC (1:1.000) 
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Alexa Fluor 488 IgG α-rat Invitrogen A-11006 ICC (1:1.000) 

GE Helthcare Cy3 α-rabbit GE Healthcare 29-0382-76 ICC, IHC (1:1.000) 

goat anti-mouse  IgG-HRP Dianova 115-035-146 IB (1:5.000) 

goat anti-rabbit IgG-HRP Dianova 111-035-144 IB (1:5.000) 

goat anti-rat IgG-HRP Dianova 112-035-143 IB (1:10.000) 

 

DZ = Durchflusszytometrie   IB = Immunblot   ICC = Immunzytochemie   IHC = Immunhistochemie    

 

2.1.7  Enzyme 

 
Alle in dieser Arbeit genutzten Enzyme und deren spezifische Puffer wurden bei – 30 °C gelagert und, 

wenn nicht anders beschrieben, nach Herstellerangaben verwendet. Als Bezugsquelle diente Thermo 

Fisher Scientific. 

 

2.1.8  Vektoren 

 
Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Vektoren mit einer kurzen Beschreibung ihrer 

Hauptmerkmale und der Bezugsquelle aufgeführt. 

pBABE H-Ras
G12V

 Expressionsvektor für die retrovirale Transduktion von 

Säugerzellen; kodierend für die konstitutiv aktivierte H-Ras-

Mutante G12V sowie für die Resistenzgene zur Selektion mittels 

Ampicillin und Puromycin 

(von William Hahn, Addgene # 9051) 

 

ptfLC3  Expressionsvektor, kodierend für LC3, das mit mRFP und eGFP 

fusioniert vorliegt und die Unterscheidung der Strukturen 

Autophagosom und Autolysosom in der Fluoreszenzmikroskopie 

ermöglicht, sowie die Resistenzgene zur Selektion mittels 

Kanamycin und Neomycin 

(von Tamotsu Yoshimori, Addgene #21074) 

 

pUNO1-cGAS-HA3X  Expressionsvektor, kodierend für den C-terminal 3xHA-getaggten 

zytosolischen DNA-Sensor cGAS sowie für das Resistenzgen zur 

Selektion mittels Blastizidin  

(InvivoGen, #14A23-JC) 

 

https://www.addgene.org/browse/pi/603/
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pMOWS-eGFP Expressionsvektor zur retroviralen Transduktion von Säugerzellen; 

kodierend für eGFP sowie die Resistenzgene zur Selektion mittels 

Ampicillin und Puromycin 

(Ketteler et al., 2002) 

 

pMOWS-mRFP-eGFP-LC3 Expressionsvektor zur retroviralen Transduktion von Säugerzellen; 

kodierend für das N-terminal mRFP-eGFP-getaggte Protein LC3 

sowie für die Resistenzgene zur Selektion mittels Ampicillin und 

Puromycin 

(von Kareen Bartsch, diese Arbeit, Abschnitt V.III.) 

  

2.1.9  Größenmarker  

 
Die Größenbestimmung von Proteinen im Immunblot (Abschnitt 2.2.4.5) erfolgte mit Hilfe der 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10-250 kDa). Für die Größenbestimmung von DNA-

Fragmenten wurden die Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (250-10000 bp) bzw. GeneRuler 100 bp DNA 

Ladder (100-1000 bp) je nach Fragestellung verwendet (Abschnitt 2.2.3.6). Alle Größenmarker 

wurden von Thermo Fisher Scientific bezogen.  

 

2.1.10  Reagenziensätze (Kits) 

 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die unten aufgeführten Kits nach Herstellerprotoll verwendet. 
 

 

 
Reagenziensatz Hersteller 

ELISA DuoSet (mIL-6, mKC) R&D Systems 

Pierce
TM

 BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 

GeneJET RNA Purification Kit Thermo Fisher Scientific 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific 

GeneJET Gel Extraction Kit Fermentas 

NucleoBond Xtra® Midi Kit Macherey & Nagel 

Senescence Detection Kit BioVision 

Click-iT EdU Flow Cytometry Assay Kit Invitrogen 

SuperSignal West Femto Thermo Fisher Scientific 

SYTOX AADvanced dead cell stain solution Kit Invitrogen 
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2.1.11  Verbrauchsmaterialien 
 

Nachfolgend sind alle in der vorliegenden Arbeit genutzten Verbrauchsmaterialen geordnet gemäß der 

Bezugsquelle in alphabetischer Reihenfolge aufgeführt. Soweit es die Aufarbeitung der Proben unter 

sterilen Bedingungen verlangte, wurden diese Materialien gegebenenfalls zuvor autoklaviert oder mit 

Desinfektionsmittel behandelt. 

 
Hersteller Verbrauchsmaterial 

Bemis Parafilm 

 

Biozym BZO Seal Film; 384 Well PCR Platte (weiß, LC 480) 

  

Braun Sterican Einmal-Injektionskanüle; Omnifix®-F 1 ml Tuberkulin 

  

Greiner 6-Well Platten; Mikroplatte 96-Well 

  

Hansa Trading  Nitril-Handschuhe 

  

Lab Logistic Group Spritzenvorsatzfilter (0,45/0,20 µm) 

  

Millipore PVDF-Membran Immobilon (0,45 µm Porengröße) 

 

Nunc Mikrotestplatte 96-Well Maxisorb 

  

Roth Deckgläschen (1,8x1,8 mm); Objektträger; Nitril-Handschuhe; Alu-

Folie; Papiertaschentücher; Whatman-Papier; Chromafil® 

Spritzenvorsatzfilter  (0,45 µm) 

  

Sarstedt Reaktionsgefäße (0,2/ 1,5/ 2,0/ 15/ 50 ml); Multiply Strip 8er-Kette 

(0,2 ml); Biosphere-8er-Deckelkette; Petrischalen (Durchmesser 100 

mm); Impfschlinge (10 µl); Halbmikroküvetten; Zellkulturschale 

(Durchmesser 35/ 60/ 100 mm); Zellkulturflasche (T-25/ T-75); Cryo 

Pure Gefäß (1,6 ml); Fitropur Spritzenfilter (0,2/ 0,45 µm 

Porengröße); Serologische Pipetten (5/ 10 ml), Mikro-Schraubröhre 

(2,0 ml); Pipettenspitzen (10/200/1000 µl); Zellschaber; 

Autoklavierbeutel; Mikrotestplatte 96-Well, Deckgläschen 

(18x18mm) 
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2.1.12  Chemikalien 

 
Alle verwendeten Chemikalien, geordnet gemäß der Bezugsquelle in alphabetischer Reihenfolge, 

wurden gemäß Herstellerangaben gelagert und gehandhabt. 

 
Hersteller Chemikalie 

Biozym Agarose 

  

Carl Roth GmbH + Co. KG Aceton, Acrylamid/Bisacrylamid, Agar-Agar, Ampicillin, 

Ammoniumperoxodisulfat (APS),  Borsäure,  bovines Serumalbumin 

(BSA), Dithiothreitol (DTT), Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 

Essigsäure, Ethanol, Formaldehyd,  D-Glukose, Glycerol, Glycin, 

Hefeextrakt, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

(HEPES), Kaliumacetat, Kaliumchlorid, Kaliumhydrogenphosphat, β-

Mercaptoethanol, Methanol, Milchpulver, Natriumazid,  Natrium-

chlorid, Natriumhydrogenphosphat, Natriumhydroxid, Natronlauge, 

Natriummetaborat, Natriumorthovanadat, Propanol, Saccharose, 

Salzsäure, Sodiumdodecylsulfat (SDS), Tetramethylethylendiamin 

(TEMED), Tris, Trypton/Pepton, Tween 20 

  

Fluka Bromphenolblau 

  

PAA Laboratories GmbH Trypsin/EDTA, Penicillin/Streptomycin 

 

Roche Diagnostics BM blue POD-Substrat, Phospho-Stop, Triton-X 100 

  

Serva Xylencyanol 

 
 

2.1.13  Geräte 

 
Nachstehend ist eine Auflistung der in dieser Arbeit genutzten Geräte aufgeführt, deren Funktionalität 

regelmäßig geprüft wurde. Ihre Handhabung und Reinigung erfolgte gemäß den Betriebsanweisungen. 

 
Hersteller  Gerät 

Alpha Innotech Imager FluorChem-Q 
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BD Biosciences Pharmingen BD FACS Canto 

  

Binder Wärmeschrank WTC 

  

BioRad Trans-Blot® Turbo
TM

 Transfer System; Mini-PROTEAN Tetra Cell 

Transfer System; Power-Pac 200/300; GelDoc 2000 

  

Biosan Thermoshaker TS-100 

  

Branson Sonifier 450 

  

Elektrolux Kühlschrank 

  

Flow Laboratories Steril-Arbeitsbank Gelaire® BSB 6 

  

Eppendorf Mehrkanalpipetten; Pipetten; Thermomixer 5436; Zentrifuge 5417R 

 

GFL Taumelschüttler, Tiefkühlschrank (-80 °C) 

  

Heidolph Wirbelmischer REAX 2000 

  

Heraeus Instruments Steril-Arbeitsbank Clean-Air; Zellkulturinkubator HeraCell CO2-

Inkubator; Biofuge pico, Labofuge 400e 

  

HuberLab Wasserbad 

  

IKAMA Heizgerät REO 

  

Kern Präzisionswaage 

  

Nexcelom Bioscience Cellometer Auto T4 

  

Olympus Mikroskop FV1000 

  

PeqLab  NanoDrop Spektrophotometer ND-1000 

  

Scotsman Eismaschine AF80 
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Tecan Microplate Reader Rainbow, Multimode Reader Infinite 

  

Thermo Scientific Zellkulturinkubator HeraCell 150i CO2 Inkubator 

  

Zeiss Mikroskop Telaval 31, Mikroskop Axiovert 200 

 

2.1.14  Puffer und Stammlösungen 

 
Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Stammlösungen in alphabetischer 

Reihenfolge aufgelistet. Alle Lösungen, die in der Zellkultur verwendet wurden, wurden vor Gebrauch 

autoklaviert oder steril filtriert. 

 
Anodenpuffer (4 °C, pH 10,4) Tris  300 mM 

(Westernblot) ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Blockierungslösung (4 °C) Milchpulver  5 %, m/v 

(Immundetektion) TBST ad 100 %, v/v 

     

Blockierungslösung 2 (4 °C) BSA  0,5 %, m/v 

(Immunzytochemie) Glycin  0,5 %, m/v 

 PBS ad 100 %, v/v 

     

Blockierungslösung 3 (4 °C) BSA  0,5 %, m/v 

(Immunhistochemie) Glycin  0,5 %, m/v 

 Triton-X 100  0,1 %, v/v 

 PBS ad 100 %, v/v 

     

Boratpuffer (4 °C) Borsäure 
 

100 mM 

(Beschichtung von Kulturgefäßen) NaCl 
 

75 mM 

 Natriummetaborat  25 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Elektrodenpuffer (RT) Tris  0,3 %, m/v 

(SDS-PAGE) Glycin  1,4 %, m/v 

 SDS  0,1 %, m/v 

 ddH2O ad 100 %, v/v 
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FACS Puffer (RT) BSA  1 %, m/v 

(FACS) NaN3  0,05 %, m/v 

 PBS ad 100 %, v/v 

     

Fixierlösung 1 (-20 °C) Methanol  50 %, v/v 

(Immunzytochemie) Aceton ad 100 %, v/v 

     

Fixierlösung 2 (-20 °C) Methanol  84 %, v/v 

(Immunzytochemie) PBS ad 100 %, v/v 

     

Formalin (4 °C) Formaldehyd (37 %)  4 %, v/v 

(Immunhistochemie) PBS (10x)  1 x 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Isolierpuffer (4 °C) HBSS (10x)  1 x 

(Astrozytenisolierung) HEPES   10 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Kathodenpuffer (4 °C, pH 8,0) Tris  25 mM 

(Westernblot) Glycin  40 mM 

 MeOH  20 %, v/v 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Ladepuffer (RT, 6x) Glycerol  30 %, v/v 

(Agarosegelelektrophorese) EDTA (pH 8,0)  50 mM 

 Bromphenolblau  Spatelspitze 

 Xylencyanol  Spatelspitze 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Lysispuffer 1 (4 °C) Tris  50 mM 

(Zelllyse/Standard) NaCl  100 mM 

 TRITON X-100  1 %, v/v 

 EDTA  2 mM 

 Proteinaseinhibitor-Cocktail (5x)  1 x 

 ddH2O ad 100 %, v/v 
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Lysispuffer 2 (4 °C) Natriumvanadat  0,1 mM 

(Gewebslyse) PhosphoStop (5x)  1 x 

 Lysispuffer 1 ad 100 %, v/v 

     

Lysispuffer 3 (4 °C, pH 8,0) Tris   50 mM 

(Zelllyse/RNase H Assay) NaCl  280 mM 

 NP-40  0,5 %, v/v 

 EDTA  0,2 mM 

 Glycerol  10 %, v/v 

 Natriumvanadat  0,1 mM 

 DTT  1 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Lysispuffer 4 (4 °C, pH 7,9) HEPES   20 mM 

(Zelllyse/RNase H Assay) KCl  10 mM 

 EDTA  1 mM 

 Natriumvanadat  0,1 mM 

 Glycerol  10 %, v/v 

 DTT  1 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Lysispuffer 5 (4 °C) Proteinaseinhibitor-Cocktail (5x)  1 x 

(β-Hexosaminidase-Assay) TRITON X-100  1 %, v/v 

 PBS ad 100 %, v/v 

     

PBS (4 °C, pH 7,2-7,4) NaCl  136,89 mM 

(Zellkultur) KCl  2,68 mM 

 Na2HPO4 * 2 H2O  8,09 mM 

 KH2PO4  1,76 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

PBST (RT, pH 7,2-7,4) Tween-20   %, v/v 

(ELISA) PBS ad 100 %, v/v 

     

Probenpuffer (4 °C, 5x) Tris   0,313 M 

(SDS-PAGE) Glycerol  50 %, v/v 

 SDS  10 %, m/v 
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 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Reaktionspuffer (RT, pH 8,0) Tris  50 mM 

(RNase H Assay) KCl  60 mM 

 MgCl2  10 mM 

 BSA  0,01 %, m/v 

 Triton-X 100  0,01 %, v/v 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

Sammelgel (5 %) ddH2O  2810 µl 

(SDS-PAGE) Tris-HCl (0,5 M, pH 6,7)  1250 µl 

 SDS (10 %)  50 µl 

 Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung  835 µl 

 APS (10 %)  50 µl 

 TEMED  5  µl 

     

Stripping-Puffer (RT) SDS (10 %)  2 %, v/v 

(Stripping) NaOH (2M)  0,1 M 

 TBST  ad 100 %, v/v 

     

TBE (RT, 0,5x) Tris-HCl  44,5 mM 

(Agarosegelelektrophorese) Borsäure  44,5 mM 

 EDTA  10 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

TBS (RT, pH 7,5) Tris  20 mM 

(Immundetektion) NaCl  140 mM 

 EDTA   1 mM 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

     

TBST (RT, pH 7,5) Tween-20   %, v/v 

(Immundetektion) TBS ad 100 %, v/v 

     

Trenngel (10 %/12 %) ddH2O  6730/5590 µl 

(SDS-PAGE) Tris-HCl (1,5 M, pH 8,8)  4250 µl 

 SDS (10 %)  170 µl 

 Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung  5660/6800 µl 
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 APS (10 %)  170 µl 

 TEMED  17 µl 

     

Zitratpuffer Zitronensäure (pH 4,6)  0,2 M 

(β-Hexosaminidase-Assay) BSA  0,4 %, m/v 

 NaN3  0,08 %, m/v 

 ddH2O ad 100 %, v/v 

 
 

2.1.15  Zelllinien, Primärkulturen und Bakterienstämme 

 
Im Folgenden sind alle in der vorliegenden Arbeit genutzten Zelllinien, Primärkulturen und 

Bakterienstämme mit einer kurzen Beschreibung und Angabe ihrer Herkunft aufgeführt. 

 
Zelllinien Beschreibung 

Phoenix-ECO Verpackungszelllinie zur Produktion infektiöser, replikationsdefi-

zienter, ekotroper Retroviren, die auf HEK293T-Zellen basiert; 

Expression von Gag-Pol und Env 

(von Garry P. Nolan zur Verfügung gestellt; Stanford University, 

Palo Alto, USA)  

  

  

Primärkulturen Beschreibung 

GFAP_Cre
-/-

 astrogliale Zellen, die aus den Großhirnhemisphären von P1-P4 

Mäusen des Genotyps RNaseH2B
lox/lox

 GFAP_Cre
-/-  

isoliert wurden 

(diese Arbeit, Abschnitt 2.2.2.5) 

  

GFAP_Cre
+/-

 astrogliale Zellen, die aus den Großhirnhemisphären von P1-P4 

Mäusen des Genotyps RNaseH2B
lox/lox

 GFAP_Cre
+/-

 isoliert wurden 

und eine Deletion des 5. Exons des RNaseH2B Genes aufwiesen 

(diese Arbeit, Abschnitt 2.2.2.5) 

  

CreERT
-/-

 murine embryonale Fibroblasten (MEFs), die aus Embyronen des 

Entwicklungsstadiums E13.5 mit dem Genotyp RNaseH2B
lox/lox

 

CreERT
-/-

 isoliert wurden 

(diese Arbeit, Abschnitt 2.2.2.6) 
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CreERT
+/-

 murine embryonale Fibroblasten (MEFs), die aus Embryonen des 

Entwicklungsstadiums E13.5 mit dem Genotyp RNaseH2B
lox/lox

 

CreERT
+/-

 isoliert wurden und die durch Zusatz von 4-

Hydroxytamoxifen (4-OHT) eine zeitlich definierte Deletion des 

von lox-P sites eingeschlossenen 5. Exons des RNaseH2B Genes 

erlaubten 

(diese Arbeit, Abschnitt 2.2.2.6) 

 

p53
-/-

 H2B
+/+

 murine embryonale Fibroblasten (MEFs) des Genotyps p53
-/-

 

H2B
+/+

 (Reijns et al., 2012) 

(von Andrew P. Jackson zur Verfügung gestellt; MRC Human 

Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, 

University of Edinburgh, UK) 

 

p53
-/-

 H2B
-/-

 murine embryonale Fibroblasten (MEFs) des Genotyps p53
-/-

 H2B
-/-

 

(Reijns et al., 2012) 

(von Andrew P. Jackson zur Verfügung gestellt; MRC Human 

Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, 

University of Edinburgh, UK) 

 

  

Bakterienstämme Beschreibung 

E. coli XL-1 Blue aus dem Stamm Escherichia coli K12 hervorgegangener Stamm  

(Stratagen) 

  

 

2.1.16  Mausstämme 
 

2.1.16.1  RNaseH2B_flox-Mausstamm  

  

Der RNaseH2B_flox-Mausstamm wurde von Prof. Dr. Axel Roers (Institut für Immunologie, 

Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische Universität Dresden, Deutschland) zur 

Verfügung gestellt. Die Generierung erfolgte durch Kreuzung heterozygoter RNaseH2B
KOF

-Mäuse 

(Rnaseh2b
tm1a(EUCOMM)Wtsi

/J), die vom International Knock-out Mouse Consortium bezogen wurden, 

mit einem Flpe-Deleter-Mausstamm (Rodriguez et al., 2000). Die Deletion der frt-flankierten 

GeneTrap-Kassette wurde anhand einer PCR demonstriert (Hiller et al., 2012).  
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Die RNaseH2B_flox-Mäuse sind lebensfähig, fertil und weisen keine besonderen Auffälligkeiten auf. 

Bei der Einkreuzung eines Cre-Treiberstammes erfolgt die Deletion des fünften Exons im Gen der 

RNaseH2B-Untereinheit. 

 

2.1.16.2  Cre-Treiberstämme 

 

Nachstehend sind alle im Rahmen dieser Arbeit zur Zucht konditionaler RNaseH2B-Knock-out-Tiere 

eingesetzten Cre-Treiberstämme (a)-(c) aufgeführt, die in den RNaseH2B_flox-Mausstamm 

eingekreuzt wurden und zu den folgenden neuen transgenen Linien führten: 

gefloxter Mausstamm Cre-Treiberstamm konditionaler Mausstamm 

RNaseH2B_flox CreERT        (#4682) CreERT_H2B 

 GFAP_Cre    (#4600) GFAP_Cre_H2B 

 EMX1_Cre   (#5628) EMX1_Cre_H2B 

   

Alle Cre-Treiberstämme wurden von The Jackson Laboratory (USA) bezogen. 

 

(a) CreERT-Mausstamm (B6.Cg-Tg(cre/Esr1)
5Amc

/J) 

 

Der CreERT-Mausstamm wurde zur induzierbaren, spezifischen Deletion von loxP-flankierenden 

Genomsequenzen generiert (Hayashi et al., 2002). Die Expression des Fusionsproteins aus Cre-

Rekombinase und Östrogenrezeptor, dessen natürlicher Ligand aufgrund der G525R-Mutation nicht 

mehr gebunden werden kann, unterliegt der Kontrolle des konstitutiv aktiven beta-Aktin-Promotors 

des Huhnes, an den der beta-Aktin- als auch der Cytomegalievirus (CMV) immediate-early-Enhancer 

gekoppelt sind. Die Deletion erfolgt ubiquitär durch 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) induzierbare 

Translokation des Fusionsproteins in den Zellkern.  

 

(b) GFAP_Cre-Mausstamm (FVB-Tg(GFAP-cre)
25Mes

/J) 

 

Der GFAP_Cre-Mausstamm wurde von Dr. Albee Messing (University of Wisconsin-Madison; Zhuo 

et al., 2001) als transgene Linie zur spezifischen Deletion von loxP-flankierenden Genomsequenzen 

im zentralen Nervensystem generiert. Die Expression der Cre-Rekombinase unterliegt dabei der 

Kontrolle des humanen GFAP-Promotors, der ab dem embryonalen Tag 13.5 (E13.5) aktiv ist. Die 

hemizygoten Mäuse (GFAP_Cre
+/-

) sind lebensfähig, fertil und weisen keine besonderen 

Auffälligkeiten auf. Bei der Einkreuzung eines loxP-Sequenz-tragenden Stammes erfolgt die Deletion 

im Genom von Astrozyten, Oligodendrozyten, Ependymzellen sowie einigen Neuronen. 
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(c) EMX1_Cre-Mausstamm (B6.129S2-Emx1
tm1(cre)Krj

/J)    

Der EMX1_Cre-Mausstamm wurde von Kevin R. Jones (University of Colorado-Boulder, Gorski et 

al., 2002) als transgene Linie zur spezifischen Deletion von loxP-flankierenden Genomsequenzen im 

Vorderhirn generiert. Die Expression der Cre-Rekombinase wird vom endogenen Promotor des Emx1-

Lokus kontrolliert, der ab dem embryonalen Tag 10.5 (E10.5) aktiv ist. Die hemizygoten Mäuse 

(EMX1_Cre
+/-

) sind lebensfähig, fertil und weisen keine besonderen Auffälligkeiten auf. Die Cre-

Rekombinase vermittelte Deletion des loxP-flankierenden Genabschnittes erfolgt in 88 % der 

Neuronen des Neocortex und Hippocampus sowie in den glialen Zellen des Palliums. 

 

2.2  Methoden 

2.2.1   Zellkultur 
 

Alle Arbeiten zur Kultivierung von Säugerzellen wurden unter einer sterilen Werkbank durchgeführt, 

deren Arbeitsflächen regelmäßig mit Desinfektionsmitteln behandelt und mit UV-Licht bestrahlt 

wurden. Ferner wurden alle Gebrauchsmaterialen autoklaviert bzw. deren Oberflächen vor Gebrauch 

mit desinfizierenden Flüssigkeiten gesäubert. 

 

2.2.1.1  Kultivierung und Passagieren von adhärenten Zelllinien 

 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (Abschnitt 2.1.15) wurden in DMEM (+/+) bei 37 °C und 

5 % CO2-Atmosphäre in Inkubatoren kultiviert. Ferner wurden die Zellen regelmäßig bezüglich ihrer 

Zellform und -dichte lichtmikroskopisch begutachtet und bei einem nahezu flächendeckenden 

Wachstum passagiert. Dazu wurden sie mit PBS gewaschen und mit Hilfe von Trypsin/EDTA (Sigma 

Aldrich) von der Oberfläche des Kulturgefäßes abgelöst. Je nach Wachstumsverhalten wurden sie 

anschließend in entsprechender Verdünnung bzw. nach vorheriger Zellzählung (Abschnitt 2.2.1.6) 

erneut ausgesät. 

 

2.2.1.2 Kultivierung und Passagieren von primären adhärenten murinen 

embryonalen Fibroblasten (MEFs) 

 

Die in dieser Arbeit isolierten murinen, embryonalen Fibroblasten (MEFs, Abschnitt 2.2.2.6) wurden 

in DMEM (+/+) bei 37 °C, 5 % CO2-Atmosphäre und physiologischen O2-Drücken von 3 % in 

Inkubatoren kultiviert. Die Subkultivierung erfolgte bei 90 %iger Konfluenz im Verhältnis 1:4, wobei 

die Ablösung der adhärenten Zellen mit Accutase® (Sigma Aldrich) durchgeführt wurde. Die 

Kulturen wurden bis zur Subkultur 15 verwendet. 
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2.2.1.3  Induktion des Knock-outs in MEFs des CreERT_H2B-Stammes 

 
Zur Induktion der Cre-Rekombinase vermittelten Deletion des von loxP-sites  flankierten 5. Exons des 

RNaseH2B Genes wurde dem Medium der primären CreERT
+/-

-MEFs des CreERT_H2B-Stammes 

einen Tag nach Aussaat 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT, Stock: 500 µM) in einer Endkonzentration von 

100 nM hinzugesetzt. In gleicher Weise wurden die CreERT
-/-

-Kontrollzellen behandelt. Nach drei 

Tagen wurde das Medium gewechselt oder die Zellen direkt für Experimente verwendet. 

 

2.2.1.4  Kultivierung und Passagieren von adhärenten, astroglialen Primärzellen 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten primären Astrozyten wurden nach der Isolierung (Abschnitt 2.2.2.5) 

für 48 h in Gliamedium 1 und anschließend in Gliamedium 2 bei 37 °C, 5 % CO2- und 3 % O2- 

Atmosphäre in Inkubatoren kultiviert. Zur Entfernung der leicht adhärenten Mikroglia wurde jeweils 

am Tag vor der Durchführung eines Experimentes mehrfach stark mit PBS gewaschen. Die 

Passagierung erfolgte bei einem flächendeckenden Wachstum im Verhältnis 1:6 bzw. 1:2 für Cre-

Rekombinase negative bzw. positive Kulturen. Dazu wurden die astroglialen Zellen mit PBS 

gewaschen, mit Hilfe eines Gemisches aus Accutase® und Trypsin/EDTA (2:3; Sigma Aldrich) von 

der Oberfläche des Kulturgefäßes abgelöst und auf Poly-L-lysin beschichtete Kulturschalen (Abschnitt 

2.2.1.5) ausgesät. 

 

2.2.1.5  Beschichtung von Kulturgefäßen mit Poly-L-Lysin 

 

Zur Beschichtung von Kulturgefäßen wurde Poly-L-Lysin (Sigma Aldrich) in Boratpuffer in einer 

Endkonzentration von 0,1 mg/ml gelöst. Die Kulturgefäße wurden mit dieser Lösung über Nacht im 

Inkubator inkubiert und am darauffolgenden Tag zwei Mal für jeweils zwei Stunden mit destilliertem 

Wasser gewaschen. Anschließend konnten sie für die Kultivierung astroglialer Primärzellen genutzt 

werden (Abschnitt 2.2.1.4). 

 

2.2.1.6  Zellzählung  

 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die durch enzymatische Behandlung (Trypsin/EDTA bzw. 

Accutase®) in Suspension überführten vormals adhärenten Zellen mit Hilfe einer Neubauerkammer 

gemäß Herstellerprotokoll ausgezählt. Die automatisierte Auszählung mit Hilfe des Cellometer Auto 

T4 erfolgte nur zur Bestimmung der Zellzahl der zur Analyse von Überständen mittels ELISA 

eingesetzten Kulturen (Abschnitt 2.2.1.8).  
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2.2.1.7  Einfrieren und Auftauen von Zellen 

 

Zur Langzeitlagerung der Zelllinien und primären Kulturen wurden diese nach erfolgter enzymatischer 

Ablösung von der Oberfläche des Kultivierungsgefäßes (Trypsin/EDTA bzw. Accutase®) und 

Pelletierung (1.300 g, 3 min, RT) in Einfriermedium aufgenommen und mit Hilfe eines mit 

Isopropanol gefüllten Einfrierkarussels bei -80 °C eingefroren. Dabei galt, dass pro Kryoröhrchen eine 

10 cm Schale adhärenter Zellen abgelöst und in 1 ml Einfriermedium überführt wurde. 

Bei erneuter Inkulturnahme wurden die eingefrorenen Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in 

9 ml DMEM (+/+) überführt. Die anschließend durch Zentrifugation (1.300 g, 3 min, RT) pelletierten 

Zellen wurden in neuem Medium in einem Kultivierungsgefäß ausgesät. Am folgenden Tag wurde das 

Kultivierungsmedium gewechselt.  

  

2.2.1.8  Ernte von Zellüberständen 

 

Zum Nachweis des Seneszenz-assoziierten, sekretorischen Phänotyps (SASP) wurden die Überstände 

der primären MEFs des CreERT_H2B-Stammes sowie der primären Astrozyten gesammelt. Dazu 

wurden die in 6-Well-Platten ausgesäten und ggf. induzierten Zellen zuvor in 600 µl DMEM (+/+) für 

24 h inkubiert. Die abgenommen Überstände wurden zur Entfernung von Zellen und Zelltrümmern 

zentrifugiert (12.000 g, 5 min, 4 °C) und bis zur Durchführung der ELISA-Messungen (Abschnitt 

2.2.4.11) bei -30 °C gelagert. Ferner wurden die im Kulturgefäß verbliebenen Zellen trypsinisiert und 

zur Normierung der gemessenen Konzentration an löslichem Protein deren Zellzahl bestimmt 

(Abschnitt 2.2.1.6). 

 

2.2.1.9  Transfektion mit TurboFect
TM

 

 

Zur transienten Einbringung von Vektoren in Zelllinien wurden Transfektionen mit TurboFect
TM

 

(Fisher Thermo Scientific) nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Dazu wurde der unten aufgeführte 

Ansatz pipettiert und für 20 min bei RT inkubiert, ehe er tropfenweise auf die am Vortag ausgesäten, 

zu 70-90 % konfluenten Zellen gegeben wurde. Daraufhin wurden die Säugerzellen bei 37 °C über 

Nacht inkubiert und das Medium am folgenden Tag gewechselt. 

Ansatz zur Transfektion einer 10-cm Schale        

DMEM (-/-) 400,0 µl        

Vektor 5,0 µg       
 

TurboFect
TM

  10,0 µl       
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2.2.1.10  Transfektion mit Lipofectamine® 2000 

 

Zur transienten Einbringung von Vektoren in Primärzellen wurden Transfektionen mit 

Lipofectamine®2000 (Invitrogen) nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Dazu wurden 1,5 µg Vektor 

in 100 µl Opti-MEM® (GIBCO) gelöst und zu mit 0,5 µl Lipofectamine®2000 versetzten 100 µl 

Opti-MEM® pipettiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde der Ansatz tropfenweise auf die am 

Vortag in 6-Wells ausgesäten, zu 70-90 % konfluenten Zellen gegeben. Ein Wechsel des Mediums am 

darauffolgenden Tag war nicht notwendig. 

 

2.2.1.11 Transfektion von siRNA mittels Lipofectamine ® RNAiMAX 

 

Zur gezielten Senkung von Transkripten eines Genes (Knock-down) wurden Transfektionen mit 

Lipofectamine ® RNAiMAX (Invitrogen) nach Herstellerprotokoll durchgeführt.  Dazu wurden 25 

µM siRNA (siGENOME SMARTpool, Dharmacon) in 150 µl Opti-MEM® gelöst und zu mit 7,5 µl 

Lipofectamine®RNAiMAX versetzten 150 µl Opti-MEM® pipettiert. Nach 5 min Inkubation bei RT 

wurde der Ansatz tropfenweise auf die am Vortag in 6-Wells ausgesäten, zu 60-80 % konfluenten 

Zellen gegeben. Ein Wechsel des Mediums am darauffolgenden Tag war nicht notwendig.  

 

siRNA Oligonukleotide: Zielgen Dharmacon-Referenznummer 

cGAS M-055608-01-0005 

STING M-05528-01 

ATG5 M-064838-02-0005 

non-targeting pool D-001206-13-05 

 

2.2.1.12 Retrovirale Transduktion 

 

Die retrovirale Transduktion diente der stabilen Einbringung eines Zielgenes in das Genom von 

murinen Primärzellen. Dazu wurden 2*10
6
 Phoenix-ECO-Zellen auf eine 10 cm Kulturschale ausgesät 

und am darauffolgenden Tag mit dem für das Zielgen kodierenden Vektor transfiziert (Abschnitt 

2.2.1.9). Es handelte sich hierbei um eine Verpackungszellllinie zur Produktion von infektiösen, 

replikationsdefizienten, ekotropen Retroviren, die auf der HEK293T-Zelllinie basiert und nur einen 

eingeschränkten Wirtstropismus aufweist. Sie zeichnet sich durch die Expression der retroviralen 

Gene gagpol sowie env aus, die für die Kapsidproteine, reverse Transkriptase sowie Hüllproteine 

kodieren. Der Viruspartikel-haltige Zellüberstand wurde nach 24 h mit einer 5 ml Spritze 

abgenommen und über einen 0,45 µm Spritzenfilter auf die zu transduzierenden Zellen überführt (6-

Well: 2 ml Überstand; 12-Well: 1 ml Überstand). Des Weiteren wurde Polybren in einer 

Endkonzentration von 8 µg/ml zugesetzt und das Kulturgefäß bei 1.000 g für 1 h zentrifugiert. Nach 
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weiteren 24 h wurden die adhärenten Zellen mit warmem PBS gewaschen und neuem Medium 

überschichtet, das mit einem entsprechendem Antibiotikum zur Selektion versetzt wurde.  

 

2.2.2  Tierexperimentelle Methoden 

 

2.2.2.1  Haltung von Mäusen 

 

Die Haltung der in dieser Arbeit verwendeten Mausstämme erfolgte in der geschlossenen 

Barrierehaltung des Victor-Hensen-Hauses (VHH) der Christian-Albrechts-Universität (CAU) zu Kiel.  

Die mikrobielle Belastung wurde regelmäßig gemäß den Vorgaben der Federation of European 

Laboratory Animal Science Associations (FELASA) überprüft.  

Die Mäuse wurden in individuell ventilierten Käfigen (individually ventilated cages, IVC-Rack) mit 

Einstreu und Fütterung ad libitum nach Geschlechtern getrennt gehalten. Pro Käfig wurde die Anzahl 

der Tiere auf fünf Weibchen oder drei Männchen begrenzt. Eine Einzelhaltung der Tiere wurde 

aufgrund ihres sozialen Wesens vermieden, da sie zu Isolationsstress führen kann. Zur eindeutigen 

Identifizierung der Einzeltiere wurden diese fortlaufend auf Haltungskarten nummeriert und mit 

Ohrstanzen markiert. 

Position der Ohrstanze Kennzeichnung 

keine o 

rechts re 

links li 

rechts & links reli 

2x rechts rere 

2x links lili 

 

2.2.2.2  Schwanzbiopsie und –lyse zur Genotypisierung der Mauslinien 

 

Zur Feststellung des Genotyps der Mäuse wurden zwischen der dritten und sechsten Woche nach der 

Geburt Biopsien der Schwanzspitze genommen. Dazu wurde der terminale, nicht verknöcherte Anteil 

des Schwanzes unter Verwendung einer auf 250 °C erhitzten Präparationsschere abgeschnitten. 

Anschließend wurden die Biopsate mit 200 µl Direct Lysis Solution (Peqlab) und 4 µl Proteinase K bei 

55 °C und 450 rpm über Nacht lysiert und zur enzymatischen Inaktivierung bei 85 °C für 45 min am 

darauffolgenden Tag inkubiert. Das DNA-haltige Lysat konnte direkt zum PCR-Ansatz (Abschnitt 

2.2.2.3) zugesetzt werden. 
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2.2.2.3  Genotypisierung 

 

Zur Bestimmung des Genotyps der Mäuse wurden Genotypsierungs-PCRs durchgeführt. Diese dienen 

der selektiven Amplifikation gentechnisch modifizierter bzw. nativ vorkommender Genombereiche. 

Die Bestimmung des genetischen Status kann anschließend anhand des Bandenmusters der 

Amplifikate im Agarosegel (Abschnitt 2.2.3.6) erfolgen. Dazu wurde das DNA-haltige Lysat der 

Schwanzbiopsate (Abschnitt 2.2.2.2) zu dem unten aufgeführten Ansatz pipettiert und im 

Thermocycler nach einem spezifischen Programm prozessiert. 

 
Ansatz der Genotypisierungs-PCR  PCR-Programm      

10x DreamTaq Buffer 5,0 µl  Initiation 95  °C 3 min  

dNTPs (10 mM) 1,0 µl  Denaturierung 95  °C 30  s 

35x Primer (10 pmol/µl) 1,0 µl  Annealing X  °C 1 min 

Primer (10 pmol/µl) 1,0 µl  Elongation 72  °C Y s 

Lysat 1,0 µl  finale Elongation 72  °C 10  min  

ddH2O 39,75 µl  Lagerung 4  °C    

DreamTaq DNA Polymerase 0,25 µl        

 ∑ 50,0 µl        

          

Mausstamm X   Y      

RNaseH2B_flox 53,0 °C  30 s     

GFAP_Cre 51,0  °C  25 s     

CreERT 51,7 °C  120 s     

EMX1_Cre 51,7 °C  30 s     

 

2.2.2.4  Zucht von Mäusen 

 

Die Zucht der Mäuse erfolgte je nach Fragestellung als Dauer- oder Terminverpaarung. Die 

Dauerverpaarung (DVP) diente in erster Linie der Verbreiterung der Zucht. Dazu wurden ein 

Weibchen und ein Männchen über längere Zeit in einem Käfig gehalten und die Jungtiere nach 21 

Tagen geschlechterspezifisch getrennt abgesetzt. Im Vergleich dazu wurden Terminverpaarungen 

(TVP) bei der Verwendung spezifischer Embryonalstadien durchgeführt, wie sie bei der Isolierung 

von murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs, Abschnitt 2.2.2.6) erforderlich waren. Hierzu wurde 

das Männchen zur Reviermarkierung für drei Tage in einem Käfig gehalten, ehe das Weibchen 

dazugesetzt wurde. Die darauffolgenden vier Tage wurde eine „Plug-Kontrolle“ als Zeichen der 

Imprägnation durchgeführt und das Männchen wieder abgesetzt.  
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2.2.2.5  Isolierung von primären Astrozyten 

 
Zur Anlage einer primären astroglialen Kultur wurden P1-P4 Tiere durch Dekapitation getötet. 

Anschließend wurden die Kopfhaut als auch die Schädelkalotte in caudal-rostraler Schnittrichtung 

eröffnet und entfernt. Nach Entnahme des Gehirnes wurden die Meningen unter einem Binokular 

abgezogen und einzig die Großhirnhemisphären zur weiteren Isolierung verwendet. Alle 

Präparationsschritte wurden mit in 70 % (v/v) Ethanol desinfiziertem Präparationsbesteck und in Eis 

gekühltem Isolierpuffer durchgeführt. Die Großhirnhemisphären wurden mit einem Skalpell 

mechanisch zerkleinert und anschließend enzymatisch mit 2,5 % (v/v) Trypsin in HBSS, das mit 1 % 

(m/v) DNase I komplementiert wurde, für 30 min bei 37 °C im Wasserbad verdaut. Nach jeweils 10 

min wurde der Verdau zudem zusätzlich stufenweise mechanisch durch Pipettieren mit einer 5 ml 

Pasteurpipette bzw. 1 ml Eppendorfpipette geschert, ehe er durch ein Zellsieb der Maschenweite 40 

µm filtriert wurde. Das Filtrat wurde mit dem zweifachen Volumen MEM aufgefüllt und bei 1.300 g 

für 3 min bei RT zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in Gliamedium 1 aufgenommen und auf 

drei mit Poly-L-Lysin beschichtete 6-Wells je Gehirn verteilt (modifiziert nach Kaech und Banker, 

2006). Nach 48 h Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2- sowie 3 % O2-Athmosphäre wurde das Medium 

gegen Gliamedium 2 ausgetauscht und die Zellen bis zur experimentellen Verwendung darin kultiviert 

(Abschnitt 2.2.1.4). 

 

2.2.2.6  Isolierung von murinen, embryonalen Fibroblasten (MEFs) 

 

Zur Isolierung von murinen, embryonalen Fibroblasten (MEFs) wurden Terminverpaarungen (TVPs, 

Abschnitt 2.2.2.4) angesetzt, sodass die Embryonen am Embryonaltag E13.5 präpariert werden 

konnten. Dazu wurden die trächtigen Weibchen durch zervikale Dislokation getötet und ihr Uterus 

entnommen. Aus diesem wurden die Embryos herauspräpariert und von Dottersack, Amnion und der 

Plazenta befreit. Dann wurde jedem einzelnen Embryo der Kopf abgetrennt, die Eingeweide entfernt 

und ein Schwanzbiopsat zur Genotypisierung genommen. Das verbleibende Gewebe wurde 

mechanisch mit einem Skalpell zerkleinert und durch Auf- und Abpipettieren mit einer Eppendorf-

Pipette zusätzlich geschert. Zuletzt wurde die Gewebssuspension in T25-Flaschen in DMEM (+/+) 

ausgesät und bei 37 °C sowie 5 % CO2- und 3 % O2-Atmosphäre bis zur Konfluenz kultiviert.  

 

2.2.2.7  Perfusion 

 

Um histologisch zu analysierende Gehirne vom Blut zu befreien und sie in-situ zu fixieren wurde bei 

den Versuchstieren eine Perfusion durchgeführt. Dazu wurden die Mäuse narkotisiert und ihre Reflexe 

bis zur vollständigen Schmerzunempfindlichkeit mittels Testung des Zwischenzehenreflexes 

überwacht. Sobald die Tiere in tiefer Narkose und an den Extremitäten fixiert lagen, wurde deren 
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Thorax eröffnet und eine Kanüle in die linke Herzkammer eingeführt, währenddessen der rechte 

Vorhof mit einer Präparationsschere aufgeschnitten wurde. Über die Kanüle wurde mit gleichmäßigem 

Druck zunächst PBS und anschließend zur Fixierung 4 % (m/v) Paraformaldehyd (PFA) oder 4 % 

(v/v) Formalin in PBS geleitet. 

 

2.2.2.8  Herstellung von Kryopräparaten 

 
Zur Untersuchung von Organen in der Immunhistochemie (Abschnitt 2.2.4.10) wurden Kryopräparate 

angefertigt, die sowohl eine Langzeitlagerung der Proben bei -80 °C ermöglichten als auch die 

Anfertigung von Gewebsschnitten erlaubten. Dazu wurden die präparierten Organe (Abschnitt 2.2.2.7)  

in TissueTek® O.C.T Compound (Sakura® Finetek Inc.) eingebettet und das Medium auf Trockeneis 

ausgehärtet. Anschließend konnten Schnitte am Kryotom mit einer Schichtdicke von 10-20 µm 

angefertigt werden, die auf Objektträger übertragen und für mehrere Stunden bei RT getrocknet 

wurden. Die Gewebsschnitte wurden bis zur Verwendung bei -30 °C gelagert. 

 

2.2.3  Molekularbiologische Methoden 
 

2.2.3.1  RNA-Isolierung aus Gewebe 

 

Die Isolierung der Ribonukleinsäuren (RNA, engl. ribonucleic acid) aus solidem Gewebe erfolgte 

über eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Dazu wurde das in flüssigem Stickstoff zerstoßene Gewebe 

in 800 µl Trizol® Reagent (Invitrogen) aufgenommen und zur Entfernung grober Zellbestandteile für 

10 min bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß über-

führt, mit 200 µl Chloroform überschichtet und mehrfach invertiert. Nach 5 min Inkubation bei RT 

erfolgte zur Auftrennung der Phasen wiederum die Zentrifugation für 15 min bei 12.000 g und 4 °C. 

Anschließend wurde die oberste, RNA-haltige Phase abgenommen, mit 500 µl Isopropanol versetzt 

und zur Präzipitation der Nukleinsäure für 40 min auf Eis inkubiert. Das Präzipitat wurde durch 

Zentrifugation für 10 min bei 12.000 g und 4 °C pelletiert und mit 1 ml 75 % (v/v) Ethanol 

gewaschen. Dann wurde das Pellet an der Luft getrocknet und darauffolgend in 30 µl RNase-freiem 

ddH2O für 10 min bei 58 °C gelöst. Die isolierte RNA wurde bei – 80 °C gelagert.   

 

2.2.3.2  RNA-Isolierung aus Zellkulturen 

 

Zur Isolierung von RNA aus Zellkulturen wurde das Gene Jet RNA Purification Kit verwendet. Die 

Durchführung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Die isolierte Nukleinsäure wurde in 30 µl ddH2O 

gelöst und bei -80 °C gelagert. 
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2.2.3.3  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren  

 

Zur qualitativen und quantitativen Analyse der isolierten RNA (Abschnitt 2.2.3.1, Abschnitt 2.2.3.2)  

als auch DNA (Abschnitt 2.2.3.12, Abschnitt 2.2.3.13) wurden Absorptionsmessungen am NanoDrop 

ND-1000 durchgeführt. Als Kriterium der Probenqualität wurde das Extinktionsverhältnis 260 nm/280 

nm herangezogen. Eine reine RNA-Lösung war dabei durch einen Wert um 2,0 gekennzeichnet. 

Dieser lag bei der Präparation von DNA bei circa 1,8.  

 

2.2.3.4  cDNA-Synthese 

 

Die isolierte RNA (Abschnitt 2.2.3.1, Abschnitt 2.2.3.2) wurde über eine reverse Transkription in 

cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Dazu wurde 1 µg RNA in 10,5 µl ddH2O gelöst, mit 

jeweils 1 µl Oligo(dT)18 und Random Hexamer Primern versetzt sowie zum Schmelzen der 

Sekundärstrukturen auf 70 °C für 5 min erwärmt. Der Ansatz wurde nach kurzem Abkühlen auf Eis 

gemäß den unten aufgeführten Angaben komplementiert und im Thermocycler prozessiert. 

 

Ansatz zur cDNA-Synthese  PCR-Programm      

RNA (1 µg in ddH2O) 10,5 µl  Annealing 25  °C 10 min  

Random Hexamer Primer 1,0 µl  Elongation 42  °C 60  min 

 Oligo(dT)18 1,0 µl  Denaturierung 70  °C 10 min 

5x Reaction Buffer 4,0 µl  Lagerung 4  °C   

dNTPs (10 mM) 2,0 µl         

Ribolock RNase Inhibitor 0,5 µl        

Revert Aid Reverse Transcriptase 1,0 µl        

 

2.2.3.5  Restriktion 

 

Zur hydrolytischen Spaltung von Vektoren oder DNA-Fragmenten wurden Restriktionsendonukleasen 

eingesetzt, die sequenzspezifisch schneiden und dadurch glatte (blunt) oder kohäsive (sticky) Enden 

hervorbringen. Die verwendeten Enzyme wurden gemäß den Herstellerangaben eingesetzt.  

 
beispielhafter Restriktionsansatz 

Enzym 1 1  U 

Enzym 2 1  U 

10x Puffer 2,0  µl 

DNA 1-5  µg 

ddH2O                     ad 20  µl 

   



Material und Methoden 

51 
 

2.2.3.6  Agarosegelelektrophorese 

 

Die analytische und präparative Auftrennung der Nukleinsäuren nach ihrer Größe erfolgte über nicht-

denaturierende Agarosegelelektrophoresen. Dazu wurde Agarose in 0,5 % TBE-Puffer durch 

Erwärmen gelöst und in horizontale Gelkammern gegossen. Die anschließend mit Ethidiumbromid 

versetzte Lösung (0,2 µg/ml) verfestigte sich zu einer Matrix durch Abkühlung auf Raumtemperatur 

und wurde in ihrer Prozentigkeit gemäß der zu erwartenden Fragmentgröße gewählt. 

Die DNA-haltigen Proben wurden mit 6x Ladepuffer versetzt und zusammen mit einem Marker im 

elektrischen Feld bei einer konstanten Spannung von 100-120 V aufgetrennt. Zur Visualisierung der 

Fragmente anhand des in die DNA interkalierten Ethidiumbromides wurde UV-Licht eingesetzt. 

 

DNA-Fragmente Prozentigkeit (m/v) 

> 3 kbp 0,5 % 

500 bp – 3 kbp 1 % 

< 500 bp 2 % 

  

 

2.2.3.7  Aufreinigung von DNA-Fragmenten  

 
Für die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das GeneJET Gel Extraction Kit 

nach Herstellerprotokoll verwendet. Die extrahierte DNA wurde in 30 µl ddH2O eluiert und bei -20 °C 

gelagert. Ebenso wurden auch Restriktionsansätze mit Hilfe des benannten Kits aufgereinigt. 

 

2.2.3.8  Dephosphorylierung geschnittener Vektoren 

 

Zur Vermeidung der Selbstligation des Vektors wurde eine Dephosphorylierung unter Verwendung 

des Enzymes Fast AP (alkaline phosphatase) durchgeführt, das die Entfernung der freien 5‘-

Phosphatgruppen katalysiert. Dazu wurde 1 µl Fast AP direkt in den Restriktionsansatz pipettiert und 

dieser bei 37 °C für 30 min inkubiert. Die enzymatische Inaktivierung wurde durch Erhitzen auf 80 °C 

gewährleistet. 

 

2.2.3.9  Ligation 

 

Zur Ligation von Vektor und Insert wurde die T4-DNA-Ligase genutzt. Dabei war der Ansatz je nach 

Vorlage von glatten (blunt ends) oder kohäsiven (sticky ends) Enden, die miteinander zu verbinden 

waren, unterschiedlich zusammengesetzt.  
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Ligationsansatz „glatte“ Enden Ligationsansatz „kohäsive“ Enden 

Vektor: Insert 1:5   Vektor:Insert 1:5  

10x T4 DNA Ligase Buffer 2,0  µl 10x T4 DNA Ligase Buffer 2,0 µl  

50% PEG 4000 2,0  µl T4 DNA Ligase 1 U  

T4 DNA Ligase 2  U ddH2O                                ad 20,0 µl  

ddH2O                                  ad 20,0  µl     

 

Zusätzlich wurde außerdem jeweils eine Kontrolle zur Überprüfung der Selbstligation des Vektors 

mitgeführt, die kein Insert enthielt. Grundsätzlich wurden alle Ligationsansätze für 2 h bei 

Raumtemperatur inkubiert, ehe die entstandenen Konstrukte in chemisch kompetente E. coli XL-1 

Blue eingebracht wurden (Abschnitt 2.2.3.11). 

 

2.2.3.10 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien 

 
Zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli XL-1 Blue Bakterien wurde 1 l LB-Medium mit einer 

Vorkultur inokuliert (OD = 0,1) und die Bakterien bis zu einer OD von 0,5 - 0,6 bei 37 °C und 180 

rpm kultiviert. Daraufhin wurde die Kultur 30 min auf Eis inkubiert und anschließend durch 

Zentrifugation (4.000 g, 10 min, 4 °C) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 50 mM CaCl2-Lösung 

(eiskalt) resuspendiert und die Resuspension daraufhin für 20 min auf Eis gelagert. Diese Arbeitsfolge 

wurde zwei Mal wiederholt, wobei zwischen den Zentrifugationsschritten keine Lagerung auf Eis 

mehr erfolgte. Ferner wurde der Resuspensionslösung nun 10 % (v/v) Glycerol hinzugesetzt. 

Abschließend wurden die resuspendierten E.coli XL-1 Blue Bakterien aliquotiert und in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Die Aliquoten wurden bei -80 °C gelagert und bei Bedarf zur Hitzeschock-

transformation (Abschnitt 2.2.3.11) genutzt.  

 

2.2.3.11 Hitzeschocktransformation von E. coli 

 

Zum Einbringen von Vektoren in den gram-negativen Bakterienstamm Escherichia coli (E. coli) XL-1 

Blue wurden Hitzeschocktransformationen durchgeführt. Dazu wurden chemisch-kompetente 

Bakterien (Abschnitt 2.2.3.10) auf Eis aufgetaut, mit dem Vektor bzw. Ligationsansatz versetzt und 

für 5 min inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz für 45 s einer Temperatur von 42 °C ausgesetzt 

und dann wiederum für 5 min auf Eis gelagert. Daraufhin wurden 700 µl LB-Medium zum 

Transformationsansatz hinzugefügt, der bei 750 rpm und 37 °C für 1 h inkubiert wurde, ehe dessen 

Ausstrich auf Antibiotika-haltige LB-Agar-Platten erfolgte. Auf diesen Selektionsböden wurden 

Bakterienkolonien bei 37 °C über Nacht angezogen. 
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2.2.3.12 Präparation von extrachromosomaler, bakterieller DNA im Kleinmaßstab 

 

Die Isolierung der extrachromosomalen Plasmid-DNA aus transfizierten E. coli XL-1 Blue Stämmen 

(Abschnitt 2.2.3.11) erfolgte unter Verwendung des GeneJET Plasmid Miniprep Kits nach den 

Angaben des Herstellers. Als Ausgangsmaterial der Präparation diente eine Flüssigkultur im Maßstab 

von 1,8 ml LB-Medium, das mit einem entsprechenden Antibiotikum zur Selektion komplementiert, 

mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 750 rpm inkubiert wurde. Die 

isolierte DNA wurde in 50 µl ddH2O gelöst und bei -30 °C gelagert.  

 

2.2.3.13 Präparation von extrachromosomaler, bakterieller DNA im Großmaßstab 

 

Um große Mengen an Plasmid-DNA zu gewinnen wurden Präparationen im Großmaßstab mit Hilfe 

des NucleoBond Xtra® Midi Kits durchgeführt. Dazu wurden 100 ml Antibiotika-haltiges LB-

Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm über Nacht schüttelnd 

inkubiert. Die isolierte DNA wurde in 200 µl ddH2O gelöst und bei -30 °C gelagert. 

 

2.2.3.14 Sequenzierung 

 

Alle im Rahmen dieser Arbeit klonierten Vektoren wurden von der Firma GATC Biotech sequenziert 

und sind im Anhang mit der Sequenz aufgelistet. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit den frei 

zugänglichen Programmen Chromas
TM 

Lite 2.1.1 (Technelysium Pty Ltd.) und BLAST® (Basic Local 

Alignment Search Tool, National Institutes of Health USA, Altschul et al., 1990).  

 

2.2.3.15 Quantitative real time PCR 

 

Die Untersuchung der Expression verschiedener Gene auf RNA-Ebene erfolgte anhand von 

quantitativen real time PCRs (rtPCR). Diese wurden als technische Duplikate im 96- oder 384-Well-

Format durchgeführt. 

 

real time PCR-Ansatz    real time PCR-Programm    

cDNA (10 ng) 2,0 µl  Initiation 95 °C 10 min  

SYBR Green 5,0 µl  Denaturierung 95 °C 10 s 

45x Primer_forward (5 pmol/µl) 0,5 µl  Annealing 60 °C 20  s 

Primer_reverse (5 pmol/µl) 0,5 µl  Elongation 72 °C 20 s 

ddH2O 2,0 µl  Schmelzkurve       

∑ 10,0 µl        
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Zur relativen Quantifizierung der Expression eines zu analysierenden Genes wurde ferner jeweils als 

Referenzkontrolle zur Normalisierung des Cp-Wertes die Expression des Haushaltsgenes 

Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH) bestimmt. Die relative Genexpression 

errechnete sich, wie folgt: 

 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝐺𝑒𝑛𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 = ∆𝐶𝑃 = 𝐶𝑃,𝐺𝑒𝑛 𝑣𝑜𝑛 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑠𝑠𝑒 − 𝐶𝑃,𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻 

Da die Amplifikationsreaktion nicht linear, sondern exponentiell verläuft, kann eine Linearisierung 

über folgende Formel durchgeführt werden: 

𝐿𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝐺𝑒𝑛𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 = 2−(∆𝐶𝑝) 

Damit ergibt sich zum Beispiel bei einer Differenz von 3,33 eine gegenüber dem Haushaltsgen 10-

fach geringere Genexpression. Beim Vergleich zweier zu untersuchender Proben bezüglich der 

Änderung der Genexpression wurde die sog. ΔΔCp-Methode verwendet:  

𝐿𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠ä𝑛𝑑𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔 =  2−(∆𝐶𝑝,𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 1−∆𝐶𝑝,𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 2) 

 

2.2.4  Proteinbiochemische Methoden 

 

2.2.4.1  Herstellung von Proteinlysaten aus Zellkulturen 

 

Standard 

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden kultivierte Säugerzellen pelletiert (1.300 g, 3 min, 

RT), mit PBS gewaschen, in Lysispuffer 1 aufgenommen (6-Well: 50 µl; 10 cm Schale: 100µl) und 

zur Abtrennung grober Zellbestandteile bei maximaler Drehzahl für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das 

als Überstand vorliegende Zelllysat wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren 

Verwendung kurzzeitig auf Eis oder bei -30 °C gelagert. 

Lysate für den RNase H Assay 

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten zur Analyse der RNase H Aktivität (Abschnitt 2.2.4.13) 

wurden die Zellen pelletiert (1.300 g, 3 min, RT), mit PBS gewaschen, in Lysispuffer 3 (10 cm Schale: 

25 µl) aufgenommen und für mindestens 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde Lysispuffer 4 

in äquivalentem Volumen hinzugesetzt und die Proben erneut für 10 min auf Eis gelagert. Zur 

anschließenden Entfernung grober Zellbestandteile erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei maximaler 

Drehzahl für 10 min bei 4 °C. Das als Überstand vorliegende Zelllysat wurde in ein neues 
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Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung kurzzeitig auf Eis oder bei -30 °C 

gelagert. 

Lysate zur Analyse der Autophagie 

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten zur Analyse des Autophagieprozesses (Abschnitt 2.2.4.5 und 

Abschnitt 2.2.4.12) wurden die Zellen pelletiert (1.300 g, 3 min, RT), mit PBS gewaschen, in 

Lysispuffer 5 (10 cm Schale: 50 µl) aufgenommen und unter Verwendung eines Branson Sonifier 450 

homogenisiert. Anschließend wurden die Proben für 30 min auf Eis inkubiert und zur Entfernung 

grober Zellbestandteile zentrifugiert (16.000 g, 10 min, 4 °C). Das als Überstand vorliegende Zelllysat 

wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung kurzzeitig auf Eis oder 

bei -30 °C gelagert. 

 

2.2.4.2  Herstellung von Proteinlysaten aus Geweben 

 

Um aus Gewebeproben Proteinlysate herzustellen wurden diese zunächst in flüssigem Stickstoff 

gemörsert, zur Lyse der Zellen in Lysispuffer 2 (300 µl/ Gewebe) aufgenommen und für 1 h unter 

gelegentlichem starken Vermischen auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte zur Abtrennung grober 

Gewebs- bzw. Zellbestandteile die Zentrifugation bei maximaler Drehzahl für 10 min bei 4 °C. Das als 

Überstand vorliegende Zelllysat wurde dann in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis zur 

weiteren Verwendung kurzzeitig auf Eis oder bei -30 °C gelagert. 

 

2.2.4.3  Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten 

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten (Abschnitt 2.2.4.1, Abschnitt 2.2.4.2) wurde 

das Pierce
TM

 BCA Protein Assay Kit verwendet. Dazu wurden die Lysate aus Geweben bzw. 

Säugerzellen 1:30 bzw. 1:5 mit dem verwendeten Lysispuffer verdünnt. Die verdünnten Proben als 

auch eine Standardreihe mit BSA in bekannter Konzentration wurden dann in einer 96-Well-Platte 

aufgetragen und nach Herstellerprotokoll mit Reagenzien komplementiert. Die Messung der 

Absorptionswerte erfolgte bei einer Wellenlänge von 562 nm im Tecan Spectra Rainbow Reader nach 

30 min Inkubation bei 37 °C. 

 

2.2.4.4  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse erfolgte durch eine reduzierende, 

diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Diese wurde 

mit Hilfe des Mini-PROTEAN
®
 Tetra Cell Systems von Biorad durchgeführt. 

http://www.bio-rad.com/evportal/destination/commerce/product_detail?catID=N3F2UD4VY
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Dazu wurde zunächst das Trenngel in die Gelkammer gegossen und zur Ausbildung eines geraden, 

waagerechten Abschlusses sowie zum Schutz vor molekularem Sauerstoff, der den Kettenabbruch der 

Reaktion einleiten würde, mit Isopropanol überschichtet. Nach abgeschlossener Polymerisation wurde 

das Alkanol entfernt und stattdessen eine Überschichtung mit dem Sammelgel durchgeführt, in das der 

Probenkamm zur Ausbildung der Geltaschen gesetzt wurde. 

Die aufzutrennenden Proben wurden dann gemäß den unten stehenden Angaben angesetzt und für 10 

min bei 95 °C erhitzt. Anschließend erfolgte die Abkühlung der Ansätze auf Eis. 

Zur Auftrennung wurden die Proben sowie ein Standard zur Bestimmung der molekularen Masse 

(Abschnitt 2.1.9) in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung 

von 90-150 V und wurde beendet, sobald die Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hatte.   

 

Ansatz zur Beladung der SDS-PAGE 

5x Probenpuffer  6 µl 

beta-Mercaptoethanol (1 M)  3 µl 

Proteinlysat  x µg 

Lysispuffer  ad 30 µl 

 

 

2.2.4.5  Westernblot 

 

Zum Übertrag der mittels SDS-PAGE nach ihrer molekularen Masse separierten Proteine (Abschnitt 

2.2.4.4) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran wurden Westernblots nach dem Semi-Dry-

Verfahren mit Hilfe des Trans-Blot® Turbo
TM

 Transfer System von Biorad durchgeführt. 

Die elektrophoretische Übertragung erfolgte bei 25 V und 1 A unter Verwendung von Anoden- und 

Kathodenpuffer nach Herstellerangaben. Die Übertragungsdauer richtete sich nach der molekularen 

Masse des zu detektierenden Zielproteins. 

 

Zielprotein Übertragungsdauer 

< 30 kDa 30 min 

30 – 80 kDa 40 min 

> 80 kDa 50 min 

 

2.2.4.6  Immundetektion 

 

Die Identifizierung auf eine PVDF-Membran übertragener Proteine (Abschnitt 2.2.4.5) erfolgte über 

ein immunologisches Detektionsverfahren. Dazu wurde die Membran zunächst in 5 % (m/v) 

Milchpulver in TBST zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen für 1 h inkubiert, ehe sie zur 

Markierung spezifischer Epitope mit dem in 2 % (m/v) Milchpulver in TBST gelösten primären Anti-



Material und Methoden 

57 
 

körper bei 4 °C über Nacht rollend gelagert wurde. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Inkubation 

mit dem ebenfalls in 2 % (m/v) Milchpulver in TBST gelösten sekundären Antikörper für 1 h bei RT, 

der an den Fc-Teil des Primärantikörpers bindet und die Detektion über eine Chemilumineszenz-

reaktion aufgrund der Kopplung mit einer Peroxidase ermöglicht. Vor und nach diesem Schritt wurde 

die Membran zudem jeweils drei Mal für je 10 min mit TBST gewaschen. Die abschließende 

Detektion wurde nach einem einmaligen Waschschritt mit TBS für 5 min mit Hilfe des Super Signal 

West Pico bzw. Femto Kits gemäß dem Herstellerprotokoll durchgeführt. 

 

2.2.4.7  Stripping von Membranen 

 
Um die spezifische Detektion unterschiedlicher Proteine durch Nutzung weiterer, primärer Antikörper 

im Immunblot zu ermöglichen, wurden bereits gebundene Antikörper durch Inkubation der Membran 

in Stripping-Puffer für 30 min bei RT entfernt. Anschließend erfolgten drei Waschschritte mit TBST 

für jeweils 10 min, ehe die PVDF-Membran gemäß Abschnitt 2.2.4.6 weiterprozessiert wurde. 

 

2.2.4.8  Durchflusszytometrie  

 

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden am BD Biosciences FACS Canto Flow Cytometer 

vorgenommen und mit Hilfe der Software FCS Express V3 Research Edition (De Novo Software) 

ausgewertet und visualisiert. Die Zellen wurden am Ende jeder unten aufgeführten Färbung mit 1 % 

(m/v) BSA in PBS gewaschen und in selbiger Waschlösung zur Analyse am Instrument resuspendiert. 

 

Färbung einzelsträngiger DNA 

Zum Nachweis von ssDNA wurden durchflusszytometrische Messungen durchgeführt, anhand derer 

eine Quantifizierung der in der Immunzytochemie beobachteten Effekte erfolgte. Die Durchführung 

der Fluoreszenzfärbung entsprach dem Vorgehen von auf Deckgläschen fixierten Zellen (Abschnitt 

2.2.4.9), wurde aber in diesem Fall an zuvor trypsinisierten Zellen vorgenommen. Zur Verifizierung 

der Spezifität des Antikörpers wurden die defizienten Primärzellen zusätzlich nach der Fixierung mit 

der ssDNA degradierenden Nuklease S1 behandelt. Dazu wurden die Zellen mit 10 U/ml Enzym in 

FACS-Puffer bei 37 °C für 15 min inkubiert.  

   

EdU-Assay 

Zur Analyse des prozentualen Anteils der Zellen in der S-Phase wurde das Click-iT EdU Flow 

Cytometry Assay Kit nach Herstellerprotokoll verwendet. Dieses beruht auf der Inkorporation des 

Nukleosid-Analogons 5-Ethynyl-2 ́-desoxyuridin (EdU) in den neu-synthetisierten DNA-Strang 
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während der S-Phase. Dazu wird das Analogon für eine definierte Zeitspanne dem Kulturmedium der 

zu untersuchenden Zellen zugesetzt (Puls). Der Assay basiert auf der Click-iT Reaktion, bei der eine 

Kupferionen katalysierte Zyklisierung zwischen Ethynylgruppe und Fluorophor-gekoppeltem 

Picolylazid stattfindet.  

 
Färbung von DNA-Schäden 

Um festzustellen, ob Doppelstrangbrüche in Primärzellen vorlagen, wurden durchflusszytometrische 

Messungen gegen das phosphorylierte Histon H2A.X als Marker durchgeführt. Dazu wurden die 

Zellen trypsinisiert, in 4 % (m/v) PFA in PBS für 20 min fixiert, mit saponin-based permeabilisation 

& wash reagent (Bestandteil des Click-iT EdU Flow Cytometry Assay Kit, Invitrogen) für 15 min 

permeabilisiert, in 1 % BSA (m/v) in PBS für 15 min blockiert und abschließend mit FITC 

gekoppeltem Antikörper für 1 h auf Eis im Dunkeln inkubiert.   

 
Zellzyklus-Analyse 

Zur Analyse der prozentualen Verteilung der Zellen in den Phasen des Zellzykluses wurde der EdU 

Assay erweitert und eine zusätzliche Färbung der DNA zur Bestimmung des DNA-Gehaltes mit Hilfe 

des SYTOX AADvanced dead cell stain solution Kit nach Herstellerangaben vorgenommen. 

 

2.2.4.9  Immunzytochemie 

 

Für alle immunzytochemischen Färbungen mit Ausnahme der Analyse der beta-Galaktosidase 

Aktivität wurden die Zellen in 60-80 % Konfluenz auf Glas-Deckgläschen (18x18 mm, Carl Roth 

GmbH + Co. KG) ausgesät. Im Falle der Analyse von Astrozyten wurden diese Deckgläschen zuvor 

mit poly-L-Lysin beschichtet (Abschnitt 2.2.1.5).  

Am Ende der aufgeführten Fluoreszenz-basierten Färbungen wurden die Deckgläschen kurz in 

destilliertem Wasser geschwenkt und mit ImmuMount® (Thermo Fisher Scientific) eingedeckelt, das 

zur Gegenfärbung der Zellkerne mit 5µg/ml 4’,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI, Sigma Aldrich) 

versetzt und bei 4 °C über Nacht ausgehärtet wurde. 

Die Begutachtung als auch photographische Dokumentation wurde je nach Fragestellung am Axiovert 

200 Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss oder dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop FV1000 

der Firma Olympus vorgenommen und unter Nutzung der Computerprogramme Axio Vision Release 

4.8 digital (Zeiss), Adobe Photoshop CS4 extended Version 11.0.2 (Adobe Systems Incorporated) und 

ImageJ Version 1.47 (National Institutes of Health USA) visualisiert und bearbeitet. 

 



Material und Methoden 

59 
 

Standardfärbung 

Um das Vorhandensein als auch die subzelluläre Lokalisation von Proteinen als auch Nukleinsäuren 

zu analysieren wurden immunzytochemische Färbungen durchgeführt. Dazu wurden die auf Deck-

gläschen ausgesäten Zellen mit einem Methanol-Aceton-Gemisch (1:2, eiskalt) für 10 min und zur 

Maskierung unspezifischer Bindungsstellen in Blockierungslösung 2 bei 4 °C über Nacht inkubiert. 

Die Lösung diente ebenso der Verdünnung des primären Antikörpers, der direkt am darauffolgenden 

Tag auf die Zellen für 4 h bei RT aufgetragen und dessen ungebundener Anteil anschließend durch 

Waschschritte mit PBS entfernt wurde. Dann wurden die fixierten Zellen mit dem in PBS gelösten, 

sekundären Antikörper für 2 h benetzt, der spezifisch an den Fc-Teil des Primärantikörpers bindet und 

mit einem Fluorophor gekoppelt vorliegt.  

 

Färbung von einzelsträngiger DNA 

Um einzelsträngige (ss), zytoplasmatische DNA nachzuweisen wurden Fluoreszenzfärbungen durch-

geführt, bei denen die Fixierung der auf Deckgläschen zuvor ausgesäten Zellen mit Fixierlösung 2 für 

2 d bei -30 °C erfolgte. Daraufhin wurden die Zellen nacheinander mit 1 % (m/v) BSA in PBS für 15 

min blockiert und mit anti-ssDNA Antikörper in PBS sowie anti-mouse Alexa Fluor IgM 488 

Antikörper in PBS für jeweils weitere 15 min bei RT inkubiert.  

 

Färbung neu-synthetisierter DNA 

Zur Visualisierung neu-synthetisierter DNA wurde dem Medium der auf Deckgläschen ausgesäten 

Primärzellen 5-Ethynyl-2 ́-desoxyuridin (EdU) in einer Endkonzentration von 5 µM zugesetzt. Die 

Zellen wurden daraufhin für 24 h bei 37 °C in einem Inkubator gelagert und anschließend durch 

Behandlung mit Fixierlösung 1 für 10 min fixiert. Die Färbung erfolgte unter Verwendung des Click-

iT EdU Flow Cytometry Assay Kits nach Herstellerprotokoll.  

 

Färbung zum Nachweis der sauren beta-Galaktosidase 

Zur Untersuchung der Expression der lysosomalen beta-Galaktosidase wurden Färbungen unter 

Verwendung des Senescence Detection Kits nach Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurden die 

Zellen jedoch direkt im 6-Well bearbeitet und nicht vorher auf Deckgläschen ausgesät. Das Prinzip 

dieses Aktivitätsassays beruht auf einer Substratumsatzreaktion, bei der X-Gal durch das lysosomale 

Enzym im sauren Milieu (pH = 6,0) in einen blauen Farbstoff umgesetzt wird. 

Die Dokumentation der Farbreaktion erfolgte mit Hilfe des Mikroskops Telaval 31 und unter Nutzung 

des Computerprogrammes Adobe Photoshop CS4 extended Version 11.0.2 (Adobe Systems 

Incorporated). 
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2.2.4.10 Immunhistochemie 

 

Ein Großteil der immunhistologischen Untersuchungen wurde extern durch Kooperationspartner 

durchgeführt, die namentlich mit ihrer Institution sowie dem Anteil am Experiment im Ergebnisteil 

und im Anhang aufgeführt wurden. 

Die Begutachtung als auch photographische Dokumentation der HE- und DAB-Färbungen wurde 

unter Nutzung des Computerprogrammes NDP NanoZoomer Digital Pathology (Hamamatsu) 

vorgenommen. 

Die Begutachtung als auch photographische Dokumentation der Fluoreszenzfärbungen wurde am 

konfokalen Laserscanning-Mikroskop FV1000 der Firma Olympus vorgenommen und unter Nutzung 

der Computerprogramme Adobe Photoshop CS4 extended Version 11.0.2 (Adobe Systems 

Incorporated) und ImageJ Version 1.47 (National Institutes of Health USA) visualisiert und bearbeitet. 

Die Dokumentation der beta-Galaktosidase-Färbung erfolgte mit Hilfe des Mikroskops Telaval 31 und 

unter Nutzung des Computerprogrammes Adobe Photoshop CS4 extended Version 11.0.2 (Adobe 

Systems Incorporated). 

 
Hämatoxylin- und Eosin-Färbung 

Zur morphologischen Begutachtung von murinen Gehirnen des GFAP_Cre_H2B-Stammes wurden 

Hämatoxylin- und Eosin (HE)-Färbungen an Formalin-fixierten Schnitten (Abschnitt 2.2.2.7) durch-

geführt, bei denen zwei Farbstoffe mit unterschiedlicher Bindungsaffinität verwendet wurden. 

Während Hämotoxylin als basischer Farbstoff vor allem an basophile Biomoleküle (DNA, RNA, raues 

ER etc.) bindet, lagert sich Eosin als saurer Farbstoff an acidophile Biomoleküle (Mitochondrien, 

Zellplasmaproteine, glattes ER, etc.) vor allem des Zytoplasmas an. 

Die Durchführung erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Markus Glatzel (Institut für 

Neuropathologie, Universitäts-Klinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland) wie unter Altmeppen et 

al., 2015 beschrieben. 

 
DAB-Färbung 

Zur spezifischen Analyse der Expression eines Proteins im murinen Gehirn der GFAP_Cre_H2B-

Tiere wurden 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Färbungen an Formalin-fixierten, entparaffinierten 

Schnitten (Abschnitt 2.2.2.7) im Färbeautomat Benchmark XT (Ventana) in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. Markus Glatzel (Institut für Neuropathologie, Universitäts-Klinikum Hamburg-Eppendorf, 

Deutschland) durchgeführt. Dabei wurde nach Protokollen gemäß Altmeppen et al., 2015 verfahren. 
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Fluoreszenzfärbungen 

Alternativ zu DAB-Färbungen wurden Fluoreszenzfärbungen an PFA-fixierten Kryoschnitten von 

murinen Gehirnen des GFAP_Cre_H2B-Stammes (Abschnitt 2.2.2.7) in der Arbeitsgruppe von Paul 

Saftig in Kooperation mit Dr. Markus Damme (Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-

Universität zu Kiel, Deutschland) durchgeführt. Diese erfolgten prinzipiell gemäß den Angaben der 

Immunzytochemie (Abschnitt 2.2.4.9) und sind in Damme et al., 2015 beschrieben.  

 
Färbung zum Nachweis der sauren beta-Galaktosidase 

Zur Untersuchung der Expression der lysosomalen beta-Galaktosidase wurden Färbungen unter 

Verwendung des Senescence Detection Kits nach Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurden 

jedoch keine fixierten, sondern native Gehirne des GFAP_Cre_H2B-Stammes in Form von 

Kryoschnitten (Abschnitt 2.2.2.8) verwendet. 

  

2.2.4.11 ELISA 

 

Um die Konzentration der Proteine IL-6 und KC in den Überständen des Kulturmediums einer 

Zellpopulation zu bestimmen, wurden ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) der Firma R&D 

gemäß dem Herstellerprotokoll durchgeführt. Die gemessenen Konzentrationen wurden auf die 

Zellzahl (Abschnitt 2.2.1.6) normiert.  

  

2.2.4.12 Beta-Hexosaminidase-Assay 

 

Um eine Aussage über die enzymale Aktivität der lysosomalen β-Hexosaminidase treffen zu können, 

wurde der Substratumsatz des Enzyms bestimmt. Dazu wurden die murinen Zellen in Lysispuffer 5 

unter Verwendung eines Branson Sonifier 450 homogenisiert, das Gesamtlysat für 30 min auf Eis 

inkubiert und zur Entfernung grober Zellbestandteile zentrifugiert (16.000 g, 10 min, 4 °C). 

Anschließend wurden 10 mM p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminid (Sigma Aldrich) gelöst in 

Zitratpuffer hinzugegeben und eine Inkubation für 30 min bei 37 °C durchgeführt. Die Reaktion wurde 

durch Zusatz von Stopp-Lösung (0,4 M Glycin, pH 10,4) beendet und die Absorption bei 405 nm nach 

Zentrifugation (16.000 g, 10 min) gemessen. Die Messwerte wurden auf die Proteinkonzentration 

(Abschnitt 2.2.4.3) normalisiert. 

Der Aktivitätsassay wurde in Kooperation mit M.Sc. Sönke Rudnik der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Paul Saftig (Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-Universität zu Kiel, Deutschland) 

durchgeführt. 
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2.2.4.13 RNase H Assay 

 
Um die Aktivität der RNase H2 zu bestimmen wurde ein Fluoreszenz-basierter Assay gemäß Reijns  

et. al., 2011 durchgeführt. Dieser basiert auf der Hydrolyse von spezifischen, doppelsträngigen (ds) 

Substraten, die sowohl Quencher (DABCYL) als auch Fluorophor (Fluorescin) aufweisen, welche 

nach enzymatischer Prozessierung in keiner räumlichen Nähe mehr zueinanderstehen, sodass ein 

Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Als Substrate dienen RNA:DNA-Hybride, die sowohl von 

RNase H1 als auch H2 degradiert werden können (RNase H Aktivität), dsDNA mit einem rNMP 

(RNase H2 und DNase Aktivität) sowie dsDNA (DNase Aktivität). Jeder Ansatz wird zur 

Vergleichbarkeit mit der identischen, finalen  Proteinkonzentration von 100 µg/µl durchgeführt. Ein 

relatives Maß für die Aktivitäten ergibt sich nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz wie folgt: 

RNase H Aktivität: RFURNA:DNA 

RNase H2 (RER) Aktivität: RFUdsDNA+rNMP - RFUdsDNA 

 

2.2.5  Densitometrie 
 

Zur densitometrischen Auswertung der Banden der Immunblots (Abschnitt 2.2.4.6) wurde das 

Programm ImageJ Version 1.47 (National Institutes of Health USA) verwendet. Dabei wurde zunächst 

der Hintergrund unter Verwendung der Funktion „Substract Background“ reduziert und anschließend 

die quadratisch markierten Banden bezüglich ihrer Fläche und Intensität ausgelesen und als 

Densitogramme dargestellt, deren Integrale computergestützt berechnet wurden. Die erhaltenen Werte 

der Banden der Proteine wurden letztlich gegen die Werte der Banden der Ladungskontrolle 

normalisiert und unter der Bedingung, dass die Kontrolle 100 % entspricht, prozentual aufgeschlüsselt. 

 

2.2.6  Statistische Auswertung 
 

Zur Auswertung der aufgenommenen Messwerte wurde sowohl der Mittelwert (MW) als auch der 

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgehend von einer Stichprobe aus mindestens drei 

unabhängigen Proben berechnet. Zudem wurde je nach Fragestellung die statistische Auswertung über 

einen studentischen T-TEST oder ANOVA (analysis of variances) zur Ermittlung der Signifikanzen, 

deren Grenzen bei 5 % (* p < 0,05), 1 % (** p < 0,01) und 0,1 % (*** p < 0,001) gesetzt wurden, 

durchgeführt. Dazu wurde das Programm GraphPad Prism® Version 5.03 (GraphPad Software Inc.) 

genutzt. 
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3. ERGEBNISSE 
 

Die RNase H2 ist ein essentielles Enzym während der Entwicklung und adulten zellulären 

Homöostase höherer Eukaroyten (Reijns et al., 2012; Mackenzie et al., 2016). Mutationen in ihren 

Untereinheiten sind mit dem Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS) assoziiert und führen bereits im 

Kindesalter zu schweren klinischen Symptomen, die aufgrund mangelnder Kenntnisse der 

Pathogenese bisher nicht kausal therapiert werden können (Rigby et al., 2007). Daher war es von 

besonderem Interesse die Folgen der RNase H2-Defizienz in verschiedenen murinen Modellen zu 

analysieren. Ein besonderer Fokus lag dabei auf der Aufklärung der molekularen Prozesse auf in-vitro-

Ebene, anhand derer therapeutische Optionen diskutiert und ggf. getestet werden sollten. Ein weiterer 

Schwerpunkt bestand in der Etablierung und Charakterisierung eines murinen in-vivo-Modells sowie 

der Bewertung dieses Systems im Hinblick auf die Nachstellung des AGS-Phänotyps und der damit 

verbundenen Nutzbarkeit als Krankheitsmodell. Aufgrund der embryonalen Letalität wurden 

konditionale Knock-out-Systeme genutzt (Reijns et al., 2012; Hiller et al., 2012), die auf dem Cre-

loxP-System beruhten und eine gezielte Defizienz in definierten Zellarten erlaubten.  

 

3.1 In-vitro-Basischarakterisierung der RNase H2-Defizienz im murinen, 

induzierbaren Knock-out-System 

 

Die RNase H2 ist aufgrund ihrer Bindung an das Ringklemmenprotein PCNA (proliferating cell 

nuclear antigen) und der Korrekturlese (proof-reading)-Eigenschaft zur Entfernung fehlerhaft einge-

bauter Ribonukleotide (rNMPs) während der DNA-Replikation eng mit dem Zellzyklus verbunden, 

der bei Abwesenheit der Nuklease grundlegend gestört ist (Günther et al., 2015). Diese für den 

Organismus essentielle Funktion spiegelt die embryonale Letalität der RNase H2-defizienten Mäuse 

wider, deren Entwicklung bereits im Gastrulationsstadium aufgrund genomischer Instabilität bedingt 

durch die erhöhte Rate inkorporierter rNMPs in die DNA endet (Reijns et al., 2012; Hiller et al., 

2012). Um daher die Folgen der RNase H2-Defizienz auf zellulärer Ebene untersuchen zu können, 

wurde ein konditionales murines Knock-out-System gewählt, das die zeitlich definierte Induktion der 

Cre-Rekombinase vermittelten Deletion des von loxP-sites eingeschlossenen Genlokus erlaubte. 

 

3.1.1 Zucht des induzierbaren, konditionalen Knock-out-Stammes CreERT_H2B 

 
Zur Generierung eines induzierbaren murinen RNaseH2B Knock-out-Stammes wurden die Linien 

RNaseH2B_flox (Rnaseh2b
tm1a(EUCOMM)Wtsi

/J) und CreERT (B6.Cg-Tg(cre/Esr1)
5Amc

/J) miteinander 

gekreuzt (Abb. 7A/B). Die Zuordnung der Genotypen erfolgte mit Hilfe von Genotypsierungs-PCRs 
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Abb. 7 Zucht des induzierbaren Knock-out-Stammes CreERT_H2B.  

(A) Verpaarungsschemata zur Zucht des induzierbaren RNaseH2B-Knock-outs mit Darstellung der Genotypen der Parental- 

(P) und Filialgenerationen (F1 bzw. F2); alle folgenden Generationen (> F2) basierten auf Geschwisterverpaarungen. (B) 

Aufbau der transgenen Genbereiche des RNaseH2B_flox- sowie CreERT-Stammes wie unter Abschnitt 2.1.16 beschrieben. 

(C) Fotografische Dokumentation der Fragmente der Genotypisierungs-PCRs, die mittels Agarosegelelektrophorese (2 % 

Matrix) aufgetrennt, mit Hilfe von Ethidiumbromid visualisiert und bezüglich ihrer Länge (Basenpaar, bp) qualitativ 

untersucht wurden; RNaseH2B_flox-Fragment wt: 420 bp tg: 390 bp; CreERT-Fragment: 100 bp. 

 
auf den Lysaten der Schwanzbiopsate, wobei ein gefloxtes Allel eine Bande in Höhe von 390 bp und 

ein Wildtyp-Allel eine Bande in Höhe von 420 bp aufwies. Das CreERT-Transgen war als Amplifikat 

von 100 bp eindeutig identifizierbar (Abb. 7C).  

 

3.1.2 Induzierbare RNase H2-Defizienz in murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) 

 
Zur Untersuchung der Folgen der RNase H2-Defizienz auf zellulärer Ebene wurden murine 

embryonale Fibroblasten (MEFs) aus Embryonen einer Terminverpaarung der F2-Generation des 

CreERT_H2B-Stammes am embryonalen Tag E13.5 isoliert. Die Kulturen des Genotyps 

RNaseH2B
lox/lox

 dienten in allen weiteren Versuchen als Kontrollgruppe (abgekürzt als CreERT
-/-

), 
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deren Charakteristika im Vergleich zu den Primärkulturen des Genotyps RNaseH2B
lox/lox

 CreERT
+/-

 

(abgekürzt als CreERT
+/-

) begutachtet wurden. In den CreERT
+/-

 MEFs lag die Cre-Rekombinase als 

Fusionsprotein in Kombination mit dem Östrogenrezeptor vor, dessen Translokation in den Zellkern 

durch Zusatz des synthetischen Liganden 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) induziert werden konnte. 

Aufgrund dieser Lokalisationsänderung war die Cre-Rekombinase befähigt das im Zellkern codierte 

und von loxP-sites flankierte 5. Exon des RNaseH2B-Genes herauszuschneiden (Abb. 8).  

Die Effizienz des RNaseH2B-Knock-outs wurde drei als auch zehn Tage nach Zusatz des Induktors 

auf Proteinebene analysiert. An beiden Untersuchungszeitpunkten konnte keine Bande in Höhe von 

34,7 kDa in den Gesamtzelllysaten der CreERT
+/-

-Kulturen im Immunblot detektiert werden, die dem 

Molekulargewicht der Untereinheit B entsprochen hätte. Diese war jedoch in den CreERT
-/-

-Lysaten 

deutlich ausgeprägt (Abb. 9A). Als Kontrollen dienten p53-defiziente RNaseH2B
+/+

- und 
-/- 

-MEFs, die 

von Andrew P. Jackson (MRC Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, 

University of Edinburgh, UK) zur Verfügung gestellt wurden (Abschnitt 3.1.21).  

Als zusätzlichen Nachweis für die Abwesenheit der Nuklease wurden immunzytochemische 

Färbungen drei Tage nach Zusatz von 4-Hydroxytamoxifen durchgeführt. Hierbei wiesen einzig die 

Cre-negativen Kontrollzellen Fluoreszenzsignale im nukleären Bereich auf, während diese Signale in 

den induzierten CreERT
+/-

-Primärzellen fehlten (Abb. 9B). Als Negativkontrolle dienten CreERT
-/-

-

Zellen, die nur mit dem sekundären Fluorophor-gekoppelten Antikörper behandelt wurden und keine 

spezifische Signalgebung am Mikroskop aufwiesen (Anhang A1). Alle Aufnahmen wurden zur 

Vergleichbarkeit bei konstanter Belichtungsdauer und Laserintensität aufgenommen. 

 

Abb. 8 Funktionsweise des Induktionssystems. 

Der Induktor 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) wird als 

Zellmem-bran-permeables Östrogenderivat von der Zelle 

aufgenommen und bindet an den Östrogenrezeptor im Zytosol, 

der als Fusionsprotein mit der Cre-Rekombinase exprimiert 

vorliegt und in den Zellkern transloziert. Dort schneidet die 

Cre-Rekombinase das mit loxP-sites flankierte fünfte Exon des 

RNase H2B Genes heraus. 
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Abb. 9 Verifizierung des 4-OHT induzierbaren RNaseH2B-Knock-outs. 

(A) Repräsentativer Immunblot der 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) induzierten CreERT-/-- bzw. +/--MEFs 3 d und 10 d nach 

Induktion sowie p53 defizienter H2B+/+- bzw. -/--MEFs als Kontrolle gegen die murine RNaseH2B-Untereinheit (34,7 kDa) 

sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n= 3). (B) Repräsentative immunzytochemische Färbung der CreERT-/-- bzw. 

+/--MEFs gegen die RNaseH2 (Cy3, rot) 3 d post 4-OHT mit Gegenfärbung des Nukleus (DAPI, blau), Maßstab 30 µm (n= 

3). (C) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der RNaseH2B-Untereinheit der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den CreERT+/-

-MEFs 3 d und 10 d post Induktion via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM, 2-WAY-

ANOVA, Bonferri Posttest, *** p < 0,001 (n= 4). 

 
Um ferner zu analysieren, ob die deutlich reduzierte Proteinexpression der Untereinheit B auf einer 

ebenso verminderten RNA-Menge beruhte, wurde cDNA des Genes in den MEFs anhand einer real 

time PCR quantifiziert. Das zu messende Amplifikat überspannte einen Bereich von Exon 7 bis Exon 

9 und zeigte in den CreERT
+/-

-Primärzellen gegenüber den Kontrollzellen eine deutliche, hoch 

signifikante Minderung in der Expression (Abb. 9C). 

 

3.1.3 Abbau der Untereinheit B der RNase H2 über das Ubiquitin-Proteasom-System 

 
Um ein besseres Verständnis über den Abbauprozess der Untereinheit B der RNase H2 zu erhalten, 

wurde zunächst die Kinetik der Degradation betrachtet, d.h. die nach Induktion detektierbare 

Proteinmenge über die Zeit. Dabei zeigte sich im Immunblot, dass einen Tag nach Zusatz von 4-

Hydroxytamoxifen eine deutliche Reduktion der Proteinmenge gegenüber der nicht induzierten 

Kontrolle sichtbar war. Des Weiteren konnte 48 h nach der Induktion nahezu keine Bande in Höhe der 
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RNaseH2B-Untereinheit detektiert werden, die am dritten und vierten Untersuchungstag gänzlich 

fehlte (Abb. 10A). Dieser Verlauf spiegelte sich ebenso auf der Transkriptionsebene der Untereinheit 

B der Ribonuklease H2 wieder (Abb. 10B). 

Um festzustellen, ob der proteolytische Abbau auf Proteinebene über das Ubiquitin-Proteasom-System 

(UPS) oder den lysosomalen Abbauweg stattfindet, wurden Inhibitoren 24 h nach der Induktion mit 

dem Östradiolderivat 4-OHT für einen Zeitraum von weiteren 24 h zugesetzt. Bei MG132 

(Carbobenzoxy-Leu-Leu-Leucinal) handelt es sich um ein Membran-permeables Peptidaldehyd, das 

die proteolytische Aktivität des 26S Proteasom-Komplexes blockiert (Han et al., 2009). Im Gegensatz 

dazu wirkt Ammoniumchlorid (NH4Cl) als Inhibitor des lysosomalen Proteinabbaus durch die 

Erhöhung des pH-Wertes im Kompartiment (Hart et al., 1983). 

 

Abb. 10 Abbau der RNaseH2B-Untereinheit. 

(A) Repräsentativer Immunblot von Gesamtzelllysaten nicht induzierter (ctrl, DMSO) und 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) 

induzierter (1-4 d post) CreERT+/--Zellen gegen die RNaseH2B-Untereinheit (34,7 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als 

Ladekontrolle (n = 2). (B) Vergleich der Transkription (2-ΔΔCp) nicht induzierter (ctrl, DMSO; x = 1) gegenüber 4-OHT 

induzierter (1-3 d post) CreERT+/--MEFs bezüglich der Untereinheit B der Ribonuklease H2; Normalisierung gegen GAPDH, 

(n = 3), Mittelwert ± SEM, 1-WAY-ANOVA, *** p < 0,001 und * p < 0,05. (C) Repräsentativer Immunblot nicht induzierter 

(ctrl, DMSO) und für 2 d 4-OHT induzierter CreERT+/--MEFs, die zusätzlich an Tag 1 post Induktion für 24 h mit DMSO, 

MG132 (4 µM) oder Ammoniumchlorid (NH4Cl, 50 mM) behandelt wurden, gegen die RNaseH2B-Untereinheit (34,7 kDa) 

sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n = 2); schematische Darstellung des Versuchablaufs unterhalb des 

Immunblots aufgeführt. 
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Die behandelten Zellen wurden als Gesamtzelllysate mittels Immunblot gegen die Untereinheit B 

analysiert, wobei einzig die Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Systems zur Detektion einer 

gegenüber der induzierten Kontrolle verstärkten Bande in der Höhe des Molekulargewichtes der 

RNaseH2B führte (Abb. 10C).  

 

3.1.4 Verstärktes Auftreten geschädigter DNA in RNase H2-defizienten MEFs  

 
Die Abwesenheit der RNase H2 konnte bereits mit dem verstärkten Auftreten von DNA-Schäden in 

embryonalen Geweben der RNase H2
null

 Mäuse assoziiert werden (Reijns et al., 2012). Daher wurde 

dieser Befund ebenso in den induzierbaren MEFs analysiert. 

Dazu wurden Gesamtzelllysate auf die Phosphorylierung des Histons H2A.X an Position S139 

getestet, die im Zuge der DNA-Schadensantwort auf Doppelstrangbrüche (DSB) auftritt (Rogakou et 

al., 1998). Die primären CreERT
+/-

-Kulturen zeigten drei Tage nach Induktion mit 4-Hydroxy-

tamoxifen im Gegensatz zu den CreERT
-/-

-Zellen eine deutliche Bande im Immunblot, die dem 

Molekulargewicht des DNA-Schadenmarkers entsprach. Zur Verifizierung der Spezifität des 

Antikörpers und der detektierten Banden wurden gleichfalls Kontrollzellen mit dem Topoisomerase II-

Hemmer Doxorubicin behandelt und deren Gesamtzelllysate als Positivkontrolle auf das 

phosphorylierte Histon untersucht. Die behandelten Zellen zeigten eine deutliche Signalgebung auf 

Höhe derer der defizienten Zellen (Abb. 11A). 

Ferner konnte die verstärkte Last an Doppelstrangbrüchen mittels immunzytochemischer Färbungen 

belegt werden. So wurden bei der mikroskopischen Begutachtung der Immunfluoreszenzen gegen 

pH2A.X drei Tage nach Induktion vermehrt Zellen mit nukleärer, punktueller Signalgebung in der 

defizienten Zellpopulation detektiert, währendd diese nur sehr vereinzelt in den CreERT
-/-

-Kulturen zu 

sehen waren. Als Positivkontrolle dienten mit dem Topoisomerase I-Hemmer Cytosin-β-D-Arabino-

furanosidhydrochlorid (AraC) behandelte Zellen, die eine sehr starke Fluoreszenz im Bereich des 

Zellkernes aufwiesen. Diese fehlte gänzlich in den nur mit sekundärem Antikörper inkubierten Proben 

(Anhang A1). Zur Gewährleistung der Vergleichbarkeit aller mikroskopischen Aufnahmen wurde bei 

identischer Belichtungsdauer und Laserintensität gearbeitet (Abb. 11C). 

Die vorangegangenen Ergebnisse wurden zusätzlich mittels durchflusszytometrischer Messungen 

verifiziert. Als Kontrolle dienten ungefärbte CreERT
-/-

-Zellen, deren gegen pH2A.X gefärbte 

Äquivalente im Histogramm nahezu überlagerten. Im Vergleich dazu wiesen die CreERT
+/-

-Kulturen 

eine stärkere Fluoreszenz auf (Abb. 11B).  
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Abb. 11 Verstärktes Auftreten von DNA-Schäden in RNase H2-defizienten MEFs. 

(A) Repräsentativer Immunblot der 4-OHT induzierten CreERT-/-- bzw. +/--MEFs 3 d nach Induktion sowie mit 1 µM 

Doxorubicin (Doxo) für 24 h behandelter Kontrollzellen als Positivkontrolle gegen den Doppelstrangbruch (DSB)-Marker 

pH2A.X (15 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n= 2). (B) Repräsentative durchflusszytometrische Analyse 

von ungefärbten (grau) und gegen pH2A.X (FITC) gefärbten CreERT-/-- (schwarz) bzw. +/-- (rot) MEFs 3 d nach Induktion 

(n= 3). (C) Repräsentative immunzytochemische Färbung der CreERT-/-- bzw. +/--MEFs sowie mit 10 µM AraC für 24 h 

behandelter Kontrollzellen gegen pH2A.X (Cy3, rot) 3 d post 4-OHT mit Gegenfärbung des Nukleus (DAPI, blau), Maßstab 

30 µm (n= 3). 

 

3.1.5 Aktivierung der DNA-Schadensantwort 

 
DNA-Schäden bedrohen die genomische Integrität der Zelle und müssen daher effizient erkannt und 

wenn möglich behoben werden. Dazu wird über Signalwege der Zellzyklus arretiert, bis die markierte 

Alteration in der chemischen Struktur der DNA repariert worden ist. Handelt es sich jedoch um einen 

irreparablen Schaden, ist ein Wiedereintritt in den Zellzyklus ausgeschlossen. Stattdessen gehen die 

Zellen dann in Seneszenz oder Apoptose (Yoshiyama et al., 2013; Abschnitt 1.6). Da die RNase H2-

Defizienz mit einer erhöhten Last an DNA-Schäden assoziiert ist (Abschnitt 3.1.4), galt es den Fokus 

der Analyse auf die DNA-Schadensantwort (DDR, DNA damage response) zu legen. 

Zunächst wurde die Expression des Zellzyklusinhibitors p21 (Cazzalini et al., 2010) auf 

transkriptioneller als auch translationaler Ebene drei Tage nach Zusatz des Induktors 4-Hydroxy-

tamoxifen untersucht. In den RNaseH2-defizienten Kulturen war die Transkriptmenge des Genes 
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geringfügig erhöht (Abb. 12A), während eine deutlich erhöhte Proteinexpression im Immunblot 

detektierbar war, die auch in der mit Doxorubicin behandelten Positivkontrolle sichtbar wurde (Abb. 

12B).  

Um festzustellen, ob diese Erhöhung ebenso mit einer verringerten Proliferation einhergeht, wurden 

Zellzyklusanalysen durchgeführt. In diesen wurde deutlich, dass eine signifikante Abnahme der Zellen 

in der S-Phase innerhalb der CreERT
+/-

-Kultur gegenüber der Cre-Rekombinase negativen Kultur 

vorlag (Abb. 12D/E). Gleichzeitig erhöhte sich der Anteil an defizienten Zellen in der M/G2-Phase. 

Die Anzahl an apoptotischen Zellen hingegen zeigte keinen signifikanten Unterschied und war mit 

Werten unterhalb von 5 % äußerst gering (Abb. 12D/F).  

 

Abb. 12 RNase H2-Defizienz führt zur Aktivierung der DNA-Schadensantwort. 

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) des Zellzyklusinhibitors p21 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den CreERT+/--

MEFs 3 d post Induktion via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer, zweiseitiger 

T-TEST (n= 3-4). (B) Repräsentativer Immunblot der 4-OHT induzierten CreERT-/-- und +/--MEFs 3 d nach Induktion sowie 

mit 1 µM Doxorubicin (Doxo) für 24 h behandelter Kontrollzellen als Positivkontrolle gegen den Zellzyklusinhibitor p21 (21 

kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle. (C) Repräsentativer Immunblot der 4-OHT induzierten CreERT-/-- und +/--

MEFs 3d und  10 d nach Induktion sowie mit 25 µM Doxorubicin (Doxo) für 24 h behandelter Kontrollzellen als 

Positivkontrolle gegen die Apoptose-Marker PARP (cl – cleaved mit 89 kDa, fu - full length mit 116 kDa) und die 

prozessierte (cleaved) Caspase 3 (17 kDa) sowie beta Aktin als Ladekontrolle. (D) Zellzyklusanalyse mittels EdU Assay (4 h 

Puls) von CreERT-/-- und +/--MEFs 3 d nach Induktion mit 4-OHT, 2-WAY-ANOVA, Bonferri-Posttest, * p < 0,05 (n = 3). 

(E) Beispielhafte grafische Auftragung der PerCP- gegen die FITC-Fluoreszenz (dot blot) mit Kennzeichnung aller Zellen in 

S-Phase. (F) Prozentuale Aufschlüsselung der Zellen in den Phasen S, G0/G1, M/G2 sowie subG0 (Apoptose). 
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Dennoch sollte unter Verwendung einer weiteren Methode verifiziert werden, dass die RNase H2-

Defizienz und damit assoziierte DNA-Schädigung nicht zur Ausbildung eines apoptotischen 

Phänotyps führt. Dazu wurden Gesamtzelllysate gegen die Apoptosemarker Caspase 3 und PARP 

geblottet. In beiden Fällen würde sich der programmierte Zelltod anhand des Auftretens eines 

Spaltungsproduktes der Pro-Formen darstellen (Kaufmann et al., 1993; Nicholson et al., 1995). Diese 

wurden in der Positivkontrolle sichtbar, bei der die MEFs für 24 h mit dem Topoisomerase II-Hemmer 

Doxorubicin behandelt wurden, nicht jedoch in den Lysaten der CreERT
-/-

- und CreERT
+/-

-Zellen 

(Abb. 12C). 

 

3.1.6 Vorliegen einer ISG-Signatur bei Abwesenheit der RNase H2 

 

Mutationen in den Genen der RNase H2-Untereinheiten sind mit dem Aicardi-Goutières-Syndrom 

assoziiert. Es handelt sich dabei um eine Interferonopathie. Als diagnostischer Marker wird die 

erhöhte Expression von Interferon stimulierten Genen (ISGs) angesehen (Rice et al., 2013). 

 

Abb. 13 RNase H2-abhängiges Auftreten einer ISG-Signatur. 

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der ISGs IFIT1-3, IRF7 und CXCL10 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den 

CreERT+/--MEFs 3 d post Induktion via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer, 

zweiseitiger T-TEST;  *** p < 0,001, ** p < 0,01 und * p < 0,05 (n = 3). (B) Repräsentative Analyse der relativen Expression 

(2-ΔΔCp) nicht induzierter (ctrl, x = 1) sowie für 2 d 4-OHT induzierter  CreERT+/--MEFs, die zusätzlich an Tag 1 post 

Induktion für 24 h mit DMSO oder MG132 (4 µM) behandelt wurden, auf die ISGs IFIT1 und CXCL10 mittels real time 

PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM, 1-WAY-ANOVA, * p < 0,05 (n = 2). 
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Um festzustellen, ob diese ISG-Signatur auch im induzierbaren Knock-out vorliegt, wurden MEFs drei 

Tage nach Zusatz von Hydroxytamoxifen mittels quantitativer real-time PCR analysiert. Die 

Transkriptmengen der Gene IFIT1, IFIT2, IFIT3, CXCL10 und IRF7 waren in den CreERT
+/-

-Kulturen 

gegenüber den Kontrollen zumeist signifikant höher exprimiert (Abb. 13A). Um die Abhängigkeit 

dieser Signatur von der Abwesenheit der RNase H2 zu belegen, wurden ferner die Transkriptmengen 

nach Inhibition des UPS quantifiziert. Durch die Blockierung des Abbaus der Untereinheit B mittels 

Zusatz des proteasomalen Inhibitors MG132 (Abschnitt 3.1.3) wurde die bereits an Tag 2 vorliegende 

ISG-Erhöhung signifikant nahezu auf das Niveau der Kontrollzellen reduziert (Abb. 13B). 

 

3.1.7 Einzelsträngige DNA im Zytoplasma RNase H2-defizienter Zellen 

 
Das Aicardi-Goutières-Syndrom ist mit Mutationen in einer Vielzahl von Genen assoziiert, die für 

Proteine kodieren, welche im Nukleinsäure-Stoffwechsel (RNaseH2, TREX1, SAMHD1, ADAR1) bzw. 

ihrer Detektion (IFIH1) wirksam sind. Sind diese Proteine in ihrer Funktionalität gestört, postulieren 

Hypothesen bezüglich der Pathogenese der Erkrankung die Akkumulation endogener Nukleinsäuren 

bzw. eine gestörte Detektionssignalkette, die sich in der ISG-Signatur als Krankheitsmerkmal 

manifestiert (Crow et al., 2009). Für TREX1-defiziente Zellen konnte in diesem Zusammenhang 

bereits das verstärkte Vorkommen von einzelsträngiger DNA (ssDNA, single stranded DNA) im 

Zytoplasma belegt werden (Yang et al., 2007). Dieser Befund war ebenso in ATM-defizienten Zellen 

ersichtlich, die gleichfalls eine ISG-Erhöhung aufwiesen (Härtlova et al., 2015).  

Um der Fragestellung nachzugehen, welche endogene Nukleinsäurespezies in RNase H2-defizienten 

Zellen akkumuliert und zur verstärkten Expression der ISGs führt, wurden die primären MEFs auf 

verschiedene mögliche Substrate sowie Enzyme zu deren Abbau untersucht. Ein erster Schwerpunkt 

lag auf dem Nachweis von einzelsträngiger DNA im Zytoplasma der CreERT
+/-

-Kulturen. Dazu 

wurden Fluoreszenzfärbungen mit einem gegen ssDNA gerichteten Antikörper drei Tage nach Zusatz 

von Hydroxytamoxifen durchgeführt, die zeigten, dass in der RNaseH2-defizienten Zellpopulation ein 

erhöhter Anteil stark zytoplasmatisch gefärbter Zellen sichtbar wurde (Abb. 14A). Diese Signale 

konnten in nur mit dem sekundären Antikörper behandelten Zellen nicht detektiert werden (Anhang 

A1), wobei alle Färbungen bei identischer Belichtungsdauer und Laserintensität begutachtet wurden. 

Um diesen Effekt zu quantifizieren wurden zusätzlich durchflusszytometrische Messungen am 

gleichen Versuchstag vorgenommen, bei denen ersichtlich wurde, dass die RNase H2-defizienten 

Zellen mehr zytoplasmatische ssDNA als die entsprechenden Kontrollzellen aufwiesen. Zum 

Nachweis der Spezifität der Zellfärbung wurden die CreERT
+/-

-Kulturen außerdem mit S1 Nuklease, 

einem ssDNA abbauendem Enzym, behandelt, wodurch der zuvor sichtbare Versatz (shift) gegenüber 

den Kontrollzellen im Histogramm negiert wurde (Abb. 14B). 
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Abb. 14 Einzelsträngige DNA im Zytoplasma RNase H2-defizienter Zellen. 

(A) Repräsentative immunzytochemische Färbung von Kontrollzellen (CreERT-/-) und RNase H2-defizienten Zellen 

(CreERT+/-) 3 d nach 4-OHT-Induktion gegen ssDNA (Alexa Flour 488, grün) mit Gegenfärbung des Nukleus (DAPI, blau); 

Zu sehen ist eine deutlich, stärkere zytoplasmatische Signalgebung in der RNase H2-defizienten Zellpopulation; Maßstab 20 

µm, (n= 3). (B) Repräsentative durchflusszytometrische Analyse 3 d post 4-OHT induzierter CreERT-/-- und CreERT+/--

MEFs (-/+ S1 Nuklease) auf ssDNA (FITC) sowie ungefärbter Kontrollzellen (n = 3). (C) Analyse der relativen Expression 

(2-ΔΔCp) der Nuklease TREX1 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den CreERT+/--MEFs 3 d post Induktion via real time PCR; 

Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer, zweiseitiger T-TEST, * p < 0,05  (n= 3).   

 
Ebenso konnte mit Hilfe einer quantitativen real time PCR eine signifikant, leicht erhöhte TREX1 

Transkriptmenge festgestellt werden (Abb. 14C). Hierbei handelt es sich um eine Nuklease, die 

vorrangig ssDNA degradiert (Yang et al., 2007). 

 

3.1.8 Doppelsträngige, zytoplasmatische DNA in RNase H2-defizienten Zellen 

 
Neben der Akkumulation einzelsträngiger DNA (Abschnitt 3.1.7) wurde die Möglichkeit des 

Vorliegens doppelsträngiger DNA (dsDNA, double stranded DNA) im Zytoplasma RNase H2-

defizienter Zellen in den Fokus der Untersuchung gestellt. Dieser Befund wurde bereits für TREX1-

defiziente Zellen beschrieben (Ahn et al., 2014). 

Dazu erfolgten unter Verwendung eines Antikörpers gegen dsDNA immunzytochemische Färbungen, 

die zytoplasmatische DNA-Strukturen erkennen ließen (Abb. 15A). So wiesen die primären CreERT
+/-
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Abb. 15 Zytoplasmatische dsDNA-Strukturen in RNase H2-defizienten MEFs. 

(A) Repräsentative immunzytochemische Färbung von Kontrollzellen (CreERT-/-) und RNase H2 defizienten MEFs 

(CreERT+/-) 3 d nach 4-OHT Induktion gegen dsDNA (Alexa Flour 488, grün); zytoplasmatische dsDNA-Strukturen sind mit 

Pfeilen gekennzeichnet; Maßstab 15 µm (n= 3). (B,D) Quantifizierung der nukleären Knospungen und perinukleären 

Körperchen der Färbungen aus (A); studentischer, zweiseitiger T-TEST, ** p < 0,01 und *** p < 0,001  (n= 3, insgesamt 300 

Zellen) (C/E) Vergrößerte Darstellung der zytoplasmatischen dsDNA-Strukturen (Alexa Flour 488, grün, mit Pfeilen 

gekennzeichnet) aus (A), Maßstab 10 µm.    

 
MEFs drei Tage nach 4-OHT-Induktion sowohl Knospungen (buds, Abb. 15C) am Zellkern als auch 

perinukleäre Körperchen (perinuclear bodies, Abb. 15E) auf, deren prozentuale Anzahl im Vergleich 

zu den Kontrollzellen signifikant erhöht war. Grundsätzlich waren diese zytoplasmatischen dsDNA-

Strukturen jedoch in beiden Zellpopulationen sichtbar; unterschieden sich aber in der Häufigkeit ihres 

Vorkommens (Abb. 15B/D). Die Spezifität des Antikörpers wurde anhand der Kolokalisation mit dem 

DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI belegt (Anhang A2). Als Negativkontrolle dienten nur mit 

sekundärem Antikörper inkubierte CreERT
-/-

-Zellen, die keine spezifischen Fluoreszenzsignale zeigten 

(Anhang A1). 

 

3.1.9 Export geschädigter DNA ins Zytoplasma 

 
Das Zytoplasma RNase H2-defizienter Zellen wies eine erhöhte Anzahl an nukleären Knospungen und 

perinukleären Körperchen auf (Abschnitt 3.1.8). Diese Strukturen wurden bereits in DNase2a- 

defizienten Zellen beschrieben und dienten dem Export geschädigter DNA (Lan et al., 2014). Da auch 

die Defizienz der Ribonuklease H2 mit einer erhöhten Frequenz an Doppelstrangbrüchen (DSB) 
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Abb. 16 Export geschädigter DNA ins Zytoplasma. 

(A) Repräsentative immunzytochemische Färbung von CreERT+/- MEFs 3 d nach 4-OHT-Induktion gegen den DSB-Marker 

pH2A.X (Cy3, rot) mit Gegenfärbung des Zellkernes (DAPI, blau); Auftreten punktueller Schadenmuster im Zellkern und 

den nukleären Knospungen sowie Signalkonzentrierung in perinukleären Körperchen (mit Pfeilen gekennzeichnet); Maßstab 

10 µm (n = 3). (B) Quantifizierung der Kolokalisation von pH2A.X und perinuklären Körperchen anhand der Färbungen aus 

(A); studentischer, zweiseitiger T-TEST (n = 3, insgesamt 300 perinukleäre Körperchen). 

 
einhergeht, die bereits anhand des Markers pH2A.X unter Nutzung verschiedener Methoden zuvor 

aufgezeigt wurden (Abschnitt 3.1.4), lag die Vermutung nahe, dass die zytoplasmastischen dsDNA-

Strukturen der RNase H2-defizienten MEFs demselben Exportprozess dienten.   

Um diese Annahme zu bestätigen, wurden Fluoreszenzfärbungen der primären MEFs gegen pH2A.X 

drei Tage nach Induktion mit Hydroxytamoxifen begutachtet. Neben Zellen, die ein starkes, 

punktförmiges Schädigungsmuster im Nukleus aufwiesen, war ferner die Konzentrierung von DNA-

Schäden in den zytoplasmatischen dsDNA-Strukturen ersichtlich, die sich in einer Kolokalisation von 

DAPI und phosphoryliertem Histon darstellte (Abb. 16A). Diese Signalüberlagerung wurde für die 

perinukleären Körperchen in 70 - 74 % der Fälle unabhängig vom Genotyp festgestellt (Abb. 16B). 

 

3.1.10 Export neu synthetisierter DNA ins Zytoplasma 

  
Die Untereinheit B der Ribonuklease H2 besitzt ein PIP-Box-Motiv, das der Bindung an das 

Ringklemmenprotein PCNA dient und die Nuklease damit lokal und funktionell an die Replikation 

koppelt (Chon et al., 2009; Bubeck et al., 2011). Andernfalls führt die enzymale Abwesenheit zur 

erhöhten Integration von einzelnen Ribonukleotiden in den neu-synthetisierten DNA-Strang und einer 

damit assoziierten verstärkten Last an DNA-Schäden (Reijns et al., 2012). Wie bereits zuvor gezeigt    
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Abb. 17 Export neu-synthetisierter, geschädigter DNA. 

(A) Repräsentative immunzytochemische Färbung von CreERT+/- MEFs 3 d nach 4-OHT-Induktion sowie 24 h post EdU-

Zusatz gegen das Nukleosid-Analogon EdU (Alexa Fluor 488, grün) mit Gegenfärbung des Zellkernes (DAPI, blau); 

Kolokalisation von EdU und dsDNA im Zellkern sowie den perinukleären Körperchen; Maßstab 5 µm (n = 3). (B) 

Quantifizierung der Kolokalisation von EdU und den perinukleären Körperchen anhand der Färbungen aus (A), 

studentischer, zweiseitiger T-TEST (n = 3, insgesamt 300 perinukleäre Körperchen). (C) Repräsentative 

immunzytochemische Färbung von CreERT+/- MEFs 3 d nach 4-OHT-Induktion sowie 24 h post EdU-Zusatz gegen das 

Nukleosid-Analogon EdU (Alexa Fluor 488, grün) sowie den DSB-Marker pH2A.X (Cy3, rot) mit Gegenfärbung des 

Zellkernes (DAPI, blau); Kolokalisation von EdU, pH2A.X und dsDNA im Zellkern sowie den perinukleären Körperchen; 

Maßstab 10 µm (n = 3). (D) Quantifizierung der Kolokalisation von pH2A.X und EdU+ perinukleären Körperchen anhand 

der Färbungen aus (C), studentischer, zweiseitiger T-TEST (n = 3, insgesamt 300 perinukleäre Körperchen). 

 
wurde (Abschnitt 3.1.9), wird die beschädigte DNA von der Zelle ins Zytoplasma exportiert. Um fest-

zustellen, ob es sich bei dieser extranukleären DNA um neu synthetisierte Nukleinsäuren handelte, 

wurde den Primärkulturen zwei Tage nach Induktion mit 4-Hydroxytamoxifen EdU als Zellmembran 

permeables Nukleosid-Analogon für 24 h zugesetzt, das alle innerhalb dieser Zeitspanne in der S-

Phase befindlichen Zellen in den neu gebildeten Strang einbauen. Die mikroskopische Auswertung der 

Fluoreszenzfärbung gegen das Analogon ergab eine Kolokalisation mit den anhand einer DAPI-

Färbung visualisierten perinukleären Körperchen (Abb. 17A). Diese Signalüberlagerung konnte in 
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13,00 % ± 0,58 % der zytoplasmatischen Strukturen in den CreERT
+/-

-Kulturen festgestellt werden, 

während der prozentuale Anteil in den Kontrollzellen leicht erhöht bei 20,67 % ± 2,78 % lag (Abb. 

17B). Ferner wurden diese EdU positiven Körperchen auf eine Kolokalisation mit dem DSB-Marker 

pH2A.X geprüft (Abb. 17C), wobei sich anhand der Auszählung dieser Strukturen ein Wert von 87 - 

88 % unabhängig vom Genotyp ergab (Abb. 17D).  

 

3.1.11 Einfluss der Proliferationsrate auf das Vorkommen zytoplasmatischer dsDNA 

 

Da RNase H2-defiziente Primärzellen neu-synthetisierte DNA ins Zytoplasma exportieren (Abschnitt 

3.1.10) sollte in weiterführenden Experimenten der Einfluss der Proliferationsrate auf den in-vitro- 

Phänotyp untersucht werden. Dazu wurden die Primärzellen in Serum-armem (0,5 % FKS), 4-OHT- 

haltigem Medium für drei Tage kultiviert und im Vergleich zu unter Standardbedingungen gehaltenen 

Kontrollzellen auf die Parameter Proliferation und die Anzahl der dsDNA-Strukturen analysiert.  

Der erste Parameter wurde anhand durchflusszytometrischer Messungen nach Zusatz von EdU für vier 

Stunden bewertet. Die Kultivierung unter Serumarmut führte unabhängig von der Anwesenheit der 

RNase H2 zu einer starken Reduktion der in S-Phase befindlichen Zellen, die stattdessen vor allem in 

der G0/G1-Phase akkumulierten und ebenso einen geringen Anstieg in der M/G2-Phase aufwiesen 

(Abb. 18A). Gleichzeitig war die Senkung der Proliferationsrate mit einer Minderung der zytoplas-

matischen dsDNA-Strukturen in den CreERT
+/-

-Primärzellen assoziiert, die anhand einer Fluores-

zenzfärbung mikroskopisch quantifiziert wurden (Abb. 18B).  

 

Abb. 18 Einfluss der Proliferationsrate auf das Vorkommen zytoplasmatischer dsDNA.  

(A) Zellzyklusanalyse mittels EdU Assay von CreERT-/-- und +/--MEFs 3 d nach Induktion mit 4-OHT sowie der 

Kultivierung unter Standardbedingungen (10 % FKS) oder Serumarmut (0,5 % FKS); prozentuale Aufschlüsselung der 

Zellen in den Phasen S, G0/G1, M/G2 sowie subG0 (Apoptose); 2-WAY-ANOVA, Bonferri-Posttest, * p < 0,05 und *** p < 

0,001  (n = 3). (B) Quantifizierung der perinukleären Körperchen in CreERT-/-- und +/--MEFs 3 d nach Induktion mit 4-OHT 

sowie der Kultivierung unter Standardbedingungen (10 % FKS) oder Serumarmut (0,5 % FKS); 1-WAY-ANOVA, Turkey 

Posttest, ** p < 0,01 und *** p < 0,001  (n = 3). 
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3.1.12 Phänokopie der CreERT
+/-

-MEFs durch Induktion von DSB in CreERT
-/-

-Zellen  

 
Die Induktion von DNA-Schäden führt zur erhöhten Expression von ISGs. Diese Assoziation konnte 

bereits nach Behandlung von Zellkulturen mit Topoisomerase-Inhibitoren (Etopoisid, Doxorubicin, 

Ara-C, etc.) sowie ionisierender Strahlung belegt werden (Härtlova et al., 2015). Ebenso wurde 

aufgezeigt, dass daraus resultierend zytoplasmatische DNA-Strukturen auftreten (Lan et al., 2014) und 

die Typ I Interferonantwort aktiviert wird (Kim et al., 1999). Diese Ergebnisse sollten mit den 

primären MEFs reproduziert werden und damit als prinzipieller, mechanistischer Beweis für den 

Einfluss von DNA-Schäden auf die Aktivierung des angeborenen Immunsystems dienen. 

 

Abb. 19 Induktion von DNA-Schäden führt zum Vorkommen zytoplasmatischer pH2A.X
+
 dsDNA-

  Strukturen sowie zur Aktivierung der DNA-Schadensantwort in Wildtyp-MEFs. 

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der ISGs IFIT1, IFIT3, IRF7 und CXCL10 der CreERT-/--MEFs (x =1) 

gegenüber ihren mit AraC (10 µM/24 h) behandelten Äquivalenten via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH, 

Mittelwert ± SEM; studentischer, zweiseitiger T-TEST; ** p < 0,01 (n = 3). (B) Repräsentativer Immunblot von CreERT-/--

MEFs, die für 24 h mit AraC (1/2/5/7,5/10 µM) inkubiert wurden, gegen pTKB1 (84 kDa) und pIRF3 (50 kDa) zum Beweis 

der Aktivierung des Typ I Interferonsystems sowie gegen GAPDH (37 kDa) und IRF3 (50 kDa) als Ladekontrolle; 

Verwendung von polyI:C (1µg) transfizierten CreERT-/- -Zellen 1 h post Transfektion als Positivkontrolle (n = 2). (C) 

Repräsentative Fluoreszenzfärbung von CreERT-/--MEFs 24 h post AraC-Behandlung (10 µM) gegen dsDNA (Alexa Fluor 

488, grün) und pH2A.X (Cy3, rot); Vorkommen zytoplasmatischer pH2A.X+ dsDNA-Strukturen (mit Pfeilen 

gekennzeichnet), Maßstab 15 µM (n = 3). 
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So wiesen mit AraC behandelte primäre murine embryonale Fibroblasten in immunzytochemischen 

Färbungen gegen dsDNA nukleäre Knospungen sowie perinukleäre Körperchen auf, die ebenso mit 

dem DSB-Marker pH2A.X kolokalisierten (Abb. 19C).  

Die Induktion von DNA-Schäden durch AraC führte gleichfalls zur signifikanten Erhöhung der 

Expression der ISGs CXCL10, IFIT1, IFIT3 und IRF7, deren Transkriptmengen mit Hilfe von real 

time PCRs gemessen wurden (Abb. 19A). Diese Induktion wies auf die Aktivierung des Typ I 

Interferonsystems hin, das durch die Phosphorylierung der Kinase TBK1 und des Transkriptionsfaktor 

IRF3 gekennzeichnet ist. Beide Proteine wurden bezüglich ihres Aktivierungszustandes in 

Abhängigkeit zur Konzentration von AraC in Immunblots untersucht. So wurde mit steigender 

Konzentration des Topoisomerase-Hemmers eine verstärkte Phosphorylierung festgestellt, die ebenso 

in der mit polyI:C transfizierten Positivkontrolle sichtbar wurde. Die Aktivierung erfolgte ab einer 

Konzentration von 2 µM AraC, das für 24 h dem Zellkulturmedium zugesetzt wurde. Als Kontrolle 

zur gleichmäßigen Beladung wurde in den Gesamtproteinlysaten außerdem das Haushaltsgen GAPDH 

sowie die unphosphorylierte Form von IRF3 detektiert (Abb. 19B). 

 

3.1.13 Aktivierung des cGAS-STING Signalweges in RNase H2-defizienten MEFs 

 
Das Erkennen von pathogenen Nukleinsäuren stellt einen wichtigen Bestandteil der angeborenen 

Immunantwort dar und funktioniert über eine Vielzahl verschiedener Detektoren und Adaptoren, die je 

nach Spezies der Nukleinsäure aktiviert werden und in der transkriptionellen Erhöhung der Expression 

von Typ I Interferonen sowie ISGs münden (Takeuchi und Akira, 2010; Radoshevich und Dussurget, 

2016; Abschnitt 1.4). Die Pathogene beschränken sich nicht nur auf bakterielle und virale 

Nukleinsäuren, sondern können auch endogener Herkunft sein (Thompson et al., 2011). Tritt in Zellen 

beispielsweise zytoplasmatische DNA auf, wird diese über den Sensor cGAS wahrgenommen, der den 

Sekundärbotenstoff cGAMP bildet, der wiederum an den Adaptor STING bindet und zu dessen 

Dimerisierung führt (Zhang et al., 2013). Da RNase H2-defiziente Primärzellen dsDNA-Strukturen im 

Zytoplasma aufwiesen (Abschnitt 3.1.8), galt es nachzuprüfen, ob dieser spezifische Signalweg zur 

Erhöhung der ISGs führte. 

Dazu wurden die primären MEFs mit siRNAs gegen den Sensor sowie den Adaptor transfiziert und 

nach drei Tagen mit Hilfe von real time PCRs auf die Effizienz des Knock-downs sowie das Vorliegen 

der ISG-Signatur untersucht. Als Kontrollgruppen dienten mit non-targeting siRNA (ctrl, control) in 

gleicher Weise behandelte Zellen.  

Die Transkriptmengen von STING als auch cGAS waren auf ein Niveau von etwa 12 % gegenüber den 

Kontrollzellen reduziert (Abb. 20A/B). Die Analyse der transkriptionellen Rate von CXCL10 und 

IFIT1 belegte die gesteigerte Expression beider ISGs in den mit non-targeting siRNA transfizierten   
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Abb. 20 Signaltransduktion in RNase H2-defizienten MEFs über den cGAS-STING-Signalweg. 

(A/B) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) des DNA-Sensors cGAS und des Adaptorproteins STING der CreERT-/--

MEFs (x =1) und CreERT+/--MEFs 3 d post Induktion mit 4-OHT und 3 d post Transfektion mit siRNA (non-targeting = 

sictrl, sicGAS, siSTING) mittels real time PCR zur Untersuchung der Knock-down-Effizienz; Normalisierung gegen 

GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 1-WAY-ANOVA, Turkey Posttest; ** p < 0,01 und *** p < 0,001  (n = 2). (C) Analyse der 

relativen Expression (2-ΔΔCp)  der ISGs IFIT1 und CXCL10 in transfizierten und induzierten Zellen aus (A) mittels real time 

PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 2-WAY-ANOVA, Bonferri-Posttest; * p < 0,05 und *** p < 0,001  

(n = 2). 

 
CreERT

+/-
-Kulturen gegenüber den identisch behandelten CreERT

-/-
-Primärzellen. Dieser Unterschied 

war beim Vergleich beider Zellpopulationen sowohl nach dem Knock-down von STING als auch cGAS 

nicht mehr vorhanden. Stattdessen waren beide Versuchsgruppen auf einem nahezu identischen 

Niveau bezüglich der Transkriptmenge beider ISGs (Abb. 20C). 

 

3.1.14 Zytoplasmatische, ektopische dsDNA als Ligand des Sensors cGAS 

 
Das Protein cGAS wurde als zytoplasmatischer Sensor für dsDNA beschrieben und katalysiert nach 

der Bindung des Liganden die Synthese des sekundären Botenstoffes cGAMP (Sun et al., 2012; Wu et 

al., 2012). Da bereits gezeigt werden konnte, dass im Zytoplasma RNase H2-defizienter MEFs bzw. 

mit AraC behandelter MEFs perinukleäre Körperchen verstärkt vorzufinden sind (Abschnitt 3.1.8 und  
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Abb. 21 Bindung des Sensors cGAS an zytoplasmatische dsDNA. 

Repräsentative Fluoreszenzfärbung der CreERT+/--MEFs gegen den HA-Tag des Sensors cGAS (Cy3, rot) mit Gegenfärbung 

der nukleären dsDNA (DAPI, blau) 3 d post 4-OHT-Induktion und Transfektion mit pUNO1-cGAS-HA3X sowie 2 d post 

Selektion mit Blastizidin; Kolokalisation von cGAS-HA und zytoplasmatischen dsDNA-Strukturen; Maßstab 10 µm und in 

der vergrößerten Darstellung 2,5 µm (Kennzeichnung des vergrößerten Bereiches mittels Viereck). 

 
3.1.12), galt es zu überprüfen, ob diese Strukturen an den Sensor binden und damit ursächlich für die 

ISG-Erhöhung sind. 

Dazu wurden die CreERT
+/-

-Primärkulturen mit einem 3xHA-getaggten cGAS codierenden Vektor 

transfiziert und für 2 Tage auf die Resistenz gegen Blastizidin selektioniert. Anschließend wurde eine 

immunzytochemische Färbung gegen den HA-Tag vorgenommen und die Zellen an einem 

Fluoreszenzmikroskop begutachtet. Dabei zeigte sich grundsätzlich, dass eine Überlagerung der 

Signale des Sensors cGAS mit denen der zytoplasmatischen dsDNA-Strukturen sichtbar war. Diese 

Kolokalisation wurde für 16,33 % ± 3,28 % der perinukleären Körperchen festgestellt (Abb. 21). 

 

3.1.15 Abbau zytoplasmatischer dsDNA durch Autophagie 

 
Ektopische DNA im Zytoplasma gilt als Warnsignal für die Zelle und führt zu einer Immunreaktion, 

die typischerweise durch die gesteigerte Expression von Typ I Interferonen und ISGs gekennzeichnet 

ist (Takeuchi und Akira, 2010; Abschnitt 1.4). Gleichzeitig muss der Abbau dieser Nukleinsäuren 

stattfinden. Für zytoplasmatische dsDNA in DNase2a-defizienten Zellen wurde dieser Vorgang über 

Autophagie beschrieben (Lan et al., 2014). Da in RNase H2-defizienten Primärzellen auch 

perinukleäre Körperchen beobachtet werden konnten (Abschnitt 3.1.8), sollte gleichfalls der 

autophagische Prozess untersucht werden. 
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Dazu wurden die Zellen für 24 h mit 10 nM Bafilomycin A1 (BafA1) behandelt, einem Inhibitor, der 

die Azidifizierung des Autolysosoms durch Hemmung der V-ATPase unterbindet sowie die Fusion 

von Autophagosom und Lysosom durch Hemmung der ER-lokalisierten ATPase Ca-P60A/dSERCA 

inhibiert und dadurch die Degradierung der Cargo im Lumen verhindert (Mauvezin und Neufeld, 

2015). Anschließend wurden die MEFs fixiert und gegen dsDNA immunzytochemisch gefärbt. Die 

mikroskopische Quantifizierung der zytoplasmatischen dsDNA-Strukturen ergab unter 

Kontrollbedingungen (DMSO), wie bereits zuvor beschrieben, eine signifikante Erhöhung der 

nukleären Knospungen als auch perinukleären Körperchen in den CreERT
+/-

-Kulturen gegenüber den 

CreERT
-/-

-Primärzellen. Durch die Verwendung des Inhibitors wurde die Anzahl der perinukleären 

dsDNA-Aggregate signifikant in den defizienten Zellen erhöht. Dieser Unterschied konnte für die am 

Zellkern auftretenden Knospungen nicht festgestellt werden (Abb. 22A/B).  

Nachdem die letzte Phase der Autophagie chemisch gehemmt wurde, sollte in einem zweiten 

experimentellen Ansatz die Bildung des Autophagosoms als erstem Schritt des Abbauprozesses 

unterbunden werden. Dazu wurde der Knock-down des Proteins Atg5 vorgenommen, das im 

multimeren Komplex mit Atg12 und Atg16L1 essentiell an der Formierung und Elongation der 

Isolatormembran beteiligt ist (Tanida, 2011; Mizushima et al., 2001). Gleichzeitig wurden die 

Primärzellen zur Kontrolle mit non-targeting siRNA behandelt.  

Zunächst wurde die Effizienz des Knock-downs drei Tage nach Transfektion der Nukleinsäuren auf 

RNA-Ebene mittels real time PCR überprüft. Dabei zeigte sich, dass die Transkriptmenge des Genes 

Atg5 auf ein Niveau von etwa 6 %  gegenüber den Kontrollzellen reduziert war (Abb. 22C). Diese 

Reduktion führte zur signifikanten Erhöhung der ISGs CXCL10 und IFIT1 in den RNase H2-

defizienten und nicht defizienten Zellen gegenüber den mit non-targeting siRNA behandelten 

Äquivalenten. Hervorzuheben ist, dass insbesondere in den CreERT
+/-

-Zellen nach dem Knock-down 

sehr stark erhöhte Konzentrationen an ISG-Transkripten festgestellt wurden (Abb. 22D).  

Zusammengefasst konnten unter Nutzung des Inhibitors BafA1 als auch des Knock-downs von Atg5 

indirekt Hinweise für den Mechanismus des Abbaus der ektopischen dsDNA gewonnen werden. Um 

jedoch eine direkte Verbindung zwischen zytoplasmatischer dsDNA und Autophagie aufzuzeigen, 

wurden die defizienten Zellen mit einem Tandemfluoreszenzkonstrukt transfiziert, das als Marker der 

autophagischen Strukturen diente und die Unterscheidung der Kompartimente Autophagosom und 

Autolysosom erlaubte. Es handelte sich bei dem Markerprotein um LC3, das als Fusionsprotein mit 

mRFP (monomeric red fluorescent protein) und eGFP (enhanced green fluorescent protein) exprimiert 

vorlag. LC3 wird zunächst zytoplasmatisch exprimiert, anschließend C-terminal prozessiert (LC3-I) 

und letztlich an Phosphatidylethanolamin (PE) als Bestandteil der Membran des sich bildenden 

Autophors gebunden (LC3-II) (Kabeya et al., 2000). Im Autophagosom kann sowohl eGFP als auch 

mRFP kolokalisiert detektiert werden, währenddessen der saure pH-Wert im Autolysosom das grüne 

Fluoreszenzsignal quencht.  
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Abb. 22  Abbau extranukleärer, zytoplasmatischer DNA durch Autophagie. 

(A) Repräsentative immunzytochemische Färbung gegen dsDNA (Alexa Fluor 488, grün) 3 d post 4-OHT-Induktion und 24 

h post der Behandlung von CreERT-/-- und CreERT+/--MEFs mit DMSO (ctrl) bzw. Bafilomycin A1 (BafA1, 10 nM), 

Maßstab 20 µm. (B) Quantifizierung der dsDNA-Strukturen aus (A), 2-WAY-ANOVA, Bonferri-Posttest, * p < 0,05 und *** 

p < 0,001  (n = 3, insgesamt 300 Zellen). (C) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) von Atg5 der CreERT-/--MEFs (x =1) 

und CreERT+/--MEFs 3 d post Transfektion mit siRNA (non-targeting = sictrl, siAtg5)  sowie 3 d post Induktion mit 4-OHT 

via real time PCR zur Untersuchung der Knock-down-Effizienz; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 1-

WAY-ANOVA, Turkey Posttest; *** p < 0,001  (n = 2). (D) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der ISGs IFIT1 und 

CXCL10 der transfizierten und induzierten Zellen aus (C); Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 2-WAY-

ANOVA, Turkey-Posttest; * p < 0,05, ** p < 0,01  und *** p < 0,001  (n = 2). (E) Mikroskopische Aufnahmen der mit 

mRFP-eGFP-LC3 transfizierten CreERT+/--MEFs mit Gegenfärbung der nukleären dsDNA (DAPI, blau) 3 d post 4-OHT-

Induktion und Transfektion sowie 2 d post Selektion mit Puromycin; Kolokalisation von perinukleären Körperchen, eGFP 

und mRFP; Maßstab 2,5 µm. (F) Quantifizierung der perinukleären Körperchen, die mit eGFP/mRFP (Autophagosom) oder 

nur mit mRFP (Autolysosom) kolokalisieren (n = 3; insgesamt 300 perinukleäre Körperchen). 
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Die perinukleären Körperchen in RNase H2-defizienten Zellen zeigten eine Umhüllung mit dem 

Markerprotein LC3-II, die sich in einer Kolokalisation der Fluoreszenzen von eGFP und mRFP 

darstellte und für den Abbau der dsDNA-Aggregate mittels Autophagosomen sprach. Diese bestand 

für 86,32 % ± 3,29 % der perinukleären Strukturen. Dennoch konnte keine Kolokalisation der extranu-

kleären DNA einzig mit mRFP detektiert werden.  

 

3.1.16 RNase H2-Defizienz bedingt erhöhte basale Autophagie, aber keinen erhöhten Flux 

 
Nachdem der Abbau zytoplasmatischer dsDNA-Strukturen mittels Autophagie anhand verschiedener 

Methoden belegt werden konnte (Abschnitt 3.1.15), sollte anschließend begutachtet werden, ob 

dadurch eine erhöhte basale Autophagie bedingt ist und/oder ein erhöhter autophagischer Umsatz, sog. 

Flux, besteht. Hierzu wurden die primären MEFs drei Tage nach der Induktion mit 4-Hydroxy-

tamoxifen mit 100 nM Bafilomycin A1 für 4 h bzw. als Kontrolle mit einem äquivalenten Volumen an 

DMSO für den gleichen Versuchszeitraum behandelt und anschließend gegen LC3-I und -II im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen geblottet. 

 

Abb. 23 Erhöhte basale Autophagie in RNase H2 defizienten MEFs.  

(A)  Repräsentativer Immunblot der CreERT-/-- und CreERT+/--MEFs 3 d post 4-OHT-Induktion (ctrl) sowie nach 

Behandlung mit DMSO oder Bafilomycin A1 (BafA1, 100 nM) für 4 h gegen LC3-I/II (kurze und lange Exposition, ~14 

kDa/18 kDa), Lamp2 (~110 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) und GAPDH (37 kDa) als Ladekontrolle; RNase H2-Defizienz 

mit verstärkter, basaler Autophagie, (n = 3). (B) densiometrische Auswertung der LC3-II Banden im Verhältnis zu den LC3-I 

Signalen der Immunblots aus (A); kein erhöhter Flux sichtbar (n =3). (A-B) Durchführung in Kooperation mit M. Sc. Sönke 

Rudnik (AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-Universität zu Kiel, Deutschland). (C) Analyse der 

relativen Expression (2-ΔΔCp) der Autophagiefaktoren Becn1 und Atg7 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den CreERT+/--MEFs 

3 d post 4-OHT-Induktion via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer T-TEST (n 

= 3). 
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In den Immunblots wurde eine stärkere Signalgebung bezüglich der lipidierten Form von LC3 (LC3-

II) unter Standardbedingungen in den RNase H2-defizienten Kulturen festgestellt, die durch Inhi-

bierung des luminalen Abbaus im Autolysosom mittels Bafilomycin A1 noch stärker hervortrat (Abb. 

23A). Analysierte man jedoch das Verhältnis zwischen LC3-II zu –I mittels Densitometrie, ergab sich 

kein signifikanter Unterschied in den inhibierten Kulturen, der für einen veränderten Flux gesprochen 

hätte, sodass die Kinetik des autophagischen Prozesses sich nicht zwischen den CreERT
-/-

- und 

CreERT
+/-

-MEFs unterschied (Abb. 23B). Ebenso konnte kein Unterschied auf RNA-Ebene bezüglich 

der Autophagiegene Becn1 und Atg7 festgestellt werden (Abb. 23C). 

 
 

3.1.17 mTOR-Inhibitoren reduzieren die Expression von ISGs und das Vorkommen zytoplas-

matischer dsDNA 

 
In den vorherigen Experimenten konnte das Vorkommen von zytoplasmatischer, doppelsträngiger 

DNA in RNase H2-defizienten MEFs belegt (Abschnitt 3.1.8), deren immunstimulierende Wirkung 

aufgezeigt (Abschnitt 3.1.14) und ihr Abbau über Autophagie festgestellt werden (Abschnitt 3.1.15). 

Um diesen mechanistischen Zusammenhang zu verifizieren und eine Möglichkeit der Reduktion der 

Immunreaktion im Hinblick auf potenzielle Therapeutika zu erproben, wurden die CreERT
-/-

- und 

CreERT
+/-

-MEFs während der Induktion mit 4-Hydroxytamoxifen ebenso mit den Hemmstoffen 

Rapamycin und Torin-1 für 3 Tage behandelt. 

Es handelt sich dabei um mTOR (mammalian target of rapamycin)-Inhibitoren (Noda und Ohsumi, 

1998), durch deren Zusatz die aktivierende Funktion dieses Proteins auf den Initiationsfaktor elF4F 

sowie die ribosomale S6Kinase aufgehoben wird. Dadurch sinkt die Translationsrate und ein 

Übergang von G1- zu S-Phase wird verhindert. Gleichzeitig wird die Erhöhung der Autophagie 

aufgrund der Dissoziation des ULK-Komplexes von mTORC1 induziert (Saunders et al., 2001; 

Panwalkar et al., 2004). 

Nach dem Zusatz der Inhibitoren konnte eine Reduktion der perinukleären Körperchen sowohl in mit 

Rapamycin als auch Torin-1 behandelten RNase H2-defizienten MEFs anhand der Quantifizierung 

immunzytochemischer Färbungen gegen doppelsträngige DNA festgestellt werden. Diese Abnahme 

war jeweils abhängig von der Konzentration (Abb. 24B). Gleichfalls korrelierte mit diesem Befund die 

Abnahme der Expression der ISGs CXCL10 und IFIT1, die anhand real time PCRs gemessen wurden 

(Abb. 24A). 
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Abb. 24 Einfluss von mTOR-Inhibitoren auf den Phänotyp.   

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der ISGs IFIT1 und CXCL10 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den CreERT+/--

MEFs 3 d post 4-OHT Induktion sowie 3 d post mTor-Inhibitorbehandlung (Rapamycin: 0,5 nM oder 5 nM; Torin-1: 25 nM 

oder 50 nM) via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 1-WAY-ANOVA, Turkeys Posttest, ** 

p < 0,01 und *** p < 0,001  (n = 2). (B) Repräsentative Quantifizierung der Kulturen aus (A) bezüglich des Vorkommens 

perinukleärer Körperchen mittels immunzytochemischer Färbung gegen dsDNA, Mittelwert ± SEM; 1-WAY-ANOVA, 

Turkeys Posttest, *** p < 0,001  (n = 2, insgesamt 300 Zellen). 

 

3.1.18 Keine Vergrößerung des lysosomalen Kompartiments in RNase H2-defizienten MEFs 

feststellbar  

 
Die Fusion von Lysosom und Autophagosom führt zur Bildung des Autolysosoms, in dem der Abbau 

der Cargo stattfindet (Mizushima, 2007; Damme et al., 2014). Da bereits eine erhöhte basale 

Autophagie festgestellt wurde (Abschnitt 3.1.16), sollte weiterführend das lysosomale Kompartiment 

betrachtet werden. 

Dazu wurden die primären CreERT
+/-

-MEFs drei Tage nach Induktion mit 4-OHT auf die Expression 

der lysosomalen Gene Lamp1 und Ctsa untersucht. Es zeigte sich jedoch im Vergleich zu den 

CreERT
-/-

-Zellen kein signifikanter Unterschied (Abb. 25D). Dieser wurde ebenso wenig in einer 
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immunzytochemischen Färbung gegen das lysosomale Transmembranprotein Lamp1 (Abb. 25C) als 

auch der Aktivitätsmessung des lysosomalen Enzymes β-Hexosaminidase ersichtlich (Abb. 25B). 

Stattdessen bestand zwischen beiden Versuchsgruppen eine nahezu identische Expression des 

lysosomalen Membranproteins Lamp2 unter Standard- als auch serumarmen Bedingungen, die mittels 

Immunblots analysiert wurden. Zwar führte die Serumarmut zur Erhöhung der Bandenintensität, 

jedoch in beiden MEF-Kulturen in gleicher Weise (Abb. 23A). 

 

 

Abb. 25 RNase H2-Defizienz ohne Einfluss auf das lysosomale Kompartiment. 

(A) Repräsentativer Immunblot der CreERT-/-- und +/--MEFs 3 d post 4-OHT-Induktion unter Standard-bedingungen (10 % 

FKS) und Serumarmut (0,5 % FKS) gegen Lamp2 (~110 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) und GAPDH (37 kDa) als 

Ladekontrolle (n = 3). (B) Analyse der Aktivität des lysosomalen Enzymes beta-Hexosaminidase in den der CreERT-/-- und 

+/--MEFs 3 d post 4-OHT-Induktion; Mittelwert ± SEM; studentischer T-TEST; n.s. - nicht signifikant (n = 9). (A-B) 

Durchführung in Kooperation mit M. Sc. Sönke Rudnik (AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-

Universität zu Kiel, Deutschland). (C) Repräsentative immunzytochemische Färbung der CreERT-/-- und +/--MEFs 3 d post 4-

OHT-Induktion gegen Lamp1 (Alexa Fluor 488, grün) mit Gegenfärbung des Zellkernes (DAPI, blau), Maßstab 20 µm (n = 

2). (D) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der lysosomalen Gene Ctsa und Lamp1 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den 

CreERT+/--MEFs 3 d post 4-OHT-Induktion via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 

studentischer T-TEST (n = 3). 
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3.1.19 Zelluläre Seneszenz in RNase H2-defizienten MEFs 

 
In allen vorangegangenen Experimenten (Abschnitt 3.1.4 bis Abschnitt 3.1.18) wurden nur die 

direkten Folgen der RNase H2-Defizienz begutachtet. Um jedoch ein Verständnis für die 

Langzeiteffekte der enzymalen Abwesenheit zu erlangen, sollten in weiterführenden Versuchen 

spätere Untersuchungszeitpunkte in den Fokus der Analyse gestellt werden. 

Ein besonderer Schwerpunkt lag dabei auf den Auswirkungen der Aktivierung der DNA-

Schadensantwort, die in RNase H2-defizienten MEFs nicht zur Ausprägung eines apoptotischen 

Phänotyps führte (Abschnitt 3.1.5). Deshalb sollte nun überprüft werden, ob die Zellen stattdessen 

Merkmale der zellulären Seneszenz aufwiesen. Dieser Zellzustand wird progressiv als Antwort auf 

genotoxischen Stress ausgebildet und sollte daher anhand zweier Untersuchungszeitpunkte näher 

betrachtet werden.  

Bereits 10 Tage nach der Induktion mit 4-Hydroxytamoxifen wiesen die RNase H2-defizienten 

Primärzellen einen Zellzyklusarrest auf, der sich in einer hoch signifikant verringerten prozentualen 

Rate der CreERT
+/-

-MEFs in der S-Phase des Zellzykluses äußerte, die nahezu auf 0 % gegenüber dem 

Kontrollzellniveau von 19,94 % ± 1,55 % herabgesenkt war (Abb. 26B). Gleichfalls wurde ein 

verändertes RNA-Profil festgestellt, bei dem die Gene p19, p21 und IL-6 signifikant höher exprimiert 

vorlagen (Abb. 26D). Diese erhöhte Expression war ebenso 17 Tage nach der Induktion mit dem 

Östrogenderivat sichtbar und teilweise stärker ausgeprägt. So bestand für das Gen Igfbp5 eine 17-

fache sowie für IL-6 eine 5-fache Expressionssteigerung gegenüber den CreERT
-/-

-MEFs (Abb. 26E), 

die am davor analysierten Zeitpunkt geringere Zahlenwerte von 1,7 bzw. 3 bezifferten (Abb. 26D). 

Diese Zunahme über die Zeit wurde auch in der Sekretion des Zytokins in den Zellüberstand deutlich. 

Während 3 Tage nach der Induktion mit 4-Hydroxytamoxifen kein Unterschied bezüglich der 

Interleukin-6 (IL-6)-Konzentrationen zwischen den beiden Zellpopulationen vorlag, nahm die Menge 

an sekretiertem Interleukin in den RNase H2-defizienten MEFs stetig zu. Dieser Trend wurde auch für 

das Chemokin KC (auch als CXCL1 bekannt), eine weitere, essentielle Komponente des Seneszenz-

assoziierten sekretorischen Phänotyps (SASP), mit Hilfe von ELISA-Messungen festgestellt (Abb. 

26C). Zuletzt wurde die Morphologie der Zellen betrachtet. So zeigte der Vergleich beider Kulturen, 

dass die RNase H2-defizienten MEFs gegenüber den Kontrollzellen vor allem durch eine stark 

vergrößerte, abgeflachte Zellform charakterisiert waren (Abb. 26A). Die defiziente Zellpopulation 

wies außerdem eine stärkere Expression der lysosomalen beta-Galaktosidase auf, welche anhand des 

Substratumsatzes von 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal) in einen blauen 

Farbstoff im sauren Milieu (pH = 6,0) visualisiert wurde (Abb. 26A).  
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Abb. 26 RNase H2-Defizienz bedingt Seneszenz und SASP. 

(A) Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen der CreERT-/-- und +/--MEFs 17 d post 4-OHT-Induktion nativ (oben) 

und nach der Färbung zum Nachweis der sauren β-Galaktosidase (unten, blau), Maßstab 200 µm (n = 3). (B) Analyse der 

prozentualen Rate an Zellen in der S-Phase des Zellzykluses mittels EdU-Assay 10 d post 4-OHT-Induktion (n = 3-5). (C) 

Bestimmung der Konzentration an sekretiertem IL-6 und KC in den Überstanden induzierter CreERT-/-- und +/--MEFs mittels 

ELISA an den Untersuchungszeitpunkten 3 d, 10 d und 17 d post 4-OHT-Zusatz; Normalisierung gegen die Zellzahl; 

Mittelwert ± SEM, 2-WAY-ANOVA, Bonferri-Posttest, *** p < 0,001 (n = 3). (D) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) 

der Seneszenz-assoziierten Gene p19, p21, Igfbp5 und IL-6 der CreERT-/-- (x =1) gegenüber den CreERT+/--MEFs 10 d post 

4-OHT-Induktion mittels real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer T-TEST; * p < 

0,05 , ** p < 0,01 und *** p < 0,001  (n = 3). (E) entspricht (D) aber 17 d post 4-OHT-Induktion.  
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3.1.20 Veränderung des in-vitro-Phänotyps der RNase H2-defizienten MEFs in der zellulären 

Seneszenz  

 
Seneszente Zellen sind durch ein vergrößertes, lysosomales Kompartiment und ein erhöhtes Maß an 

Autophagie gekennzeichnet (Singh et al., 2012). Drei Tage nach der Induktion bestanden bezüglich 

dieser Merkmale zwischen den CreERT
-/-

- und CreERT
+/-

-MEFs keine Unterschiede auf 

Transkriptionsebene (Abschnitt 3.1.16 und 3.1.18). Daher sollte nun überprüft werden, inwiefern sich 

dieser Befund 10 Tage nach dem Zusatz von Hydroxytamoxifen geändert hat, da zu diesem 

Untersuchungszeitpunkt bereits Merkmale der Seneszenz sehr deutlich ausgeprägt waren (Abschnitt 

3.1.19). 

Dazu wurden real time PCRs durchgeführt, die aufzeigten, dass sowohl die Autophagiegene Becn1 

und Atg7 sowie die lysosomalen Gene Lamp1 und Ctsa signifikant höher in den RNase H2-defizienten 

MEFs gegenüber ihren 3 d post Induktion analysierten Äquivalenten und in Bezug auf die 

Kontrollzellen  CreERT
-/-

 exprimiert wurden (Abb. 27A/B). Gleichzeitig korrelierte diese Zunahme 

mit der Abnahme der Expression der ISGs IFIT1, IFIT3, CXCL10 und IRF7 (Abb. 27C). 

 

Abb. 27 Langzeiteffekte RNase H2-defizienter Kulturen. 

(A-C) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der Autophagiegene Becn1 und Atg7 (A), der lysosomalen Gene Ctsa und 

Lamp1 (B) sowie der ISGs IFIT1, IFIT3, CXCL10 und IRF7 (C)  der CreERT-/-- (x = 1, 3 d post 4-OHT) gegenüber den 

CreERT+/--MEFs 3 d und 10 d post 4-OHT-Induktion via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 

1-WAY-ANOVA; Turkeys Posttest, * p < 0,05 , ** p < 0,01 und *** p < 0,001  (n = 3). 
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3.1.21 Gleichzeitige p53-Defizienz negiert den seneszenten Phänotyp in RNase H2-defizienten

 MEFs  

 
Ein zentraler Schlüsselregulator der DNA-Schadensantwort ist der Transkriptionsfaktor p53, der u.a. 

die Expression von Genen zur Arretierung des Zellzykluses bzw. der Progression zur Seneszenz 

vermittelt (Helton und Chen, 2007). Daher erlaubt dessen Knock-out die Negierung des seneszenten 

Phänotyps und ermöglicht zugleich eine Trennung der Effekte, die nicht mit diesem assoziiert sind. 

Bei RNase H2-defizienten Mäusen führt er ferner zur Verzögerung der embryonalen Letalität (Reijns 

et al., 2012) und erlaubt die Isolierung muriner embryonaler Fibroblasten, die nachfolgend im 

Vergleich zum induzierbaren Knock-out betrachtet wurden.  

Zunächst wurden die vorhandenen Linien an murinen, embryonalen Fibroblasten auf den RNaseH2B- 

und p53-Status analysiert. Im Gegensatz zum loxP-CreERT-basierten System beruht die RNase H2-

Defizienz in den p53-defizienten Zellen auf einer Knock-in-Mutation im 7. Exon des RNaseH2B-

Genes, die zu einem vorzeitigen Stopp-Codon führt (Reijns et al., 2012). Unabhängig davon wies auch 

dieses System eine sehr deutlich reduzierte Transkriptmenge der RNaseH2B-Untereinheit auf 

(Vergleich Abschnitt 3.1.2, Abb. 28B). Im anschließenden Immunblot von Gesamtzelllysaten ergab 

sich ferner ein dem Genotyp entsprechendes Bandenmuster, bei dem außerdem deutlich wurde, dass 

durch die Abwesenheit des Transkriptionsfaktors p53 eine verstärkte Expression der Untereinheit B in 

den p53
-/-

 H2B
+/+

-Kontrollzellen gegenüber den CreERT
-/-

-MEFs bestand (Abb. 28A). Diese erhöhte 

Proteinmenge spiegelte sich auch in einer gesteigerten Aktivität im RNase H Assay wider, bei dem die 

H2B
+/+

 p53
-/-

- gegenüber den CreERT
-/-

-Zellen deutlich höhere Umsatzwerte aufwiesen, die bei den 

RNase H2-defizienten, äquivalenten Zellen bezüglich der RER-Aktivität des Enzymes nahezu nicht 

vorhanden waren (Abb. 28C). 

Nachdem die Abwesenheit der RNase H2 sowie p53 in den Zellen verifiziert wurden, sollten 

anschließend einige Schlüsselexperimente bezüglich der Ausprägung eines seneszenten Phänotyps 

durchgeführt werden, die im induzierbaren System klare Unterschiede zwischen Kontroll- und 

Defizienzgruppe ergeben hatten (Abschnitt 3.1.19 und Abschnitt 3.1.20). Daher wurden zunächst real 

time PCRs durchgeführt, die belegten, dass zwischen den H2B
+/+

 p53
-/-

 und H2B
-/-

 p53
-/-

 MEFs nahezu 

gleiche Transkriptionsniveaus in Bezug auf die Gene p19, IL-6 und Igfbp5 vorlagen (Abb. 29A). 

Ebenso negierte die p53-Defizienz die erhöhte Sekretion des Zytokins IL-6 bei Abwesenheit der 

RNase H2, dessen Konzentration im Zellüberstand nach 24 h mittels ELISA quantifiziert wurde. 

Stattdessen lagen die Konzentrationen im Bereich der CreERT
-/-

 MEFs (Abb. 29B).  

Zuletzt wurde die Expression der lysosomalen beta-Galaktosidase anhand des Substratumsatzes von 5-

Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal) visualisiert. Es zeigte sich, dass einzig die 

CreERT
+/-

 MEFs das blau gefärbte Produkt der Substratumsatzreaktion in verstärktem Maße bildeten,  
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Abb. 28 Initiale Charakterisierung RNase H2/p53-defizienter MEFs. 

(A) Repräsentativer Immunblot aller MEF-Kulturen (CreERT-/- bzw. +/- 3d post 4-OHT; p53-/- H2B+/+ bzw. -/-) auf p53 (53 

kDa), RNase H2 (34,7 kDa) und beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n = 2). (B) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) 

der RNaseH2B-Untereinheit der p53-/- H2B+/+- (x =1) gegenüber den p53-/- H2B-/--MEFs via real time PCR; Normalisierung 

gegen GAPDH, Mittelwert ± SEM, 2-seitiger studentischer T-TEST, *** p < 0,001 (n= 3). (C) Repräsentative, enzymatische 

Kinetikmessungen der MEF-Kulturen aus (A) bezüglich der RNase H und H2-Aktivität (n = 1). 

 
während alle weiteren MEF-Linien nahezu keine Blaufärbung im gleichen Versuchszeitraum 

ausprägten (Abb. 29C). Dieser Befund ist bereits ein Hinweis auf das vergrößerte lysosomale 

Kompartiment der seneszenten CreERT
+/-

 Primärzellen und steht im Einklang mit den erhöhten 

Expressionswerten der Gene Lamp1 und Ctsa (Abschnitt 3.1.19). Diese Erhöhung ist jedoch nach dem 
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Knock-out von p53 sowohl für die lysosomalen Gene als auch Autophagiegene nicht mehr feststellbar 

(Abb. 29D/E).   

 

 

Abb. 29 Gleichzeitige p53-Defizienz rettet den seneszenten Phänotyp RNase H2-defizienter MEFs.   

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der Seneszenz-assoziierten Gene p19, Igfbp5 und IL-6 der p53-/- H2B+/+- (x =1) 

gegenüber den p53-/- H2B-/--MEFs via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH, Mittelwert ± SEM; studentischer T-

TEST (n = 3). (B) Bestimmung der Konzentration an sekretiertem IL-6 in den Überstanden der MEF-Kulturen (p53-/- H2B+/+ 

bzw. -/- sowie CreERT-/- bzw. +/- 17 d post 4-OHT) mittes ELISA; Normalisierung gegen die Zellzahl; Mittelwert ± SEM, 1-

WAY-ANOVA, Turkey-Posttest, *** p < 0,001 (n = 2). (C) Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen der MEF 

Kulturen (p53-/- H2B+/+ bzw. -/- sowie CreERT-/- bzw. +/- 17 d post 4-OHT) nach der Färbung zum Nachweis der lysosomalen 

β-Galaktosidase (blau) (n = 2). (D/E) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der lysosomalen Gene Lamp1, Ctsa und der 

Autophagiegene Atg5 und Becn1 der p53-/- H2B+/+- (x =1) gegenüber den p53-/- H2B-/--MEFs via real time PCR; 

Normalisierung gegen GAPDH, Mittelwert ± SEM; studentischer T-TEST (n = 3). 
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3.2  Folgen der RNase H2-Defizienz im murinen Gehirn 

 
Das Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS) ist eine erbliche Autoimmunerkrankung, die insbesondere 

durch eine chronische Entzündung des zentralen Nervensystems (ZNS) resultierend in Kalzifi-

zierungen, Leukoenzephalopathie und zerebraler Atrophie charakterisiert ist (Aicardi und Goutières, 

1984; Lanzi et al., 2002; Rice et al., 2007). Des Weiteren zeigt es klinische und subklinische 

Überschneidungen mit SLE und kongenitalen Virusinfektionen, die ebenso durch erhöhte Interferon-

alpha Konzentrationen und dem Vorliegen einer ISG-Signatur gekennzeichnet sind (Rigby et al., 

2008; Crow et al., 2009; Ramantani et al., 2010). Als Hauptquelle des Typ I Interferons in AGS-

Patienten wurden Astrozyten beschrieben (van Heteren et al., 2008). Damit im Einklang führt die 

astrogliale Überexpression des Interferons im Mausmodell zur Ausprägung eines AGS-ähnlichen 

Phänotyps (Akwa et al., 1998; Campbell et al., 1999). 

Daher sollten nun in weiterführenden Versuchen die Auswirkungen der RNase H2 Defizienz in 

astroglialen Zellen betrachtet werden um wenn möglich ein in-vivo Krankheitsmodell zu etablieren. 

Gleichfalls galt es einen Teil der vorangegangenen Ergebnisse in einem alternativen System zu 

überprüfen. Dieses beruhte ebenso auf der Cre-loxP-vermittelten Rekombination, da die vollständige 

enzymale Abwesenheit zur embryonalen Letalität führt (Reijns et al., 2012; Hiller et al., 2012). 

 

3.2.1 Zucht des konditionalen RNaseH2B Knock-out Stammes GFAP_Cre_H2B 

 
Um einen zellspezifischen Knock-out in Astrozyten zu erzielen wurde der Stamm GFAP_Cre (FVB-

Tg(GFAP-cre)
25Mes

/J) mit dem RNaseH2B_flox (Rnaseh2b
tm1a(EUCOMM)Wtsi

/J)-Stamm gekreuzt (Abb. 

30A/B). Die homozygoten Nachkommen der F2-Generation der gezüchteten GFAP_Cre_H2B-Linie 

waren lebensfähig, fertil und phänotypisch unauffällig. Die weitere Zucht der homozygoten Tiere wies 

des Weiteren keine Besonderheiten bezüglich der Wurfgröße, Anzahl an Totgeburten oder Verteilung 

der Geschlechter auf (Abb. 30D). Die eindeutige Zuordnung der Genotypen erfolgte anhand von 

Genotypisierungs-PCRs auf den Lysaten der Schwanzbiopsate, die zwischen der 3. und 6. Woche nach 

der Geburt der Jungtiere genommen wurden. Die elektrophoretische Auftrennung der Fragmente in 

einer Agarosematrix erlaubte die Unterscheidung von gefloxtem RNaseH2B-Allel mit einer Bande in 

Höhe von 390 bp gegenüber einem Wildtyp-Allel von 420 bp. Das GFAP_Cre-Transgen war als 

Amplifikat von 190 bp eindeutig identifizierbar (Abb. 30C). In allen weiteren Versuchen wurden 

Versuchstiere als auch aus diesen isolierte Primärkulturen des Genotyps RNaseH2B
lox/lox 

als 

Kontrollgruppe (abgekürzt als GFAP_Cre
-/-

) und des Genotyps RNaseH2B
lox/lox

 GFAP_Cre
+/-

 

(abgekürzt als GFAP_Cre
+/-

) als Vergleichs- bzw. Defizienzgruppe verwendet. Um ferner eine 

maximale Vergleichbarkeit zu gewährleisten wurde mit Geschwisterpaaren (litter mates) gearbeitet. 
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Abb. 30 Zucht des konditionalen Knock-out-Stammes GFAP_Cre_H2B. 

(A) Verpaarungsschemata zur Zucht des konditionalen RNaseH2B-Knock-outs mit Darstellung der Genotypen der Parental- 

(P) und Filialgenerationen (F1 bzw. F2); alle folgenden Generationen (> F2) basierten auf Geschwisterverpaarungen. (B) 

Aufbau der transgenen Genbereiche des RNaseH2B_flox- sowie GFAP_Cre-Stammes wie unter Abschnitt 2.1.16 

beschrieben. (C) Fotografische Dokumentation der Fragmente der Genotypisierungs-PCRs, die mittels 

Agarosegelelektrophorese (2 % Matrix) aufgetrennt, mit Hilfe von Ethidiumbromid visualisiert und bezüglich ihrer Länge 

(Basenpaar, bp) qualitativ untersucht wurden; RNaseH2B_flox-Fragment wt: 420 bp tg: 390 bp; GFAP_Cre-Fragment: 190 

bp. (D) Zuchtstatistik der homozygoten Verpaarungen des GFAP_Cre_H2B-Stammes in Bezug auf Wurfgröße, Geschlecht 

und Genotyp unter Angabe der Verteilungen in % sowie der für die Berechnung zugrunde liegenden Anzahl der Tiere der 

Klammern; * Einbeziehung aller Tiere > 3 Wochen. 
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3.2.2 Verifizierung des konditionalen, astroglialen RNase H2-Knock-outs in-vivo  

 
Um die Abwesenheit der RNase H2 im GFAP_Cre_H2B-Stamm auf Proteinebene zu belegen wurden 

immunhistochemische Färbungen gegen das Enzym sowie den astroglialen Marker GFAP in 

verschiedenen Gehirnarealen durchgeführt. Die mikroskopische Auswertung der Gehirnschnitte 

belegte die fehlende Expression der Ribonuklease in Astroglia (Abb. 31A). Jedoch wurde auch 

ersichtlich, dass eine unspezifische Ausschaltung in neuronalen Zellen erfolgte. Um diesen 

Sachverhalt zu klären wurden vergleichende Färbungen gegen die RNase H2 mit Gehirnschnitten des 

EMX1_Cre_H2B-Stammes durchgeführt, bei denen die Cre-Rekombinase vermittelte Deletion in den 

Neuronen des Cortex und Hippocampus stattfindet (Abschnitt V.IV, Anhang A4).  

Der Vergleich beider Stämme in der Immunhistochemie belegte, dass es keinen Unterschied in Bezug 

auf die Expression der RNase H2 zwischen den GFAP_Cre
+/-

 und EMX1_Cre
+/-

 Tieren im Bereich des 

Zerebralcortex und Hippocampus gab (Abb. 32A). Demzufolge beschränkte sich die Defizienz des 

GFAP_Cre_H2B Stammes nicht nur auf astrogliale Zellen, sondern schloss auch neuronale Zellen ein. 

Ferner verdeutlichten die Immunfluoreszenzen der Kontrolltiere, dass die höchste Expression des 

Enzymes in Neuronen und hoch proliferativen Ki67
+
 Zellen der subgranulären Zone des Gyrus 

dentatus vorlag (Abb. 32B). Als weiteren Nachweis der enzymalen Reduktion im Gehirn wurden 

Gesamtgewebslysate des Organs gegen die Untereinheit A geblottet, in denen eine starke 

Expressionsminderung zu erkennen war (Abb. 31B).  

 

Abb. 31 Verifizierung des konditionalen Knock-outs im GFAP_Cre_H2B-Stamm. 

(A) Repräsentative immunhistochemische Färbungen von Gehirnschnitten des GFAP_Cre_H2B-Stammes (3 Monate alt) im 

Bereich des Zerebralcortex und Hippocampus gegen die RNase H2 (Cy3, rot) sowie den astroglialen Marker GFAP (Alexa 

488, grün) mit Gegenfärbung der Zellkerne (DAPI, blau); Maßstab wie angegeben, Durchführung durch Dr. Markus Damme 

(AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-Universität zu Kiel). (B) Repräsentativer Immunblot von 

Gehirnlysaten von GFAP_Cre-/-- bzw. +/--Tieren (8 Wochen alt) gegen die RNaseH2A-Untereinheit (~35 kDa) sowie beta-

Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle. 
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Abb. 32 RNase H2-Expression in Gehirnen der Stämme EMX1_Cre_H2B und GFAP_Cre_H2B.  

(A) Repräsentative immunhistochemische Färbungen von Kryogehirnschnitten des EMX1_Cre_H2B- (6 Wochen alt) und 

GFAP_Cre_H2B-Stammes (3 Monate alt) im Bereich des Zerebralcortex und Hippocampus gegen die RNase H2 (Cy3, rot) 

sowie den astroglialen Marker GFAP (Alexa 488, grün) mit Gegenfärbung der Zellkerne (DAPI, blau). (B) Repräsentative 

immunhistochemische Färbungen von Gehirnschnitten der EMX1_Cre-/- Kontrolltiere (6 Wochen alt) im Bereich des Gyrus 

dentatus gegen die RNase H2 (Cy3, rot) sowie (a) den astroglialen Marker GFAP (Alexa 488, grün) bzw. (b) den 

Proliferationsmarker Ki67 (Alexa 488, grün) mit Gegenfärbung der Zellkerne; Kolokalisation in den proliferierenden Zellen 

der subgranulären Zone. (A-B) Durchführung in Kooperation mit Dr. Markus Damme (AG Paul Saftig, Biochemisches 

Institut, Christian-Albrechts-Universität zu Kiel, Deutschland).  

 

3.2.3 RNase H2-Defizienz im Gehirn ohne auffälligen Phänotyp 

 
Patienten, die am Aicardi-Goutières-Syndrom leiden, weisen starke Veränderungen in der 

Morphologie des Gehirnes auf. Diese äußern sich in Kalzifizierungen, Leukoenzephalophathie 

und/oder zerebraler Atrophie. Gleichzeitig besteht eine Neuroinflammation, die mit der erhöhten 

Sekretion der Zytokine CXCL10 und Interferon-α einhergeht (Aicardi und Goutières, 1984; Lanzi et 

al., 2002; van Heteren et al., 2008). 
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Abb. 33 RNase H2-Defizienz im Gehirn ohne morphologischen Phänotyp. 

Repräsentative, histologische Untersuchungen an 8 Monate alten GFAP_Cre-/-- und GFAP_Cre+/--Tieren bezüglich der 

Morphologie des Gehirnes anhand von H&E-Färbungen (n = 3); a-d in steigender Vergrößerung mit schwarz gerahmter 

Kennzeichnung des vergrößerten Bereiches; Durchführung in Kooperation mit Prof. Dr. Markus Glatzel (Institut für 

Neuropathologie, Universitäts-Klinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland). 

 

Um zu überprüfen, inwiefern Tiere des GFAP_Cre_H2B-Stammes eine Ausprägung dieser Merkmale 

aufwiesen, wurden zunächst histologische Untersuchungen an zwei verschiedenen Zeitpunkten 

durchgeführt. Die morphologische Begutachtung der Übersichts- und Detailaufnahmen von H&E- 

gefärbten Sagittalschnitten 8 Monate alter, perfundierter Tiere ergab keine Unterschiede in Bezug auf 

die Gliederung, zelluläre Strukturierung oder Größe der Gehirne zwischen den GFAP_Cre
-/-

- und 

GFAP_Cre
+/-

-Mäusen (Abb. 33). Da anhand dieser Färbung jedoch nur sehr starke morphologische 

oder zelluläre Veränderungen in Geweben sichtbar werden, sollten anschließend zur detaillierten 

Charakterisierung des Phänotyps Zell-spezifische Analysen angewendet werden. 

Zur Visualisierung der Mikroglia und Astroglia wurden die Markerproteine Iba-1 (ionized calcium-

binding adapter molecule 1) und GFAP (glial fibrillary acidic protein) angefärbt. Die mikroskopische 

Auswertung belegte wiederum, dass sich ebenso das Expressionsmuster dieser Zellarten beim 

Vergleich beider Versuchstiergruppen an den Untersuchungszeitpunkten 3 und 8 Monate post Geburt 

nicht unterschied (Abb. 34B/C), sodass keine Mikro- oder Astrogliose als Zeichen einer 

Neuroinflammation vorlag. 
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Abb. 34 RNase H2-Defizienz im Gehirn ohne inflammatorischen Phänotyp. 

(A) Repräsentative, immunhistologische Färbungen auf Mikroglia anhand des Markers Iba-1 (a-b: braun; c-d: Cy3, rot) von 3 

Monate (c-d) und 8 Monate (a-b) alten Tieren des GFAP_Cre-H2B Stammes; Darstellung in steigender Vergrößerung (a-b) 

mit schwarz gerahmter Kennzeichnung des vergrößerten Bereiches, (n = 3). (B) repräsentative, immunhistologische 

Färbungen auf Astroglia anhand des Markers GFAP (a-b: braun; c-d: Cy3, rot) von 3 Monate (c-d) und 8 Monate (a-b) alten 

Tieren des GFAP_Cre-H2B Stammes; Darstellung in steigender Vergrößerung (a-b) mit schwarz gerahmter Kennzeichnung 

des vergrößerten Bereiches, (n = 3). (A-B) Durchführung der DAB-Färbungen (a-b) in Kooperation mit Prof. Dr. Markus 

Glatzel (Institut für Neuropathologie, Universitäts-Klinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland) und der 

Fluoreszenzfärbungen (c-d) in Kooperation mit Dr. Markus Damme (AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-

Albrechts-Universität zu Kiel, Deutschland). 

.  
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3.2.4 RNaseH2-Defizienz im Gehirn ohne DNA-Schäden und ISG-Signatur 

 
Trotz fehlender klinischer Indikation der Ausprägung einer AGS-ähnlichen Gehirnveränderung 

(Abschnitt 3.2.3) sollte auf subklinischer Ebene überprüft werden, ob die RNase H2-Defizienz zum 

Auftreten von DNA-Schäden und den daraus resultierenden Effekten der Seneszenz und Interferon-

Signatur führte. 

Dazu wurden Gesamtgewebslysate der Gehirne von 8 Wochen alten GFAP_Cre
-/-

- und GFAP_Cre
+/-

-

Tieren gegen den DNA-Schadenmarker pH2A.X geblottet. Jedoch konnte in der Höhe des zu 

erwarteten Molekulargewichtes kein spezifisches Signal detektiert werden (Abb. 35B). Gleichfalls 

ergab sich bei der Untersuchung der Expression der Interferon-stimulierten Gene (ISGs) IFIT1, IRF7 

und CXCL10 in den Gehirnen von P3- bis P4-Tieren mittels real time PCR kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (Abb. 35A), die auch in der Färbung von Kryoschnitten 8 

Wochen alter Mäuse auf den Seneszenzmarker beta-Galaktosidase das gleiche, negative Resultat 

aufwiesen (Abb. 35C). 

 

 

Abb. 35 Abwesenheit eines subklinischen Phänotyps in GFAP_Cre
+/-

-Tieren.  

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der ISGs IFIT1, IRF7 und CXCL10 in den Gehirnen von GFAP_Cre-/-- (x =1) 

gegenüber GFAP_Cre+/--Tieren (P3-4) via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer, 

zweiseitiger T-TEST (n = 5). (B) Repräsentativer Immunblot von Gehirnlysaten der GFAP_Cre-/-- bzw. +/--Tiere (8 Wochen 

alt) gegen den Doppelstrangbruch (DSB)-Marker pH2A.X (15 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle. (C) 

Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von GFAP_Cre-/-- bzw. GFAP_Cre+/--Gehirnschnitten (8 Wochen alt) im 

Bereich des Cortex nach der Färbung zum Nachweis der lysosomalen β-Galaktosidase. 
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3.2.5 Astrogliale, RNase H2-defiziente Primärkulturen mit ISG-Signatur und Proliferations-

defizit mit vorzeitiger, zellulärer Seneszenz 

 
Das Auftreten perinukleärer Körperchen als Substrat des cGAS-STING-Signalweges ist abhängig vom 

Proliferationsstatus der Zelle (Abschnitt 3.1.10 und 3.1.11). Jedoch proliferieren Astrozyten im 

adulten Organismus unter physiologischen Bedingungen nicht, sondern werden erst durch Induktion 

von Gewebsschäden zur Hyperproliferation angeregt. Dieser pathologische Prozess wird als reaktive 

Astrogliose bezeichnet und umfasst ein Spektrum potentieller molekularer, zellulärer und funktionaler 

Veränderungen in astroglialen Zellen als Antwort auf alle Formen und Schweregrade von ZNS-

Verletzungen und -Erkrankungen (Sofroniew und Vinters, 2010). 

Um daher zu überprüfen, ob die Änderung des Proliferationsstatus zur Ausprägung eines Phänotyps 

führt, wurden astrogliale Primärkulturen angelegt. Diese verifizierten zusätzlich den Knock-out der 

RNase H2, die weder im Immunblot noch in der Immunzytochemie in den GFAP_Cre
+/-

-Zellen zu 

detektieren war (Abb. 36A/B). Die Reinheit der Kulturen wurde zusätzlich durch Färbungen gegen 

den astroglialen Marker GFAP belegt (Abb. 36A), der des Weiteren beim Vergleich beider 

Versuchsgruppen keinen Unterschied in der Expressionsstärke im Immunblot aufwies (Abb. 36B). 

Die Analyse der Primärkulturen sieben Tage nach der Isolierung belegte zudem, dass eine ISG-

Signatur in den RNase H2-defizienten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe vorlag. Dazu wurden 

die Transkriptmengen der ISGs IFIT1, IRF7 und IFIT2 mittels real time PCR quantifiziert (Abb. 

37A).  

 

Abb. 36 Verifizierung des astroglialen Knock-outs im in-vitro-System. 

(A) Repräsentative, immunzytochemische Färbungen der GFAP_Cre-/-- und +/--Primärzellen 7 d post Isolierung gegen die 

RNase H2 (Cy3, rot) sowie den astroglialen Marker GFAP mit Gegenfärbung der Zellkerne (DAPI, blau), (n = 3). (B) 

Repräsentativer Immunblot von GFAP_Cre-/-- bzw. +/--Primärzellen 7d post Isolierung gegen die RNaseH2A-Untereinheit 

(~35 kDa), den Astroglia-Marker GFAP (50 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n = 2). 
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Abb. 37 Vorliegen einer ISG-Signatur und Vorkommen von DNA-Schäden in RNase H2-defizienten

  primären Astrozyten. 

(A) Analyse der relativen Expression (2-ΔΔCp) der ISGs IFIT1-2 und IRF7 der GFAP_Cre-/-- (x =1) gegenüber den 

GFAP_Cre+/--Astrozyten 7 d post Isolierung via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; 

studentischer, zweiseitiger T-TEST; * p < 0,05 (n = 3). (B) Repräsentative durchflusszytometrische Analyse von ungefärbten 

(grau) und gegen pH2A.X gefärbten CreERT-/-- (schwarz) bzw. +/- (rot)-Astrozyten 7 d post Isolierung (n= 3). (C) 

Repräsentative immunzytochemische Färbung der GFAP_Cre-/-- bzw. +/--Astrozyten sowie mit 1 µM Doxorubicin (Doxo) für 

24 h behandelter Kontrollzellen gegen pH2A.X (Alexa Fluor 488, grün) 7 d post Isolierung mit Gegenfärbung des Nukleus 

(DAPI, blau) (n= 3). 

 

Ferner wiesen die GFAP_Cre
+/-

-Kulturen verstärkt DNA-Schäden auf, die mittels 

immunzytochemischer Färbungen sowie durchflusszytometrischer Analysen gegen den Marker 

pH2A.X visualisiert wurden (Abb. 37B/C). Zur Kontrolle der Spezifität des Antikörpers wurden 

zudem GFAP_Cre
-/-

 Zellen mit dem Topoisomerase-Inhibitor Doxorubicin behandelt, der zur 

Induktion starker DNA-Schadenmuster im Nukleus führte (Abb. 37B). 

Die Schädigung der DNA war mit einer reduzierten Proliferationsrate assoziiert, die sich in der 

verringerten Anzahl von Zellen in der S-Phase des Zellzykluses äußerte. Diese wurden anhand des 

EdU-Assays durchflusszytometrisch quantifiziert (Abb. 38A). Jedoch führte die Beeinträchtigung der 

genomischen Integrität nicht zum Auftreten von Apoptose, die sich in einem Spaltungsprodukt des 

Markers PARP-1 im Immunblot geäußert hätte. Einzig in der Positivkontrolle, bei der  GFAP_Cre
-/-

-

Zellen für 24 h mit Doxorubicin in letaler Konzentration behandelt wurden, war dies ersichtlich (Abb. 

38B). Andererseits zeigten die primären, defizienten Astrozyten gegenüber den unter äquivalenten 
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Bedingungen kultivierten Kontrollzellen sieben Tage nach der Isolierung bereits eine vergrößerte, 

abgeflachte Morphologie (Abb. 38C), jedoch keine messbare Sekretion des Interleukins 6 (Abb. 38D).  

Um daher zu testen, ob es zur Ausbildung von Seneszenz kam, die bereits in den induzierbaren MEFs 

beobachtet werden konnte (Abschnitt 3.1.19), wurden die Primärzellen auf die Veränderung der 

Expression der Gene p21, p53 und Igfbp5 zehn Tage nach der Isolierung untersucht. Zusätzlich 

wurden zum Vergleich Kontrollzellen mit der mutierten Form des H-Ras-Onkogens transduziert, 

dessen Überexpression zur Ausbildung von Seneszenz führt (Serrano et al., 1997) und damit als 

Positivkontrolle genutzt werden kann. Die erhöhte Expression der H-Ras
G12V

-Mutante wurde mittels 

Immunblot verifiziert (Abb. 39A). Sowohl in den GFAP_Cre
+/-

- als auch in den transduzierten Zellen 

war eine Erhöhung der analysierten Transkripte gegenüber den GFAP_Cre
-/-

-Kulturen ersichtlich 

(Abb. 39B/D).  

 

 

Abb. 38 Astrogliale RNase H2-Defizienz ohne apoptotischen Phänotyp. 

(A) Prozentuale Bestimmung der Zellen in S-Phase mittels EdU Assay (4 h Puls) von GFAP_Cre-/-- und +/--Astrozyten 7 d 

nach der Isolation; repräsentatives Histogramm der durchflusszytometrischen Messungen von GFAP_Cre-/-- (schwarz) und +/-  

(rot)-Astrozyten aufgetragen gegen die logarithmische Fluoreszenzintensität des EdU-Analogons; studentischer, zweiseitiger 

T-TEST; ** p < 0,01 (n = 4). (B) Repräsentativer Immunblot der GFAP_Cre-/-- und +/--Astrozyten 7 d post Isolierung sowie 

mit 25 µM Doxorubicin (Doxo) für 24 h behandelter Kontrollzellen als Positivkontrolle gegen den Apoptose-Marker PARP 

(cl – cleaved mit 89 kDa, fu - full length mit 116 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n = 2). (C) 

Repräsentative, lichtmikroskopische Aufnahmen von GFAP_Cre-/-- und +/--Astrozyten 7 d nach der Isolation (n = 3). (D) 

Bestimmung der Konzentration an sekretiertem IL-6 in den Überstanden der primären Astrozyten mittels ELISA am 

Untersuchungszeitpunkt 7 d post Isolierung; Normalisierung gegen die Zellzahl (n = 3). 
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Abb. 39 Astrogliale RNase H2-Defizienz mit Zeichen von zellulärer Seneszenz. 

(A) Durchführungsschemata zur Generierung der seneszenten Positivkontrolle: 4 Tage nach der Isolierung primärer 

GFAP_Cre-/--Astrozyten wurden diese mit dem H-RasG12V Onkogen transduziert und bis zum Tag 10 unter Selektionsdruck 

durch Antibiotikazusatz kultiviert und anschließend für Experimente genutzt; repräsentativer Immunblot zur Kontrolle der 

Transduktionseffizienz gegen H-Ras (21 kDa) sowie beta-Aktin (45 kDa) als Ladekontrolle (n =1). (B-E) Analyse der 

relativen Expression (2-ΔΔCp) der Gene p21, p53, Igfbp5 und Lamp1 der GFAP_Cre-/-- (x =1) gegenüber den GFAP_Cre-/--

HRasG12V (B-C) oder GFAP_Cre+/--Astrozyten (D,E) 10 d post Isolierung via real time PCR; Normalisierung gegen GAPDH,  

Mittelwert ± SEM; studentischer, zweiseitiger T-TEST; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (n = 3).  (F) Repräsentative, 

immunzytochemische Färbung der primären Astrozyten (GFAP_Cre-/-  bzw. +/-) 7d post Isolierung  gegen Lamp1 (Alexa 

Fluor 488, grün) mit Kernfärbung (DAPI, blau) (n = 2). (G) Repräsentativer Immunblot der primären Astrozyten 

(GFAP_Cre-/-  bzw. +/-) 7d post Isolierung gegen Lamp1 sowie beta-Aktin als Ladekontrolle (n = 2). 
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Diese Expressionssteigerung beschränkte sich nicht nur auf Seneszenz-assoziierte Gene, sondern 

konnte auch für das lysosomale Gen Lamp1 gemessen werden (Abb. 39C/E). Damit im Einklang 

wurde für die defizienten Primärzellen eine stärkere Bande im Immunblot gegenüber der Kontrolle 

detektiert, die dem Molekulargewicht des lysosomalen Membranproteins Lamp1 entsprach (Abb. 

39G). Auch in der immunzytochemischen Färbung gegen das Markerprotein wurde ersichtlich, dass 

vermutlich eine höhere Anzahl an Lysosomen bei der Abwesenheit der RNase H2 vorlag (Abb. 39F).    

 

3.2.6 DNA-Schäden erhöhen Immunantwort 

 
Das angeborene Immunsystem muss schnell und effizient auf das Eindringen von Pathogenen 

reagieren um eine Ausbreitung im Organismus zu verhindern. Dabei wurde gezeigt, dass die  

Schädigung des Genoms einen positiven Effekt auf die Effizienz der Immunantwort ausübt und die 

Zelle dadurch in einen Zustand versetzt wird, in dem bereits eine Grundaktivierung des 

Nukleinsäuredetektionssystems vorliegt. Dieser Vorgang wird als Priming bezeichnet (Härtlova et al., 

2015). Da die primären GFAP_Cre
+/-

-Astrozyten bereits DNA-Schädigungen im Nukleus sowie eine 

leichte ISG-Signatur aufwiesen (Abschnitt 3.2.5), lag die Vermutung nahe, dass diese ebenso stärker 

auf PAMPs (pathogen associated molecular patterns) reagieren könnten.  

Daher wurden unbehandelte als auch mit Doxorubicin vorbehandelte Kontrollzellen sowie RNase H2- 

defiziente Astrozyten mit Lipopolysacchariden (LPS) inkubiert bzw. mit polyI:C transfiziert und deren 

Immunreaktion anhand der Transkriptionsraten der Gene IFNbeta und IFIT1 bewertet (Abb. 40A). Die 

erhaltenen Messdaten wurden auf GFAP_Cre
-/-

-Zellen bezogen, die keinem Immunstimulanz 

ausgesetzt waren. Poly I:C als klassischer TLR3-Ligand diente hierbei der Imitation einer viralen 

Infektion (Junt und Barchet, 2015), während LPS als TLR4-Ligand einen bakteriellen Infekt 

nachahmte (Lu et al., 2008). 

Grundsätzlich führte der Einsatz der Stimulanzen zur Erhöhung der Transkriptmenge von IFIT1 und 

IFNbeta in den Kontrollzellen. Unterlagen diese jedoch zuvor einem Priming durch Schädigung der 

genomischen DNA mittels Inkubation mit Topoisomerase-Inhibitoren, erreichten die zuvor aktivierten 

GFAP_Cre
-/-

-Primärzellen höhere Expressionsniveaus, die mit denen der GFAP_Cre
+/-

-Astrozyten 

vergleichbar waren. Dieser Trend konnte unabhängig vom jeweiligen Stimulanz beobachtet werden, 

wobei die Effekte deutlich schwächer beim bakteriellen PAMP ausfielen (Abb. 40B/C). 
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Abb. 40 Priming-Effekte. 

(A) Schemata der Versuchsdurchführung: GFAP_Cre-/-- bzw. +/--Astrozyten wurden mit Doxorubin (1 µM), polyI:C (5 µg) 

und/oder LPS (500 ng/ml) gemäß den angegebenen Zeiten behandelt; die Zellernte erfolgte 7 d post Isolierung  (B/C) 

Auswertung der Versuche aus (A) anhand real time PCRs für die Gene IFNbeta und IFIT1 7d post Isolierung, wobei 

GFAP_Cre-/- Bezugsgruppe ist (x =1); Normalisierung gegen GAPDH,  Mittelwert ± SEM; studentischer, zweiseitiger T-

TEST; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (n  = mind. 3).   
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4. DISKUSSION 
 

Nukleinsäuren sind zentrale Biomoleküle der Zelle, deren Synthese, Modifizierung, Degradierung und 

Detektion streng reguliert werden müssen. Kommt es zur Dysfunktion in einem dieser Prozesse, 

ergeben sich daher für die betroffene Zelle als auch den gesamten Organismus verheerende Folgen, 

die zur Ausprägung eines Krankheitsbildes führen. Zu diesen Nukleinsäure-vermittelten Erkrankungen 

zählt das Aicardi-Goutières-Syndrom, das aufgrund einer Vielzahl an Mutationen in Genen, die für 

Proteine des Nukleinsäurestoffwechsels kodieren, auftritt (Crow et al., 2015). Die Mehrzahl dieser 

chemischen Alterationen der DNA befindet sich in den Genen der Untereinheiten der RNase H2, einer 

trimeren Ribonuklease (Rice et al., 2007a). Das Enzym kann sowohl den RNA-Anteil von 

RNA:DNA-Hybriden abbauen als auch einzelne Ribonukleotide aus DNA-Duplexen entfernen 

(Cerritelli und Crouch, 2009; Reijns et al., 2012). Die enzymatische Abwesenheit führt im murinen 

Modell zur embryonalen Letalität (Reijns et al., 2012; Hiller et al., 2012), sodass geeignete Systeme 

etabliert werden müssen, die die Untersuchung der Defizienz im Hinblick auf die 

Krankheitsentstehung erlauben. Dafür wurden in dieser Arbeit konditionale Knock-out Modelle 

etabliert, die auf der Cre-Rekombinase vermittelten Deletion des von loxP-Sequenzen eingerahmten 

Lokus basierten und eine zellspezifische Defizienz ermöglichten. 

 

4.1 RNase H2-Defizienz in murinen, embryonalen Fibroblasten 

 
Alle bisherigen molekularen Erkenntnisse über die Folgen der RNase H2 Defizienz basieren 

größtenteils auf Arbeiten mit dem Einzeller Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus, da 

dieser im Gegensatz zu höheren Eukaryoten keine Letalität bei enzymaler Abwesenheit aufweist 

(Arudchandran et al., 2000; Wahba et al., 2011). Diese liegt jedoch im murinen Organismus vor, kann 

aber durch den zusätzlichen Knock-out von p53 teilweise überwunden werden und erlaubt damit die 

Isolierung muriner, embryonaler Fibroblasten zur in-vitro-Analyse (Reijns et al., 2012). Diese 

zusätzliche Defizienz verhindert aber die p53-abhängige Aktivierung der DNA-Schadensantwort und 

den daraus resultierenden Effektormechanismen, sodass deren Untersuchung in diesem System nicht 

möglich ist. Gleichzeitig bedingt sie eine erhöhte genomische Instabilität und begünstigt die Entartung 

der Zellen (Donehower et al., 1992; Harvey et al., 1993; Donehower, 1997). Vergleichbare Probleme 

bieten eine Vielzahl an Zelllinien, deren p53-Defizienz zwar den gezielten Knock-out erlaubt (Lim et 

al., 2015), aber die Nachstellung der zellulären AGS-Pathogenese aufgrund unphysiologischer 

Bedingungen behindert.  

Daher sollte ein alternatives, primäres Zellkultursystem etabliert werden, das einen zeitlich definierten 

Knock-out der RNase H2 ermöglichte. Dazu wurde der Stamm CreERT_H2B gezüchtet und zur 
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Isolierung muriner embryonaler Fibroblasten genutzt (Abb. 7), bei denen die Ausschaltung der RNase 

H2 durch den Zusatz des Östrogenderivates 4-Hydroxytamoxifen induziert werden konnte (Abb. 8). 

Die Effizienz des Systems wurde anhand unterschiedlicher Methoden verifiziert (Abb. 9). Dabei 

genügte die Entfernung des fünften Exons der RNaseH2B Untereinheit um eine vollständige, 

enzymale Abwesenheit des trimeren Enzymes zu erzielen (Abb. 9B, Abb. 28C). Dieses Phänomen 

wurde bereits in vorangegangen Studien beschrieben, in denen sowohl der Knock-out der Untereinheit 

C (Hiller et al., 2012) sowie die Einführung eines vorzeitigen Stopp-Codons im siebten Exon der 

Untereinheit B (Reijns et al., 2012) denselben Effekt erzielten. Demzufolge ist die enzymale Aktivität 

aber auch Expression der einzelnen Untereinheiten voneinander abhängig. 

 

4.1.1 RNase H2-Homöostase  

 
Die Untereinheit B der murinen RNase H2 wird durch 11 Exone auf dem Chromosom 14 kodiert. Die 

induzierte Deletion des fünften Exons führte zu einem Versatz des Leserahmens und dem verfrühten 

Auftreten eines Stopp-Codons. Dadurch würde ein verkürztes, nicht-funktionales Protein entstehen. 

Um diesem Prozess entgegenzuwirken besitzen eukaryotische Zellen einen Kontrollmechanismus der 

als nonsense-mediated mRNA Decay (NMD) bezeichnet wird. Im Zuge des NMD werden mRNAs mit 

vorzeitigem Stopp-Codon erkannt und von ihrer 5`-Cap-Struktur befreit, was einen schnellen Abbau 

durch 5’-3’-Exonukleasen zur Folge hat. Damit im Einklang wurde nach der Induktion mit 4-

Hydroxytamoxifen eine stark verringerte Expression der Untereinheit B der Ribonuklease H2 mittels 

real time PCR in den CreERT
+/-

-MEFs gemessen (Abb. 9A und Abb. 10B). Aufgrund der verringerten 

Anzahl an funktionalen RNaseH2B-Transkripten, die für die vollständige Untereinheit des Komplexes 

kodieren, ergibt sich demzufolge eine Abnahme der Proteinkonzentration, die durch Analysen im 

Immunblot bestätigt wurde (Abb. 10 A). 

In weiterführenden Experimenten wurde zudem der proteolytische Abbau der Untereinheit B 

analysiert, der über das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) erfolgt. Dies konnte durch die Hemmung 

dieses Prozesses unter der Verwendung des proteasomalen Inhibitors MG 132 belegt werden. Im 

Gegensatz dazu hatte die Inhibition des lysosomalen Abbaus keinen Effekt (Abb. 10A). Generell 

erkennt das UPS abzubauende Proteine anhand ihrer Polyubiquitinierung. Dazu wird die Aminosäure 

Lysin posttranslational modifiziert (Ciechanover, 2005). Im Einklang mit dem identifizierten 

Abbauweg stehen massenspektrometrische Analysen der humanen Untereinheit B, bei denen diese 

Modifizierung identifiziert wurde (Wagner et al., 2011; Mertins et al., 2013). Die proteasomale 

Degradation ist essentiell für viele zelluläre Prozesse und wirkt regulierend auf den Zellzyklus, die 

Genexpression oder die Antwort auf oxidativen Stress. Im ersten Fall dient das UPS dem Abbau der 

Cycline, die Cyclin-abhängige Kinasen (CDKs, cyclin-dependent kinase) komplexieren und dadurch 
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deren Kinasefunktion aktivieren (Benanti, 2012). Die RNase H2 zeigt jedoch kein differentielles 

Expressionsmuster in den verschiedenen Phasen des Zellzykluses (Reijns et al., 2012).  

Jedoch konnte im Zuge dieser Arbeit ein besonders starker Gehalt der Ribonuklease in p53-defizienten 

MEFs im Vergleich zu primären CreERT
-/-

-MEFs festgestellt werden (Abb. 28A/C). Hierbei handelt 

es sich um ein Schlüsselprotein der Zellzykluskontrolle, dessen Knock-out mit einer gesteigerten 

Proliferation assoziiert ist (Harvey et al., 1993). Damit im Einklang wird das Enzym ebenso im 

adulten Organismus verstärkt von hochproliferativen Zellen, insbesondere Stammzellen, exprimiert 

(Reijns et al., 2012; Aden, Bartsch et al., unveröffentlicht). In Bezug auf das murine Gehirn zählen 

dazu die Zellen der subgranulären Zone des Gyrus dentatus, die ebenso eine erhöhte RNase H2-

Expression aufwiesen, wie anhand immunhistochemischer Färbungen in der vorliegenden Arbeit 

belegt werden konnte (Abb. 32B). Da diese Zellart der Gewebshomöostase und Regeneration dient, ist 

die Gewährleistung ihrer genomischen Integrität essentiell (Qin et al., 2015). Bedroht kann sie 

beispielsweise durch in genomische DNA während der Replikation eingebaute Ribonukleotide 

(rNMPs) werden, die die häufigste endogene Basenschädigung der DNA darstellen. Diese 

Inkorporationen sind in erhöhter Anzahl mit der Schädigung der DNA assoziiert (Reijns et al., 2012). 

Dem entgegen wurde aber auch eine sehr starke Expression in Neuronen in dieser Arbeit aufgezeigt 

(Abb. 32A, Anhang Abb. A4), die sich im post-mitotischen Zustand befinden, sodass die 

Reparaturfunktion der RNase H2 hier nicht erklärend herangezogen werden kann. Vielmehr kann in 

dieser Zellart über die Bedeutung der klassischen Funktion als Degradationsenzym des RNA-Anteils 

von RNA:DNA-Hybriden spekuliert werden (Cerritelli et al., 2009). Demzufolge übt das Enzym 

möglicherweise abhängig vom Zelltyp unterschiedliche Hauptfunktionen aus.  

 

4.1.2 Identifizierung des akkumulierenden Substrates in RNase H2-defizienten Zellen  

 
Der klinische als auch subklinische Phänotyp des Aicardi-Goutières-Syndroms ähnelt kongenitalen 

Virusinfektionen. In beiden Erkrankungen kann die erhöhte Expression einer Vielzahl an Interferon 

stimulierten Genen beobachtet werden (Rigby et al., 2008; Rice et al., 2013). Während diese ISG-

Signatur im zuletzt genannten Krankheitsbild auf der Detektion viraler Nukleinsäuren beruht, ist der 

molekulare Auslöser in den Zellen von AGS-Patienten unbekannt. Da jedoch alle von einer Mutation 

betroffenen Gene, die mit AGS assoziiert sind, für Proteine kodieren, die am 

Nukleinsäurestoffwechsel beteiligt sind, wird die Hypothese der Akkumulation endogener, 

unprozessierter Nukleinsäuren postuliert, die von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems 

detektiert werden (Crow et al., 2009). Für die ER-assoziierte DNase TREX1 konnte anhand von 

Knock-out-Mäusen und -MEFs bereits das Vorkommen zytoplasmatischer DNA-Spezies aufgezeigt 

(Yang et al., 2007; Ahn et al., 2014) und eine konstitutive Aktivierung des cGAS-STING-

Signalweges identifiziert werden (Ablasser et al., 2014; Gao et al., 2015). Für Zellen mit einer 
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Beeinträchtigung der RNase H2 fehlten zu Beginn dieser Arbeit diese essentiellen mechanistischen 

Erkenntnisse. Um daher das akkumulierende Substrat zu identifizieren wurden induzierbare 

RNaseH2B-Knock-out-MEFs genutzt (Abb. 8, Abb. 9), die aufgrund des Vorliegens einer ISG-

Signatur als geeignetes in-vitro-Modell insbesondere in Bezug auf die Pathogenese von AGS 

angesehen wurden (Abb. 13A). 

In den primären RNase H2 defizienten-MEFs konnten distinkte zytoplasmatische, einzel- und 

doppelsträngige DNA-Spezies identifiziert werden (Abb. 14, Abb. 15). Die dsDNA-Strukturen wurden 

gemäß ihrer Lokalisation als nukleäre Knospungen oder perinukleäre Körperchen bezeichnet (Abb. 

15), die vor allem geschädigte DNA enthielten und die Stadien eines nukleären Exportprozesses 

darstellten (Abb. 16). Dieser Vorgang wurde bereits für DNase2a-defiziente Zellen beschrieben (Lan 

et al., 2014). Als Ursache des verstärkten Vorkommens von DNA-Doppelstrangbrüchen (Abb. 11) 

kann die erhöhte Anzahl inkorporierter rNMPs in die neu-replizierte, genomische DNA aufgrund der 

Abwesenheit eines funktionalen RER-Signalweges angesehen werden (McElhinny et al., 2010; Reijns 

et al., 2012). Damit im Einklang stehen Komplementationsexperimente, bei denen die Wieder-

herstellung der RER-Aktivität durch Überexpression der RNase H2 zur Negierung des Phänotyps von 

H2B
-/-

 p53
-/-

-MEFs führte. Dies konnte im Gegensatz dazu nicht durch die Überexpression der 

nukleären Isoform der RNase H1 als Degradationsenzym für RNA:DNA-Hybride beobachtet werden 

(Mackenzie et al., 2016). Dennoch kann damit das Auftreten immunogener Hybride in Anbetracht 

spezifisch von der RNase H2 degradierter RNA:DNA-Strukturen nicht vollkommen ausgeschlossen 

werden (Chon et al., 2013). So postulieren weitere Studien deren Akkumulation in Form von R-Loops  

(Chon et al., 2013; Chan et al., 2014; Lim et al., 2015), die vor allem in intergenen Bereichen 

vorzufinden und nicht-kanonischer Herkunft sind (Lim et al., 2015). Alternativ zur 

kotranskriptionellen Entstehung dieser Strukturen wird die Möglichkeit der Reparatur von DSBs 

mittels RNA-Transkripten, die via Rad52 an DNA binden, angeführt (Keskin et al., 2014).  

Grundsätzlich erhöht die Ribose-2‘-hydroxylgruppe der inkorporierten Ribonukleotide die Zugäng-

lichkeit der Phosphodiesterbindung zur Hydrolyse und bedingt damit eine erhöhte Instabilität. Des 

Weiteren ist die massive Inkorporation von rNMPs mit einer gesteigerten UV-Sensitivität assoziiert, 

die sich in der verstärkten Formierung von Cyclobutan-pyrimidindimeren (CPDs) manifestiert, deren 

Bildung aufgrund der veränderten dihedralen Winkel zwischen den Pyrimidinringebenen sowie ihrer 

kovalenten C5-C6-Bindungen erleichtert wird (Günther et al., 2015). Somit begünstigen rNMPs die 

Bildung von DNA-Schäden und behindern gleichzeitig bei ihrem Verbleib in der DNA die 

Basenfehlpaarungsreparatur (MMR, mismatch repair), bei der die entfernten rNMPs als 

Initiationsstellen des Reparaturprozesses genutzt werden (Ghodgaonkar et al., 2013; Lujan et al., 

2013). Dadurch erfolgt in der Konsequenz die Aktivierung der DNA-Schadensantwort, die anhand der 

erhöhten Expression des Zellzyklusinhibitors p21 und einer verringerten Proliferation der CreERT
+/-

-

Zellen belegt wurde (Abb. 12).  
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Abb. 41 Graphischer Vergleich der auf ins Genom inkorporierte Ribonukleotide folgenden Prozesse

  unter physiologischen und RNase H2-defizienten Bedingungen. 

(A)  Unter physiologischen Bedingungen werden ins zelluläre Genom inkorporierte rNMPs von der RNase H2 im Zuge der 

Ribonukleotidentfernungsreparatur (RER) beseitigt. (B) Theoretisches Modell: Die fehlende RNase H2-Aktivität führt zum 

Auftreten von Doppelstrangbrüchen (DSBs) und dem Export von ssDNA sowie geschädigter (pH2A.X+), neu-synthetisierter 

(EdU+) dsDNA ins Zytoplasma durch einen nukleären Knospungsprozess und der damit verbundenen Entstehung von 

vesikulären Strukturen, den sog. perinukleären Körperchen. 

 
Die Abhängigkeit des hier beschriebenen Exportmechanismus für geschädigte DNA vom 

Proliferationsstatus unterstreicht zudem die Beeinträchtigung der RER-Aktivität, einer mit der DNA-

Replikation assoziierten Funktion des Enzymes (Chon et al., 2009; Bubeck et al., 2011). So zeigen 

unter serumarmen Bedingungen kultivierte CreERT
+/-

-MEFs gegenüber ihren unter 
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Standardbedingungen gehaltenen Äquivalenten weniger perinukleäre Körperchen (Abb. 18B) bei 

artifiziell erniedrigter Zellteilungsrate (Abb. 18A). Ferner exportieren RNase H2-defiziente Zellen 

auch neu-synthetisierte DNA ins Zytoplasma (Abb. 17A/B), die eine Kolokalisation mit dem DNA-

Schadenmarker pH2A.X aufweist (Abb. 17C/D).  

Fasst man die experimentell in dieser Arbeit beobachteten Merkmale der perinukleären Körperchen 

schließlich zusammen, stellt man eine deutliche Übereinstimmung mit Mikronuklei (MNi) fest, die 

ebenso nukleären Ursprunges sind, eine Abhängigkeit von der Replikationsrate aufweisen und 

geschädigte DNA beinhalten (Fenech et al., 2011). Mikronuklei stellen distinkte zytoplasmatische 

dsDNA-Strukturen dar, die von einer Membran nukleärer Herkunft umgegeben sind. Sie wurden 

insbesondere in entarteten sowie genotoxischem Stress ausgesetzten Zellen beschrieben (Sabharwal et 

al., 2015). Initial wurden MNi als Biomarker genomischer Instabilität angesehen, die ganze oder 

fragmentierte Chromosomen enthielten, die aufgrund einer gestörten Seggregation in der Anaphase 

nicht in die Zellkerne der sich bildenden Tochterzellen eingeschlossen wurden (Fenech et al., 2011). 

Dass diese Beschreibung der Cargo und des Entstehungsprozesses differenzierter betrachtet werden 

muss, belegten weiterführende Studien, in denen verschiedene Unterklassen an MNi und 

unterschiedliche Mechanismen ihrer Bildung aufgezeigt wurden (Yasui et al., 2010; Huang et al., 

2011). Eine dieser Unterklassen beschreibt MNi, die aufgrund replikativen Stresses entstehen und 

geschädigte DNA in der Form pH2A.X markierter DSBs enthalten. Diese DNA-Aggregate knospen 

von der Oberfläche von Interphasekernen und stellen damit möglicherweise einen 

Beseitigungsmechanismus für geschädigte genomische DNA dar (Xu et al., 2011). Zu dieser 

Unterklasse können vermutlich auch die in RNase H2-defizienten CreERT
+/-

-MEFs beobachteten 

perinukleären Körperchen gezählt werden.  

Inwiefern diese zytoplasmatischen DNA-Strukturen immunstimulierend wirken, wurde bisher nicht 

aufgezeigt. Dass es jedoch einen deutlichen Zusammenhang zwischen DNA-Schädigung und der 

erhöhten Expression von Interferon-stimulierten Genen gibt, wurde vielfach beobachtet und auch in 

dieser Arbeit gezeigt (Abb. 19). So wiesen Zellen, die mit Topoisomerase-Inhibitoren (Etopoisid, 

Doxorubicin, Ara-C, etc.) oder ionisierender Strahlung behandelt wurden, eine ISG-Signatur auf (Abb. 

19A; Härtlova et al., 2015). Ebenso wurde verdeutlicht, dass daraus resultierend zytoplasmatische 

DNA-Strukturen auftreten (Abb. 19C; Lan et al., 2014) und der Nukleinsäuredetektionsweg aktiviert 

ist (Abb. 19B; Kim et al., 1999).  

Da auch die TREX1- und SAMHD1-Defizienz mit einem erhöhten Grad geschädigter genomischer 

DNA assoziiert ist, könnte das hier postulierte auftretende Substrat nicht nur auf die enzymale 

Abwesenheit der RNase H2 beschränkt sein (Yang et al., 2007; Clifford et al., 2014; Kretschmer et 

al., 2015). So wurden bespielsweise für TREX1-Knock-out-MEFs vergleichbare zytoplasmatische 

dsDNA-Strukturen beschrieben (Ahn et al., 2014). Auch in Systemen, die nicht auf der Ausschaltung 

AGS-assoziierter Gene beruhten, sondern auf weitere Komponenten des Nukleinsäurestoffwechsels 



Diskussion 

113 
 

abzielten (DNase2a, ATM, etc.), wurden ähnliche Effekte beobachtet (Lan et al., 2014; Härtlova et al., 

2015).  

Gleichzeitig ist aber auch hervorzuheben, dass die in dieser Arbeit analysierten CreERT
-/-

-

Kontrollzellen, sowohl nukleäre Knospungen als auch perinukleäre Körperchen aufwiesen. Die 

prozentuale Anzahl dieser Strukturen war im Vergleich zu den CreERT
+/-

-MEFs jedoch äußerst gering 

(Abb. 15). Dennoch kann über eine natürliche Grundaktivierung des Nukleinsäuredetektionssystems 

(natural Priming) durch diese Strukturen spekuliert werden, die eine effizientere und schnellere 

Immunantwort bei Infektionen ermöglicht. Die Effizienz der induzierten Grundaktivierung wurde 

bereits für Zellen, die zuvor mit genotoxischen Substanzen behandelt wurden, dargestellt und auch in 

dieser Arbeit erprobt (Abb. 39; Härtlova et al., 2015). Demzufolge könnte das RNase H2-

Defizienzmodell auch als ein System mit übersteigerter Grundaktivierung angesehen werden, die 

wiederum zu einer besseren Immunantwort gegen Pathogene viraler oder bakterieller Natur führt 

(Abb. 39). Im Einklang damit wurde für TREX1-defiziente MEFs die bessere Abwehr gegen die Viren 

Influenza NS1, VSV (vesicular stomatitis virus), Westnilvirus und Sendaivirus aufgezeigt (Hasan et 

al., 2013). 
 

Zusammengefasst postulieren die Experimente ein von der Reparaturaktivität der RNase H2 

abhängiges Szenario, bei dem die massive Inkorporation von einzelnen Ribonukleotiden in das 

zelluläre Genom und dem daraus resultierenden Auftreten von DNA-Schäden zum Ausstoß 

geschädigter DNA aus dem Nukleus und darauffolgender Anhäufung im Zytoplasma führt (Abb. 41). 

 

4.1.3 Signaltransduktion über cGAS-STING in RNase H2-defizienten MEFs 

 
Das Vorkommen zytoplasmatischer dsDNA-Strukturen wurde in einer Vielzahl an Systemen 

beobachtet, die ebenso mit einer ISG-Signatur assoziiert waren (Ahn et al., 2014; Lan et al., 2014; 

Härtlova et al., 2015). Zu diesen Systemen zählen auch RNase H2-defiziente Zellen. So wurde 

unabhängig voneinander und unter Nutzung verschiedener Zellkulturmodelle in dieser Arbeit als auch 

in bereits veröffentlichten Publikationen die Akkumulation von MNi, einer endogenen 

Nukleinsäurespezies, im Zytoplasma von RNase H2-defizienten Zellen beschrieben (Reijns et al., 

2012; Pizzi et al., 2015). Jedoch fehlte bisher deren genaue Charakterisierung (Abschnitt 4.1.2) sowie 

der mechanistische Zusammenhang bezüglich der erhöhten Expression anti-viraler Gene.  

Diese transkriptionelle Erhöhung der ISGs konnte in der vorliegenden Arbeit auf die Aktivierung des 

cGAS-STING-Signalweges zurückgeführt werden (Abb. 20). Diese Abhängigkeit wurde auch in zwei 

weiteren Studien beobachtet, in denen Mausmodelle untersucht wurden, die AGS-Mutationen in den 

Untereinheiten der RNase H2 trugen (Mackenzie et al., 2016; Pokatayev et al., 2016). Da die ISG-

Transkriptmenge nach dem Knock-down des Rezeptors cGAS als auch des Adaptorproteins STING 
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nahezu auf dem Kontrollzellniveau lagen (Abb. 20C), scheint die Aktivierung weiterer möglicher 

Sensoren oder Adaptoren unwahrscheinlich. Die cGAS-abhängige ISG-Erhöhung wurde auch für 

TREX1- als auch DNase2a-defiziente Mäuse experimentell bewiesen (Gao et al., 2015), sodass 

möglicherweise ein vergleichbarer molekularer Mechanismus besteht. Dieser wurde in der 

vorliegenden Arbeit durch die Visualisierung der Bindung des Sensors cGAS an die extranukleären 

DNA-Strukturen aufgedeckt (Abb. 21). Diese Anlagerung an die zytosolische DNA wurde auch für 

das Genom des Bakteriums Mycobakterium tuberculosis beschrieben, das der autophagosomalen 

Degradation durch Entweichen ins Zytoplasma entgeht (Watson et al., 2015). Da jedoch nur etwa 16 

% der MNi eine Kolokalisation mit dem HA getaggten cGAS in den CreERT
+/-

-Zellen aufwiesen 

(Abb. 21), scheint nur ein begrenztes Zeitfenster für die Bindung zu bestehen. Dieses könnte einerseits 

durch die Auflösungsgeschwindigket der umhüllenden Membran nukleärer Herkunft (Hatch et al., 

2013) und andererseits die Bildungsgeschwindigkeit der autophagosomalen Membran (Abb. 22E) 

beschränkt sein. 

Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch weitere Nukleinsäurespezies an den 

zytosolischen DNA-Rezeptor cGAS binden, da dieser nicht nur durch dsDNA, sondern auch 

DNA:RNA-Hybride aktiviert werden kann (Sun et al., 2012; Mankan et al., 2014; Paludan, 2015). 

 

Abb. 42 Aktivierung des cGAS-STING-Signalweges in RNase H2-defizienten MEFs. 

Theoretisches Modell: Die Membran der perinukleären Körperchen löst sich auf und ermöglicht dadurch die Erkennung der 

dsDNA durch den Sensor cGAS, der den sekundären Botenstoff cGAMP aus den Ausgangsstoffen ATP und GTP bildet. 

Dieser Botenstoff wird vom Adaptor STING gebunden, der nach Dimerisierung wiederum TBK1 aktiviert. Die Kinase 

phosphoryliert ihrerseits den Transkriptionsfaktor IRF3, der in den Zellkern transloziert und die Expression von ISGs 

induziert. 
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Inwiefern auch die in dieser Arbeit im Zytoplasma identifizierte ssDNA bindet, muss in 

weiterführenden Studien aufgezeigt werden. Generell wurde jedoch die Erkennung dieses Liganden 

durch cGAS, wenn auch äußerst schwach, bereits publiziert (Kranzusch et al., 2013). Gleichfalls 

wurden Hinweise dazu in einem Rad51/RPA-abhängigen Modell zur Verhinderung der Akkumulation 

von ssDNA im Zytoplasma aufgezeigt. Dieses postuliert ebenso den Abbau dieser Spezies durch 

TREX1 und erklärt damit möglicherweise, warum in der vorliegenden Arbeit erhöhte Transkriptlevel 

dieser DNase in den RNase H2-defizienten Zellen gemessen wurden (Abb. 14C, Wolf et al., 2016).  

Zusammengefasst kann anhand der Experimente ein Mechanismus auf molekularer Ebene aufgestellt 

werden, der zur erhöhten Expression der ISGs in RNase H2-defizienten MEFs führt. Dieser beruht auf 

der Detektion zytoplasmatischer dsDNA anhand des Sensors cGAS. Gleichzeitig wird das 

immunstimulierende Potenzial der MNi belegt und eine potenziell in Zellen von AGS-Patienten 

auftretende Nukleinsäurespezies postuliert (Abb. 42). 

 

4.1.4 Autophagie als Abwehrmechanismus des Immunsystems gegenüber zytoplasmatischen

 DNA-Spezies in RNase H2-defizienten Zellen 

 
Autophagie wurde primär als metaboler Prozess zur Qualitäts- und Quantitätskontrolle der 

intrazellulären Biomasse und der Organellen angesehen. Dieses Verständnis muss jedoch um die 

bedeutende Rolle dieses Abbauweges in der Immunabwehr erweitert werden. In diesem 

Zusammenhang wurde auch der Begriff „Immunophagie“ geprägt (Deretic, 2011). Im Hinblick auf 

ektopische DNA im Zytoplasma wurde beispielsweise der Abbau der DNA des Erregers 

Mycobakterium tuberculosis durch Bildung von autophagosomalen Strukturen beschrieben (Watson et 

al., 2015; Collins et al., 2015). Dass jedoch nicht nur exogene, sondern auch endogene, 

zytoplasmatische DNA diesem Vorgang unterliegt, wurde für pH2A.X
+
 dsDNA-Aggregate in 

DNase2a-defizienten MEFs aufgezeigt (Lan et al., 2014). In beiden Fällen bestand eine cGAS-

abhängige ISG-Signatur (Watson et al., 2015; Collins et al., 2015; Gao et al., 2015). Aufgrund der 

Gemeinsamkeiten zum in dieser Arbeit genutzten induzierbaren Zellsystem wurde der autophagische 

Prozess zum Abbau von perinukleären Körperchen untersucht. 

Zwar konnte keine erhöhte Anzahl an Lysosomen belegt werden (Abb. 25), dafür aber eine gesteigerte 

basale Autophagie, die sich in der erhöhten Expression des Markerproteins LC3-II äußerte (Abb. 

23A). Diese kann sowohl für eine zahlen- als auch volumenmäßige Erhöhung der Autophagosomen 

sprechen. Gleichfalls konnte der erwähnte Marker in Kolokalisation mit den MNi visualisiert werden 

(Abb. 22E), sodass ein direkter Beleg für den Abbau dieser ektopischen Nukleinsäurespezies via 

Autophagie erbracht wurde. Dieser Mechanismus wurde außerdem indirekt bestätigt, da die 

Blockierung des autolysosomalen Abbaus der Cargo durch Zusatz von Bafilomycin A1 zur Erhöhung 

der Anzahl perinukleärer Körperchen führte (Abb. 22A/B). Im Einklang damit steigerte sich die 

Expression der ISGs CXCL10 und IFIT1 durch die Unterdrückung der Bildung von Autophagosomen 
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deutlich (Abb. 22C/D). Auf der anderen Seite führte der entgegengesetzte Prozess, die Induktion von 

Autophagie durch mTOR-Inhibitoren, zur Senkung dieser Signatur (Abb. 24). Da diese 

pharmakologischen Zusätze jedoch auch auf die Proliferation wirken, indem sie die aktivierende 

Funktion des mTORC1-Komplexes auf den Initiationsfaktor elF4F sowie die ribosomale S6Kinase 

aufheben und dadurch die Senkung der Translationsrate bedingen und den Übergang von der G1- zur 

S-Phase verhindern (Saunders et al., 2001; Panwalkar et al., 2004), kann der beschriebene Effekt nicht 

klar auf die verstärkte Autophagie bezogen werden. Dennoch verdeutlicht das durchgeführte 

Experiment die Korrelation zwischen der Anzahl an Zellen mit perinukleären Körperchen und der 

Transkrptionsrate an ISGs (Abb. 24).  

In Übereinstimmung mit den hier durchgeführten Untersuchungen wurden außerdem vergleichbare 

Beobachtungen für Zelllinien beschrieben, die mit Zellzyklusinhibitoren (Nocodazol, Cytochalasin D, 

Hydroxyurea, SP600125) behandelt wurden, aufgrund derer es zur Ausbildung von DNA-Schäden 

kam. Die daraus resultierenden MNi zeigten eine Kolokalisation mit LC3, p62 und Lamp2 (Rello-

Varona et al., 2012). Hervorzuheben ist hierbei die Nutzung von Hydroxyharnstoff als MNi-Induktor, 

der zur Reduktion der zellulären dNTP-Konzentration durch Inhibition der Ribonukleotidreduktase 

führt und dadurch die Inkorporationsrate von rNMPs in die genomische DNA erhöht. Dieser Effekt 

entspricht jenem bei enzymaler Abwesenheit der RNase H2 (Reijns et al., 2012). 

 

 

Abb. 43 Graphisches Modell des Abbauweges von zytoplasmatischer dsDNA. 

Theoretisches Modell: Zytosolische dsDNA-Strukturen werden von einer Membran (Autophor) zur Bildung eines 

Autophagosoms umschlossen, das anschließend durch lysosomale Fusion in ein Autolysosom umgewandelt wird, in dem die 

enzymale Degradierung der Cargo unter saurem pH-wert stattfindet. 
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Durch den Knock-down von ATG5 wurde nicht nur eine starke Erhöhung der untersuchten Interferon-

stimulierten Gene in den RNase H2-defizienten Zellen beobachtet, sondern auch ein leichter Anstieg 

in den Kontrollzellen gemessen (Abb. 22C/D). Diese Steigerung kann als weiterer Hinweis auf ein 

natürliches Priming angesehen werden und unterstützt die Theorie einer übersteigerten 

Grundaktivierung des Nukleinsäuredetektionssystems in RNase H2-defizienten Zellen (Abb. 43). 

Zusammengefasst untermauern die durchgeführten Analysen im induzierbaren Primärkultursystem, 

dass MNi durch Autophagie abgebaut werden. Gleichzeitig vervollständigen sie das mechanistische 

Bild der molekularen Prozesse in RNase H2-defizienten Zellen. 

 

4.1.5 Seneszenz als Abwehrmechanismus des Immunsystems 

 
Die Abwesenheit der Ribonuklease H2 führte zur embyronalen Letalität im murinen 

Modellorganismus (Reijns et al., 2012; Hiller et al., 2012). Die Analyse des embryonalen 

Transkriptoms zeigte dabei die gesteigerte Expression von Zielgenen des Transkriptionsaktivators 

p53, einem Schlüsselprotein der DNA-Schadensantwort (Abschnitt 1.6). Vergleichbare Effekte 

konnten für Embryonen gemessen werden, deren Muttertier mit Hydroxyharnstoff behandelt wurde 

(El Husseini et al., 2016). Die verstärkte Expression von p21 und Cyclin G1 auf Proteinebene 

begründete das Postulat eines p53-abhängigen Zellzyklusarrestes in Folge von DNA-Schädigungen. 

Damit im Einklang führte der zusätzliche Knock-out von p53 zur Verzögung des embryonal-letalen 

Phänotyps bei RNase H2
null

-Mäusen (Reijns et al., 2012). 

 
Diese Beobachtungen konnten mit dem in dieser Arbeit etablierten Induktionssystem reproduziert und 

im Hinblick auf das finale Schicksal der defizienten Zellen erweitert werden. So führte die RNase H2-

Defizienz zur Ausprägung von Schädigungen des nukleären Genoms (Abb. 11) und einer darauf 

begründeten Erniedrigung der Zellproliferation (Abb. 12D-F). Dies ging mit einer erhöhten 

Expression des Zellzyklusinhibitors p21 einher (Abb. 12A/B). Jedoch lag keine erhöhte Apoptoserate 

vor (Abb. 12C), sondern die Ausbildung eines seneszenten Phänotyps. Dieser zeichnete sich durch 

eine veränderte zelluläre Morphologie, verstärkte Expression der beta-Galaktosidase, dem Vorliegen 

eines Zellzyklusarrestes sowie der Expression p53-assoziierter Gene aus (Abb. 26A/B/D/E). Ebenso 

lag ein Seneszenz-assoziierter, sekretorischer Phänotyp vor, der sich in der verstärkten Sekretion der 

Zytokine IL-6 und KC äußerte (Abb. 26C). Das veränderte Zytokinprofil der RNase H2-defizienten 

Zellen ist ebenso ein Merkmal des Aicardi-Goutières-Syndroms und besitzt damit klinische 

Implikation (Takanohashi et al., 2013). Diesen Aspekt unterstützend wurden für Fibroblasten von 

AGS-Patienten mit Mutationen in den Genen von SAMHD1 als auch den Untereinheiten der RNase 

H2 Anzeichen von Seneszenz aufgezeigt (Kretschmer et al., 2015; Günther et al., 2015). 
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Abb. 44 DNA-Schadensantwort und Langzeiteffekte in RNase H2-defizienten MEFs. 

Theoretisches Modell: In das Genom von RNase H2-defizienten MEFs eingebaute, einzelne Ribonukleotide führen zu DNA-

Doppelstrangbrüchen (DSBs) aufgrund eines fehlenden RER-Mechanismus. Der DNA-Schaden wird von der Zelle durch 

Phosphorylierung des Histons H2A.X markiert und aktiviert eine persistente DNA-Schadensantwort, die über p53-p21 zur 

Ausbildung der Seneszenz führt, die durch eine erhöhte Anzahl Lysosomen und einem Seneszenz-assoziierten sekretorischen 

Phänotyp (SASP) charakterisiert ist. 

 

Die zelluläre Seneszenz hat sowohl förderliche als auch schädliche Effekte für den Organismus 

(Abschnitt 1.6). Sie wirkt u.a. als Antitumormechanismus, wie auch in einem konditionalen RNase 

H2-Knock-out-Modell, bei dem die intestinalen Stamm- und Epithelzellen die Ribonuklease nicht 

mehr exprimierten, beobachtet werden konnte (Aden, Bartsch et al., unveröffentlicht). Des Weiteren 

kann Seneszenz als ein Abwehrmechanismus des Immunsystems angesehen werden, bei dem 

beispielsweise SASP-Komponenten die Rekrutierung von Immunzellen unterstützen (Campisi, 2013). 

In der vorliegenden Arbeit stellte sie möglicherweise einen Zustand dar, der zur Reduktion des RNase 

H2-abhängigen Phänotyps etabliert wurde. So führte der Proliferationsstop in seneszenten Zellen zur 

Abschwächung der ISG-Signatur (Abb. 27C), was im Einklang mit der Abhängigkeit des Auftretens 

perinukleärer Körperchen von der Replikationsrate steht (Abb. 18) und vermuten lässt, dass dadurch 

deren Bildung vermindert wurde. 
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Abb. 45 Graphische Zusammenfassung der molekularen Prozesse in RNase H2-defizienten MEFs.  

Übersicht aller Schlüsselprozesse und ihrer Beziehung zueinander in RNase H2-kompetenten (grün) und -defizienten (rot) 

MEFs. theoretisches Modell: Unter physiologischen Bedingungen werden rNMPs aus dem Genom über die 

Ribonukleotidentfernungsreparatur (RER) beseitigt, ein von der RNase H2 katalysierter Prozess. Ohne RNase H2 führen die 

inkorporierten Ribonukleotide zu Doppelstrangbrüchen (DSB). Die geschädigte, nukleäre DNA wird daraufhin in Form 

perinukleärer Körperchen ins Zytoplasma exportiert. Hier werden die Strukturen einerseits von cGAS erkannt und führen zur 

erhöhten ISG-Expression und werden andererseits über Autophagie abgebaut und reduzieren die Immunantwort. Die DNA-

Schäden führen ebenso zur Ausbildung von Seneszenz, die mit einer verstärkter Autophagie einhergeht.    

 
Gleichzeitig zeichnen sich seneszente Zellen durch verstärkte Autophagie aus, deren gesteigerte Rate 

anhand der erhöhten Expression lysosomaler und autophagischer Gene in CreERT
+/-

-MEFs 

verdeutlicht wurde (Abb. 27A/B). Da dieser Abbauweg auch MNi einbezieht (Abb. 22), kann 

außerdem angenommen werden, dass der Abbau der zytoplasmatischen dsDNA-Strukturen in 

seneszenten Zellen effizienter abläuft. 

Insgesamt konnte unter Nutzung des murinen, induzierbaren in-vitro-Knock-out-Modells das 

Zellschicksal RNase H2-defizienter MEFs näher charakterisiert werden (Abb. 44). Dieses bestand in 

der Ausprägung der zellulären Seneszenz, die neben der Ausbildung eines inflammatorischen 

Phänotyps (Abb. 26C) auch zur Minderung der ISGs führte. 
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4.1.6 Therapeutische Optionen 

 
Fasst man alle in dieser Arbeit experimentell abgeleiteten Prozesse zusammen, die auf molekularer 

Ebene in RNase H2 defizienten murinen, embryonalen Fibroblasten ablaufen, erhält man eine Grund-

lage zum Verständnis der Pathogenese des Aicardi-Goutières-Syndroms (Abb. 45; Anhang Abb. A5). 

Gleichzeitig bieten die identifizierten Mechanismen aber auch Ansatzpunkte zur Entwicklung kausaler 

Therapien, die bisher für AGS nicht existierten. 

Vor allem die Detektion der zytoplasmatischen DNA-Spezies über den cGAS-STING-Signalweg 

eröffnet vielversprechende Optionen zur Modulierung der Immunantwort. So führte der zusätzliche 

Knock-down bzw. –out des DNA-Sensors zur Linderung des Phänotyps in verschiedenen, murinen 

AGS-relevanten Systemen, bei denen AGS-assoziierte Gene im Fokus standen (Ablasser et al., 2014; 

Mackenzie et al., 2016; Pokatayev et al., 2016). Insbesondere ist dabei die Tatsache hervorzuheben, 

dass selbst die heterozygote Ausschaltung in TREX1-defizienten Mäusen zur signifikanten Erhöhung 

der Lebensspanne führte (Gao et al., 2015). Diese Tatsache lässt darauf schließen, dass möglicher-

weise auch die Nutzung von Inhibitoren gegen cGAS positive Effekte erzielen würde. Solche 

Hemmstoffe nutzen auch Viren zur Umgehung der Immunantwort, die daher als Grundlage zur 

Entwicklung der Therapeutika genutzt werden könnten. Einer der bekanntesten natürlichen Inhibitoren 

für cGAS ist KicGAS (Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus inhibitor of cGAS), das als 

Tegumentprotein vom humanen Herpesvirus 8 (HHV-8) exprimiert wird (Wu et al., 2015; Li et al., 

2016). Dieses Virus produziert auch einen weiteren Hemmstoff namens vIRF1 (viral interferon 

regulatory factor 1), der jedoch STING blockiert und dadurch die Interaktion mit TBK1 unterbindet 

(Ma et al., 2015). 

Neben der Erkennung bietet auch der Abbau der ektopischen, zytoplasmatischen DNA über 

Autophagie Ansatzpunkte zur Therapie. Zu diesen Modulatoren des Abbauweges zählen mTOR-

Inhibitoren, wie Rapamycin und Torin-1, deren immunsuppressive Wirkung im Zuge dieser Arbeit 

aufgezeigt wurde (Abschnitt 3.1.17). Gleichzeitig sei aber auch noch einmal deren anti-proliferativer 

Effekt hervorgehoben, der zusätzlich zur Unterdrückung des Vorkommens von perinukleären 

Körperchen führen kann (Abschnitt 4.1.4).  

Rapamycin, das auch unter dem Namen Sirolimus bekannt ist, wurde aus dem Pilz Streptomyces 

hygroscopicus isoliert und im Jahre 1999 von der FDA (Federal Drug Association) in den USA als 

Immunsuppressivum zugelassen. Seit 2001 gilt diese Zulassung ebenso in der Europäischen Union 

(EU) durch Erteilung der Europäischen Arzneimittelbehörde EMA (European Medicines Agency). Der 

Wirkstoff wird unter dem Handelsnamen Rapamune® insbesondere zur Verhinderung von 

Abstoßungsreaktionen nach Transplantationen vertrieben (Lamming, 2016). Interessanterweise konnte 

ferner die Langzeitanwendung in verschiedenen Modellorganismen (Saccharomyces cerevisiae, 

Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Mus musculus) mit einer Verlängerung der 
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Lebensspanne assoziiert werden (Kaeberlein et al., 2005; Powers et al., 2006; Harrison et al., 2009; 

Bjedov et al., 2010). Als Ursache dieses Effektes werden unterschiedliche Szenarien diskutiert. Dazu 

zählen die erhöhte Qualitätskontrolle der Proteine durch gesteigerte Autophagie, die verminderte 

Tumorrate durch Senkung der Proliferation sowie die Verhinderung von Seneszenz (Lamming, 2016). 

Insbesondere das zuletzt genannte Postulat zur Wirkung von Rapamycin ist im Hinblick auf den 

seneszenten Phänotyp RNase H2-defizienter MEFs (Abschnitt 3.1.19) sowie AGS-Fibroblasten 

(Günther et al., 2015) hervorzuheben. Zwar wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der 

seneszente Zellzustand zur Minderung der ISG-Expression führt (Abb. 27C), jedoch mag dieser Effekt 

auf der erhöhten Autophagie sowie dem Proliferationsstopp beruhen. Beide Charakteristika der 

zellulären Seneszenz stellt das Immunsuppressivum nach, da es auch zur Erhöhung des 

autophagischen Prozesses führt, der bedeutend für den Abbau ektopischer Nukleinsäuren ist 

(Abschnitt 4.1.4), und die Proliferationsrate mindert, sodass weniger zytosolische DNA-Strukturen 

auftreten sollten (Abb. 18B). Ein weiterer Vorteil und Gegensatz zum seneszenten Phänotyp besteht in 

der Minderung der Sekretion inflammatorischer Zytokine durch Rapamycin (Laberge et al., 2015).  

Insgesamt können die oben aufgeführten potenziellen Therapeutika jedoch nur zur Linderung des 

zellulären Phänotyps beitragen, da die fehlende Funktionalität der RNase H2 als RER-Enzym 

weiterhin zum Auftreten der immunogenen, zytoplasmatischen DNA führt. 

 

4.2 RNase H2-Defizienz im murinen Gehirn 

 
Das Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS) zeigt eine klare phänotypische Ausprägung im humanen 

Gehirn, die sowohl durch morphologische als auch biochemische Veränderungen gekennzeichnet ist. 

Zu den häufigsten Leitsymptomen des ZNS zählen Kalzifizierungen, Leukoenzephalopathien, 

Mikrozephalien und zerebrale Atrophien, die von einer chronischen Entzündung mit verändertem 

Zytokinprofil begleitet werden (Aicardi und Goutières, 1984; Lanzi et al., 2002; Rice et al., 2007; 

Takanohashi et al., 2013). Ebenso bestehen deutlich erhöhte Interferon-α-Konzentrationen in der 

zerebrospinalen Flüssigkeit und dem Serum, die mit dem Auftreten einer ISG-Signatur einhergehen 

und als diagnostischer Marker genutzt werden (Rigby et al., 2008; Crow et al., 2009; Ramantani et al., 

2010).  

Als Hauptquelle des Typ I Interferons wurden Astrozyten in Gehirnschnitten von AGS-Patienten 

identifiziert (van Heteren et al., 2008). Damit im Einklang führte die astrogliale Überexpression des 

Interferons im Mausmodell zur Ausprägung eines AGS-ähnlichen Phänotyps (Akwa et al., 1998; 

Campbell et al., 1999). Demzufolge besteht ein kausaler Zusammenhang zwischen der Expression von 

Interferon-alpha und der Ausprägung der AGS-Krankheitsmerkmale (Cuadrado et al., 2013) 
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Dieser in-vivo-Phänotyp konnte jedoch nicht durch den konditionalen Knock-out der RNase H2 in 

Astrozyten sowie Neuronen unter Nutzung des GFAP_Cre_H2B-Stammes (Abschnitt 3.2.1 und 

Abschnitt 3.2.2) im Zuge dieser Arbeit nachgestellt werden. Stattdessen wiesen die murinen Gehirne 

keinerlei Übereinstimmung mit den klinischen und subklinischen AGS-Merkmalen auf (Abb. 33,34 

und Abb. 35). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen verschiedener Knock-in-Mausmodelle, bei 

denen AGS-Mutationen in den Untereinheiten der Ribonuklease H2 eingeführt wurden (Mackenzie et 

al., 2016; Pokatayev et al., 2016). So wiesen die untersuchten Gehirne im Gegensatz zu anderen 

Organen (Herz, Nieren) keine ISG-Signatur auf (Mackenzie et al., 2016). Diese fehlende Ausprägung 

der Krankheitsmerkmale in Bezug auf das ZNS trifft jedoch nicht nur auf die RNase H2 zu, sondern 

kann auch in weiteren AGS-relevanten Mausmodellen beobachtet werden. So ist bei TREX1-

defizienten Mäusen insbesondere das Herz betroffen (Morita et al., 2004), während SAMHD1- 

defiziente Tiere bis auf eine leichte ISG-Signatur in wenigen Geweben phänotypisch unauffällig sind 

(Rehwinkel et al., 2013).  

Im klaren Gegensatz dazu zeigen die Zellkultursysteme deutliche Effekte, wie sie auch bei den 

primären RNase H2-defizienten Astrozyten beobachtet werden konnten (Abschnitt 3.2.5 und 

Abschnitt 3.2.6). Als Ursache dieses Unterschiedes zwischen in-vivo- und in-vitro-System könnte der 

Proliferationsstatus angesehen werden, dessen Einfluss als zentraler Schlüsselfaktor bereits in den 

induzierbaren RNase H2-Knock-out-MEFs herausgestellt wurde (Abb. 18 und Abschnitt 4.1.2). So 

teilen sich Astrozyten im adulten Organismus unter physiologischen Bedingungen nicht, sondern 

werden erst durch Induktion von Gewebsschäden zur Hyperproliferation angeregt (Sofroniew und 

Vinters, 2010). In den astroglialen Primärkulturen hingegen findet die Zellproliferation statt und wird 

durch Zusatz des Wachstumsfaktors EGF (epidermal growth factor) ins Gliamedia zusätzlich 

verstärkt. Die RNase H2 nimmt in diesem Prozess eine entscheidende Rolle in der Entfernung 

fehlerhaft eingebauter Ribonukleotide aus der genomischen DNA ein (Reijns et al., 2012), sodass 

einzig in replikativ aktiven Zellen Folgen der enzymalen Abwesenheit sichtbar werden sollten. Diese 

Hypothese wird durch ein weiteres Mausmodell unterstützt, bei dem die RNase H2 in den intestinalen 

Stammzellen ausgeschaltet wurde. Diese Mäuse zeigen bereits unter homöostatischen Bedingungen 

sowohl im Dünn- als auch Dickdarm starke morphologische und biochemische Veränderungen, die im 

Zuge des Alterungsprozesses sowie einer induzierten Colitis noch stärker hervortreten (Aden, Bartsch 

et al., unveröffentlicht).   

Grundsätzlich unterscheiden sich die Folgen der RNase H2-Defizienz zwischen den MEFs und den 

Astrozyten nicht. In beiden Primärkultursystemen sind Schädigungen der DNA, das Vorliegen einer 

ISG-Signatur sowie Anzeichen von zellulärer Seneszenz zu beobachten. Zusätzlich wurden in den 

astroglialen Defizienzkulturen Priming-Effekte aufgezeigt (Abb. 39), wie sie bereits für ATM-

defiziente Zellen beschrieben wurden (Härtlova et al., 2015). Diese gesteigerte Immunantwort beruhte 

auf einem externen Auslöser zur Aktivierung des Immunsystems und weist auf einen möglichen 
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Einfluss von Umweltfaktoren auf das klinische Bild von AGS hin. So wurden beispielsweise Fälle 

aufgezeichnet, in denen es erst durch die Impfung von gesunden Menschen zur Manifestation der 

AGS-Merkmale kam (Ramantani et al., 2010). In diesem Zusammenhang wurde auch eine erhöhte 

Photosensivität von SLE-Patienten mit RNase H2-Mutationen beschrieben und mechanistisch 

aufgeklärt (Günther et al., 2015).  

Im Widerspruch zur Hypothese der Bedeutung der RNase H2 einzig für proliferativ aktive Zellen, 

steht die hohe Expression des Enzymes in Neuronen, die ebenso als Ziel des konditionalen Knock-outs 

im GFAP_Cre_H2B-Stamm identifiziert wurden (Abb. 31). Jedoch schien auch die Genausschaltung 

in diesem Zelltyp nicht zur Ausprägung phänotypischer Merkmale beizutragen. In diesen 

postmitotischen Zellen könnte die Funktion der Ribonuklease H2 im Abbau des RNA-Anteils von 

RNA:DNA-Hybriden bestehen. Da dieser Abbau aber auch von der nukleären Isoforms der RNase H1 

durchgeführt werden kann (Cerritelli et al., 2009), mag hier ein kompensatorischer Prozess stattfinden, 

sodass insgesamt keine eindeutige Aussage über die Bedeutung des Enzymes in teilungsinaktiven 

Zellen möglich ist. 

Zusammengefasst wurde ein weiteres primäres Zellkultursystem etabliert, das die Ergebnisse der 

CreERT-MEFs stützt. Ebenso wurde aufgezeigt, dass der konditionale RNase H2-Knock-out unter 

Verwendung des GFAP_Cre-Treiberstammes nicht als AGS-Modell genutzt werden kann, da die 

transgenen Mäuse keines der Leitsymptome aufwiesen. 
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5. AUSBLICK  
 

Im Zuge dieser Arbeit wurden die Folgen der RNase H2-Defizienz auf molekularer Ebene unter 

Nutzung eines induzierbaren, murinen Knock-out-Systems analysiert um Rückschlüsse auf die 

Pathogenese des Aicardi-Goutières-Syndroms ziehen zu können. Anhand experimenteller Ansätze 

konnten grundlegende mechanistische Zusammenhänge geschlussfolgert werden, die in zukünftigen 

Studien vertieft, ausgebaut und hinsichtlich therapeutischer Optionen ausgetestet werden sollten.    

Schwerpunkte dieser vertiefenden Untersuchungen liegen in der weiteren Charakterisierung der 

immunstimulierenden Substrate, der Betrachtung des möglichen Zusammenhanges zwischen DNA-

Detektion, Autophagie und Seneszenz, der Etablierung weiterer konditionaler Knock-out Systeme 

sowie der Analyse von humanem Patientenmaterial. 

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits das Vorkommen einzel- und doppelsträngiger DNA belegt, 

ohne eine Akkumulation von RNA:DNA-Heteroduplexen auszuschließen. Da diese Nukleinsäure-

spezies ein Substrat der RNase H2 darstellt und in einigen Studien als Auslöser der Interferon-Antwort 

postuliert wird (Chon et al., 2013; Chan et al., 2014; Keskin et al., 2014; Lim et al., 2015), sollte auch 

diese Theorie überprüft werden. Methodisch wäre hier wichtig insbesondere die Aufreinigung der 

Nukleinsäuren des Zytoplasmas zu etablieren um konkrete Aussagen über die Länge, Spezies und 

Sequenz dieser Biomoleküle zu treffen zu können. Des Weiteren sollte gleichfalls die genomische 

DNA in den Fokus gerückt und bezüglich der Inkorporation von rNMPs sowie daraus resultierenden 

Deletionen aufgrund des alternativen RER-Mechanismus über die Topoisomerase 1 analysiert werden 

(Kim et al., 2011; Williams et al., 2013; Sparks et al., 2015). Ergänzend wären außerdem 

Komplementationsexperimente von Interesse, bei denen die RNase H1 und/oder H2 sowie 

ausgewählte Mutanten in die induzierbaren Knock-out-Zellen eingebracht werden. Anhand dieser 

Ergebnisse ließen sich konkrete Rückschlüsse darüber ziehen, ob einzelne oder aufeinanderfolgende 

Ribonukleotide im Genom zur Ausprägung des in dieser Arbeit beschriebenen Phänotyps führten. Zur 

genaueren Klärung dieses Sachverhaltes wäre auch die in Saccharomyces cerevisiae beschriebene 

Mutation zur Entkopplung der beiden Funktionen der RNase H2 informativ (Chon et al., 2013). 

Vergleichbare Experimente wurden bereits für p53
-/- 

H2B
-/-

 Zellen durchgeführt (Mackenzie et al., 

2016) und dienten in dieser Arbeit als Grundlage zur Diskussion des Mechanismus (Abschnitt 4.1.2). 

Ein weiterer Schwerpunkt neben der akkumulierenden Nukleinsäurespezies und deren Ursprung sollte 

in der mechanistischen Kopplung der Prozesse Detektion und Autophagie liegen. Dazu bestehen 

bereits einige Studien insbesondere im Zusammenhang mit Pathogenen wie dem Mycobacterium 

tuberculosis (Watson et al., 2015) oder dem Herpes simplex virus (HSV; Liang et al., 2014). Diese 

zeigten die direkte Kolokalisation des Sensors cGAS mit dem Faktor Beclin-1, der Bestandteil des 
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PI3KC3 (phosphatidyl inositol 3 kinase class III)-Komplexes ist. Dadurch wurde nicht nur die 

Initiation der Autophagie induziert, sondern gleichzeitig auch die Aktivität des Sensors vermindert 

(Liang et al., 2014). Außerdem wurden Abhängigkeiten zwischen dem Adaptor STING und LC-3 II 

bzw. zwischen STING und Atg9a beschrieben (Saitoh et al., 2009; Watson et al., 2015). Funktionell 

wird dabei die Regulation der angeborenen Immunantwort diskutiert, da eine konstitutive Aktivierung 

des Adaptors zur Autoimmunerkrankung SAVI (STING-associated vasculopathy with onset in 

infancy) führt (Liu et al., 2014; Crow und Casanova, 2014). So transloziert STING im Komplex mit 

TBK1 nach der Aktivierung vom ER über den Golgi Apparat als Autophagosomen-ähnliches Vesikel 

ins Zytoplasma. Diese ATG9a-positiven, vesikulären Strukturen fusionieren mit Endosomen, die 

spezifische Transkriptionsfaktoren enthalten und von TBK1 aktiviert werden (Saitoh et al., 2009; 

Ishikawa et al., 2009; Barber, 2011). Anschließend wird STING ULK1-abhängig phosphoryliert und 

degradiert (Konno et al., 2013). Damit ergibt sich ein nicht-kanonischer Autophagie-verwandter 

Prozess. Inwiefern diese Mechanismen auch in RNase H2 defizienten Zellen greifen, muss 

experimentell geklärt werden. 

Des Weiteren sollte auch das Vorkommen zytoplasmatischer DNA-Spezies in der zellulären 

Seneszenz begutachet werden, da hier aufgrund der gesenkten ISG-Signatur in den induzierten MEFs 

nur Vermutungen bezüglich einer reduzierten Anzahl an MNi aufgestellt wurden.  

Doch nicht nur auf in-vitro-, sondern auch in-vivo-Ebene sind neue Versuchsansätze sinnvoll. So 

wurden bereits weitere konditionale RNase H2-Knock-out-Stämme gezüchtet und charakterisiert, die 

jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit sind, aber einen deutlichen in-vivo-Phänotyp aufwiesen (Aden, 

Bartsch et al., unveröffentlicht). Anhand dieser Mauslinien können die identifizierten molekularen 

Mechanismen verifiziert, ergänzt oder korrigiert, im Kontext eines Organismus interpretiert und 

bezüglich der Validierung potenzieller, therapeutischer Ansätze genutzt werden. Ferner können diese 

Knock-outs durch die Ausschaltung weiterer Gene, die möglichst Schlüsselfaktoren in den 

identifizierten Prozessen wie DNA-Schadensantwort oder Autophagie sind (p53, ATG5, ATG16L1, 

etc.), ergänzt und untersucht werden. Sinnvoll sind dabei auch Cre-unabhängige Systeme, da die 

Aktivität der Rekombinase ebenso mit der Induktion von DNA-Schäden assoziiert ist. Zur 

Vermeidung dieses Effektes wurde in dieser Arbeit ein induzierbares System unter Nutzung geringer 

Hydroxytamoxifen-Konzentrationen und kurzer Induktionsdauer genutzt (Loonstra et al., 2001). 

Zuletzt muss natürlich die Übertragbarkeit der Erkenntnisse auf den humanen Organismus und 

insbesondere an AGS erkrankten Personen erbracht werden. Diese Studien sollten daher an 

verschiedenen humanen Zellarten durchgeführt und auf in-situ-Proben von Patienten ausgeweitet 

werden. Da das Postulat, welche Zellart im Gehirn Interferon-alpha sekretiert, nur auf einer Studie 

beruht (van Heteren et al., 2008), in der auch keine Unterscheidung der Patientenproben nach der 

bestehenden Mutation vorgenommen wurde, wären außerdem erneute Färbungen, insbesondere an 

Gehirnschnitten von AGS-Patienten mit RNase H2-Mutationen wünschenswert. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 
 

Der Nukleinsäurestoffwechsel ist ein streng reguliertes Netzwerk, dessen Integrität durch eine 

Vielzahl an Proteinen geschützt wird, die verschiedene Aufgaben in der Synthese, Modifizierung, 

Degradation und Detektion der unterschiedlichen Nukleinsäurespezies einnehmen. Daher führen 

Mutationen in diesen Regulatoren zu Erkrankungen wie dem Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS), 

einer entzündlichen Autoimmunerkrankung. Nahezu die Hälfte aller betroffenen Patienten trägt dabei 

hypomorphe Mutationen in den drei Untereinheiten der RNase H2, einem Enzym, das sowohl den 

RNA-Anteil von RNA:DNA-Hybriden abbauen als auch einzelne Ribonukleotide aus DNA-Duplexen 

entfernen kann. Als Ursache des aktivierten Immunsystems bei AGS wird die Akkumulation von 

unprozessierten Nukleinsäuren aufgrund der enzymalen Dysfunktion postuliert. Dennoch konnte 

dieses immunstimulierende Substrat bisher nicht identifiziert werden. 

Unter Nutzung eines induzierbaren, murinen RNase H2-Knock-out-Systems wurde nun in der 

vorliegenden Arbeit auf in-vitro-Ebene das Auftreten von einzel (ss)- und doppelsträngiger (ds) DNA 

im Zytoplasma aufgezeigt. Es handelte sich dabei um geschädigte und neu-synthetisierte dsDNA, die 

sich durch einen nukleären Exportprozess im extranukleären Kompartiment als perinukleäre 

Körperchen anreicherten und hier vom Sensor cGAS erkannt wurden. Die direkte Kolokalisation 

dieser Nukleinsäurespezies mit dem detektierenden Protein erklärte zudem mechanistisch die erhöhte 

Expression der ISGs, einem Hauptmerkmal des Aicardi-Goutières-Syndroms. Neben der Aktivierung 

des cGAS-STING-Signalweges wurde des Weiteren experimentell aufgezeigt, dass gleichzeitig der 

Abbau der ektopischen DNA über Autophagie erfolgte und unter Nutzung pharmakologischer mTOR-

Inhibitoren zusätzlich verstärkt werden konnte und damit therapeutische Optionen eröffnete. Zuletzt 

wurde der Zellzustand der zellulären Seneszenz als Antwort auf die Schädigung des Genoms 

aufgezeigt und dessen Funktion zur Unterdrückung der Akkumulation zytoplasmatischer DNA 

postuliert. 

Die im Zuge dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse wurden durch ein alternatives, astrogliales 

Primärkultursystem zusätzlich unterstützt sowie die Bedeutung der Proliferation anhand des fehlenden 

AGS-Phänotyps des konditionalen GFAP_Cre-H2B-Stammes untermauert, dessen vom Knock-out 

betroffene Zellen sich im adulten Mausgehirn nicht mehr teilten. 

Zusammengefasst konnten die molekularen Prozesse als Reaktion auf den funktionalen Verlust der 

RNase H2 teilweise aufgeklärt und damit eine Grundlage zum Verständnis der Pathogenese des 

Aicardi-Goutières-Syndroms geschaffen werden.  
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7. SUMMARY 
 

The nucleic acid metabolism is a strictly regulated network protected by a number of proteins 

mediating in synthesis, modification, degradation and detection of different nucleic acids. Thus 

mutations in these regulators can lead to pathogenic conditions, like the Aicardi-Goutières syndrome 

(AGS), an inflammatory autoimmune disease. Nearly half of the patients have hypomorphic mutations 

in the three subunits of the RNase H2 complex, an enzyme able to cleave the RNA strand of 

RNA:DNA hybrids and to excise rNMPs from DNA duplexes. It has been proposed that a build-up of 

unprocessed nucleic acids underlies activation of the immune system in AGS, although the exact 

immunostimulatory substrate has not been identified yet. 

In this study the usage of an inducible, murine RNase H2 knock-out in-vitro system enabled the 

detection of single (ss) and double stranded (ds) DNA in the cytoplasm. Closer characterisation 

revealed the nuclear export of damaged and newly synthesized dsDNA which accumulated in form of 

perinuclear bodies (PNBs) in the extranuclear compartment. The ectopic dsDNA structures are 

recognized by the cytosolic sensor cGAS. Moreover, direct colocalisation of PNBs and cGAS 

mechanistically explained the interferon stimulatory gene (ISG) upregulation, a hallmark of AGS. 

Besides activation of the cGAS-STING-pathway, degradation of the ectopic dsDNA via autophagy 

was experimentally shown and increased by pharmacological mTOR inhibition, giving rise to 

therapeutical options. Finally, development of premature senescence was established as a consequence 

of genomic damage and postulated to suppress the accumulation of cytoplasmic DNA. 

In addition, these finding were supported by an astroglial primary cell culture system. Furthermore, 

the absence of an AGS-like phenotype in GFAP_Cre_H2B mice highlights the relevance of 

proliferation in this in-vivo system. 

Alltogether, the molecular processes following genetic ablation of RNase H2 were partially elucidated, 

which can be used now to help understanding AGS pathogenesis. 
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II. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 

Abb.   Abbildung 

ADAR1  adenosine deaminase acting on RNA 1 

AGS   Aicardi-Goutieres-Syndrom 

AIM2   absent in melanoma protein 2 

ANOVA  analysis of variances 

AP   alkaline Phosphatase 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

AraC   Cytosin-β-D- Arabinofuranosidhydrochlorid 

ASC   apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

ATG   autophagy-related gene 

ATM   ataxia telangiectasia mutated 

ATP   Adenosintriphosphat 

ATR   ATM and Rad3-related 

ATRIP   ATR-interacting protein 

BafA   Bafilomycin 

BLAST   Basic Local Alignment Search Tool 

bp   Basenpaar 

BSA   bovines Serumalbumin 

Bsp.   Beispiel 

bzgl.   bezüglich 

bzw.   beziehungsweise 

ca.   circa 

CARD   caspase activation and recruitment domain 

CAU   Christian-Albrechts-Universität 

CDK   cyclin-dependent kinase 

cDNA   complementary DNA 
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CDR   cytosolic DNA receptor 

cGAMP  cyclic GMP-AMP 

cGAS   cyclic GMP-AMP synthase 

CH25H   Cholesterol-25-Hydroxylase 

CHK   checkpoint kinase 

CMA    chaperon-mediated autophagy 

CMV   Cytomegalievirus 

CPD   Cyclobutanpyrimidindimer 

CSF   cerebrospinal fluid  

ctrl   control 

DAB-Färbung  3,3'-Diaminobenzidin-Färbung 

DAMP   damage-associated molecular pattern 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DDR   DNA-Schadensantwort, DNA damage response 

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium    

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure, desoxyribonucleotide acid 

dNTP   Desoxyribonukleotid 

Doxo   Doxorubicin 

ds   doppelsträngig, double-stranded 

DSB   Doppelstrangbruch 

DTT   Dithiothreitol 

DVP   Dauerverpaarung 

ECM   extracellular matrix 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EdU   5-Ethynyl-2 ́-desoxyuridin 

EGF   epidermal growth factor 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EMA   European Medicines Agency 
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engl.   englisch 

ER   endoplasmatisches Retikulum 

et al.   et alii 

etc.   et cetera 

EU   Europäische Union 

FACS   fluorescence activated cell sorting 

FDA   Federal Drug Association 

FELASA  Federation of European Laboratory Animal Science Associations 

FIP200   focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kD 

FKS   fötales Kälberserum 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GFAP   glial fibrillary acidic protein 

GFP   grün fluoreszierendes Protein, green fluorescent protein 

ggf.   gegebenenfalls 

GTP   Guanosintriphosphat 

HE-Färbung  Hämatoxylin- und Eosin-Färbung 

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

HHV-8   humanes Herpesvirus 8 

HIV   human immunodeficiency virus 

HS   Pferdeserum, horse serum 

HSV   Herpes simplex virus 

IB   Immunblot 

Iba-1   ionized calcium-binding adapter molecule 1 

ICC   Immunzytochemie 

IFIH1   interferon induced with helicase C domain protein 1 

IFI16   interferon inducible gene 16 

IFIT   IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats 

IFITM   IFN-induzierbare Transmembranproteine 

IFN   Interferon 
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IFNAR   Interferon-alpha-Rezeptor 

IHC   Immunhistochemie 

IRF   interferon regulatory factor 

ISG   interferon-stimulated gene 

IVC   individually ventilated cage 

JAK   Januskinase 

Kat.nr.   Katalognummer 

KicGAS   Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus inhibitor of cGAS 

KVI   kongenitale Virusinfektion 

Lamp2a  lysosomal associated membrane proteine 2a 

LC3   microtubule associated protein 1 light chain 3 

LPS   Lipopolysaccharid 

LOH   loss of heterozygosity 

LRR   leucin-rich repeats 

LTR   long terminal repeat 

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MAVS    mitochondrial antiviral signaling protein 

max.   maximal 

MDA5   melanoma differentiation-associated protein 5 

MEF   murine, embyronale Fibroblasten 

MEM   Minimum Essential Medium  

MMR   mismatch-repair 

MNi   Mikronuklei 

MRN   MRE11-RAD50-NBS1 

mRNA   messenger RNA 

mt   mitochondrial 

mTORC  mammalian target of rapamycin complex 1 

m/v   Masse pro Volumen 

MW   Mittelwert 
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Mx   Myxovirus resistance 

MyD88   myeloid differentiation primary response gene 88 

NAHR   non-allelic homologous recombination 

NFκB   nuclear factor kappa b 

NLS   nukleäres Lokalisationssignal, nuclear localization signal 

NMD   nonsense-mediated mRNA Decay  

nt   Nukleotid 

OAS   2′,5′-Oligoadenylat-Synthetase 

4-OHT   4-Hydroxytamoxifen 

ORF   open reading frame 

OST   Oligosaccharyltransferase 

PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 

PAMP   pathogen-associated molecular pattern 

PBS   phosphate buffered saline 

PCNA   proliferating cell nuclear antigen 

PCR   Polymerasekettenreaktion, polymerase chain reaction 

PFA   Paraformaldehyd 

PI3KC3  phosphatidyl inositol 3 kinase class III 

PIP    PCNA-interacting-peptide 

PNB   perinuclear body 

PRR   pattern recognition receptors 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

RAB   Ras-related in brain 

Rapa   Rapamycin 

RER   ribonucleotide excision repair 

RIG-I   retinoic acid-inducble gene I 

RLR   retinoic acid-inducble gene I-like receptors 

RNA   Ribonukleinsäure, ribonucleotide acid 

RNase H  Ribonuklease H 
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ROS   reactive oxygen species 

rNMPs   ribonucleotide monophosphate 

RPA   replication protein A 

ROS    reactive oxygen species 

RT   Raumtemperatur 

SA-β-Gal  Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase 

SAHF   Seneszenz-assoziierte Heterochromatinfoci 

SAMHD1  sterile alpha motif domain and HD domain-containing protein 1 

SASP   Seneszenz-assoziierter, sekretorischer Phänotyp 

SAVI   STING-associated vasculopathy with onset in infancy 

SDS   Sodiumdodecylsulfat 

SEM   Standard Error of the Mean 

SLE   systemischer Lupus erythematodes 

SNARE  soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 

sog.   sogenannt 

ss   einzelstränig, single-stranded 

STAT   Signal Transducers and Activators of Transcription 

SV40   Simian-Virus-40 

Tab.   Tabelle 

TBK1   TANK-binding kinase 1 

TIR-Domäne  Toll/IL-1R homology domain 

TLR   Toll-like receptor 

Top1   Topoisomerase 1 

Tor-1   Torin-1 

TREX1   three prime repair exonuclease 1 

TRIF   TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

TRIM   tripartite motif 

TVP   Terminverpaarung 

u.a.   unter anderem 
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UBL   ubiquitin-like 

ULK   Unc-51-like kinase 

UPS   Ubiquitin-Proteasom-System 

UTR   untranslated region 

VHH   Victor-Hensen-Haus 

Viperin   virus inhibitory protein, endoplasmic reticulum–associated, IFN-inducible 

VSV   vesicular stomatitis virus 

v/v   Volumen pro Volumen 

z.B.   zum Beispiel 

ZNS   zentrales Nervensystem 

 

Alle Einheiten wurden nach den Normen der SI verwendet. Ferner wurden alle proteinogenen 

Aminosäuren gemäß dem Ein- bzw. Dreibuchstabencode abgekürzt. 
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VI. ANHANG 
 

V.I.  Verifizierung der Antikörperspezifität 

Zur Verifizierung der Spezifität der detektierten Fluoreszenzsignale in immunzytochemischen 

Färbungen wurden Negativkontrollen durchgeführt, bei denen einzig eine Inkubation mit dem 

sekundären Fluorophor-gekoppelten Antikörper vorgenommen wurde. Diese zeigten in allen 

durchgeführten Analysen keine spezifische, über der Hintergrundfluoreszenz liegende Signalgebung 

(Abb. A1). 

 

Abb. A1 Negativkontrollen der immunzytochemischen Färbungen. 

Repräsentative, immunzytochemische Färbungen von CreERT-/--MEFs 3 d post 4-OHT als Negativkontrollen unter alleiniger 

Verwendung des sekundären Fluorophor-gekoppelten Antikörpers (Alexa Fluor 488 IgG und IgM, grün; Alexa Fluor 594 

IgG, rot); Maßstäbe oben 20 µm, weitere 10 µm. 

 

V.II. Charakterisierung perinukleärer Körperchen  

Zur Verifizierung der Spezifität der Fluoreszenzfärbung gegen dsDNA in MEFs wurde die 

Kolokalisation der Signale mit dem DNA interkalierenden Farbstoff DAPI begutachtet. Es zeigte sich 

eine nahezu vollständige Überlagerung der Signale (Abb. A2 A), sodass die Visualisierung dieser 

Nukleinsäurespezies anhand beider Färbungen möglich war. Ferner wurden die primären Kulturen auf 
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eine Kolokalisation der perinukleären Körperchen mit dem DNA-Schadenmarker pH2A.X untersucht 

(Abschnitt 3.1.9). Diese bestand jedoch nicht in allen Fällen (Abb. A2 B). 

 

Abb. A2 Charakterisierung perinukleärer Körperchen. 

(A) Repräsentative, immunzytochemische Färbungen von CreERT+/--MEFs 3 d  post 4-OHT gegen dsDNA (Alexa Fluor 488 

IgG, grün) mit Gegenfärbung der nukleären dsDNA (DAPI, blau), die auch im Zytoplasma als perinukleäre Körperchen 

nachweisbar war; nahezu vollständige Signalüberlagerung. (B) Repräsentative, immunzytochemische Färbung von CreERT+/-

-MEFs 3 d nach 4-OHT-Induktion gegen den DSB-Marker pH2A.X (Cy3, rot) mit Gegenfärbung von dsDNA (DAPI, blau); 

Auftreten des Markers in perinukleären Körperchen und dessen Abwesenheit (mit Pfeilen gekennzeichnet). 

 

V.III. Klonierung des Vektors pMOWS-mRFP-eGFP-LC3 

Um eine alternative Einbringung des LC3-Tandemfluoreszenzkonstruktes neben der Transfektion zu 

ermöglichen wurde der ORF (open reading frame) des Autophagiemarkers aus dem Vektor ptfLC3 in 

den Vektor pMOWS-eGFP kloniert, der ebenso die retrovirale Transduktion von Primärzellen erlaubt. 

Dazu wurde der Ausgangsvektor mit NheI verdaut und aufgereinigt. Der entstandene Überhang wurde 

anschließend mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefüllt und ein weiterer Restriktionsschritt mit EcoRI 

angeschlossen. Der Zielvektor wurde äquivalent vorbereitet, wobei anstatt NheI EcoNI verwendet 

wurde, sodass dieser linearisiert und ohne eGFP vorlag. Letztlich wurde der ORF des 

Autophagiemarkers (Insert) in den geöffneten Vektor pMOWS ligiert und das Ligationsprodukt in E. 

coli XL-1 Blue transformiert (Abb. A3). 
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GACGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCG

AGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCA

AGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGCCTAC

GTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCG

CGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAG

TTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGA

CCATGGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGCGGATTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAG

ATGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCCGAGGTCAAGACCACCTACATGGCCAAG

AAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAAGACCGACATCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGG

ACTACACCATCGTGGAACAGTACGAGCGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGCCGGTGGACCGGT

CGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGAC

GGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAG

CTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCT

GACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCG

CCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCG

CGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAG

GAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGG

CCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCG

TGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAA

CCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTG

CTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCCGGACTCAGAT

CTAGACCGTCCGAGAAGACCTTCAAACAGCGCCGGAGCTTCGAACAAAGAGTGGAAGATGTCCGGCT

CATCCGGGAGCAGCACCCCACCAAGATCCCAGTGATTATAGAGCGATACAAGGGTGAGAAGCAGCTG

CCCGTCCTGGACAAGACCAAGTTCCTTGTACCTGATCACGTGAATATGAGCGAACTCATCAAGATAAT

TAGAAGGCGCCTGCAGCTCAATGCTAACCAAGCCTTCTTCCTCCTGGTGAATGGGCACAGCATGGTGA

GTGTGTCCACACCCATCTCTGAAGTGTACGAGAGCGAGAGAGATGAAGACGGCTTCCTGTACATGGT

CTATGCCTCCCAGGAGACGTTCGGGACAGCACTGGCTGTTACATACATGTCAGCTCTGAAGGCAACA

GCAACAGGAAGAGAGCCATGCTTGTGA 

 
Abb. A3 Grunddaten zum Vektor pMOWS-mRFP-eGFP-LC3. 

(A) Klonierungsschemata des Vektors pMOWS-mRFP-eGFP-LC3: Durchführung gemäß Abschnitt VIII (B) 

Nukleotidfequenz des ORF, der sich aus mRFP, eGFP und LC3 zusammensetzt.  

 

 

V.IV. Initiale Charakterisierung des EMX1_Cre_H2B Mausstammes 

Neurone sind post-mitotische, auf Erregungsleitung und Erregungsübertragung spezialisierte Zellen 

des Gehirnes, die eine hohe RNase H2 Expression aufweisen (Abb. 31 und Abb. 32) . Um daher die 

Funktion des Enzymes in diesem Zelltyp zu untersuchen wurde der konditionale Knock-out Stamm 

EMX1_Cre_H2B durch Verpaarung der Linien EMX1_Cre (B6.129S2-Emx1
tm1(cre)Krj

/J) und 
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RNaseH2B_flox (Rnaseh2b
tm1a(EUCOMM)Wtsi

/J) gezüchtet (Abb. A4). Die Nachkommen der F2-

Generation der gezüchteten EMX1_Cre_H2B-Linie waren lebensfähig, fertil und phänotypisch 

unauffällig. Die eindeutige Zuordnung der Genotypen erfolgte anhand von Genotypisierungs-PCRs 

auf den Lysaten der Schwanzbiopsate, die zwischen der 3. und 6. Woche nach der Geburt der 

Jungtiere genommen wurden. Die elektrophoretische Auftrennung der Fragmente in einer 

Agarosematrix erlaubte die Unterscheidung von gefloxtem Allel mit einer Bande in Höhe von 390 bp 

gegenüber einem Wildtyp-Allel von 420 bp. Das EMX1_Cre-Transgen war als Amplifikat von 100 bp 

eindeutig identifizierbar (Abb. A4B). In allen weiteren Versuchen wurden Versuchstiere des Genotyps 

RNaseH2B
lox/lox 

als Kontrollgruppe (abgekürzt als EMX1_Cre
-/-

) und des Genotyps RNaseH2B
lox/lox

 

EMX1_Cre
+/-

 (abgekürzt als EMX1_Cre
+/-

) als Vergleichs- bzw. Defizienzgruppe verwendet. Um 

ferner eine maximale Vergleichbarkeit zu gewährleisten wurde mit Geschwisterpaaren (litter mates) 

gearbeitet.  

 

 

Abb. A4 Zucht und Knock-out-Verifizierung des Stammes EMX1_Cre_H2B.  

(A) Aufbau der transgenen Genbereiche des RNaseH2B_flox- sowie EMX1_Cre-Stammes wie unter Abschnitt 2.1.16 

beschrieben. (B) Fotografische Dokumentation der Fragmente der Genotypisierungs-PCRs, die mittels Agarosegelelektro-

phorese (2 % Matrix) aufgetrennt, mit Hilfe von Ethidiumbromid visualisiert und bezüglich ihrer Länge (Basenpaar, bp) 

qualitativ untersucht wurden; RNaseH2B_flox-Fragment wt: 420 bp tg: 390 bp; EMX1_Cre-Fragment: 100 bp. (C) 

Repräsentative immunhistochemische Färbungen von Gehirnschnitten des EMX1_Cre_H2B-Stammes (6 Wochen alt) im 

Bereich des Zerebralcortex gegen die RNase H2 (Cy3, rot) sowie den neuronalen Marker NeuN (Alexa 488, grün) mit 

Gegenfärbung der Zellkerne (DAPI, blau); Durchführung durch Dr. Markus Damme (AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, 

Christian-Albrechts-Universität zu Kiel). 
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Zur Verifizierung des Knock-outs wurden immunhistochemische Färbungen durchgeführt, bei denen 

sowohl die RNase H2 als auch der neuronale Marker NeuN visualisiert wurden. Die mikroskopische 

Begutachtung bestätigte die Ausschaltung des Enzymes in Neuronen. So wiesen die Kontrolltiere eine 

Kolokalisation beider Proteine auf, die in der Vergleichsgruppe im Bereich des Zerebralcortex und 

Hippocampus nicht mehr zu erkennen war. Außerdem waren in den EMX1_Cre
+/-

-Gehirnen kaum 

Signale der Ribonuklease detektierbar (Abb. A4C). 

 

 

V.V. Zusammenfassung der molekularen Mechanismen bei Ribonuklease H2-Defizienz auf 

Zellebene 

Die Defizienz der RNase H2 führt zur Aktivierung einer Reihe molekularer Prozesse, die sich auf der 

fehlenden enzymalen Aktivität zur Beseitigung von inkorporierten rNMPs aus dem zellulären Genom 

mittels RER gründen. Daraus folgend greift ein Netzwerk an regulatorischen Mechanismen: DNA-

Schadensantwort, Seneszenzprogramm, nukleärer Export von ss und dsDNA ins Zytoplasma, cGAS-

STING-Signaltransduktion und Autophagie (Abb. A5). 

 

Abb. A5 Graphische Übersicht der Mechanismen in RNase H2-defizienten MEFs. 

Graphische Zusammenfassung der in RNase H2-defizienten MEFs postulierten Prozesse. Detailierte Beschreibungen aller 

Teilprozesse unter den Abbildungen 41-45 entnehmbar. 
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V.VI. Aufführung der Kooperationen und deren Arbeitsanteil 

Nachfolgend sind alle Kooperationspartner sowie deren Arbeitsanteil unter weiterer Aufführung der 

selbst durchgeführten Arbeitsschritte aufgeführt. 

(1) M. Sc. Sönke Rudnik (AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-Universität zu 

Kiel, Deutschland) 

Abb. Eigenanteil Fremdanteil 

Abb. 23 A/B Zellkultivierung und –stimulation 

Zellernte 

Westernblot 

Densitometrie 

Abb. 24 A/B Zellkultivierung und –stimulation 

Zellernte 

Westernblot 

beta-Hexosaminidase Aktivitätsassay 

 

(2) Dr. Markus Damme (AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-Universität zu 

Kiel, Deutschland) 

Abb. Eigenanteil Fremdanteil 

Abb. 31 A Mauszucht Perfusion 

Immunhistochemie 

Abb. 32 A/B Mauszucht Perfusion 

Immunhistochemie 

Abb. 33 B/C Mauszucht Perfusion 

Immunhistochemie 

Abb. A4 C Mauszucht Perfusion 

Immunhistochemie 

 

(3) Prof. Dr. Markus Glatzel (Institut für Neuropathologie, Universitäts-Klinikum Hamburg-

Eppendorf, Deutschland) 

 
Abb. Eigenanteil Fremdanteil 

Abb. 33 

A/B/C 

Mauszucht 

Perfusion 

Mikroskopie 

Immunhistochemie 
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