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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Aicardi-Goutiéres-Syndrom (AGS)

Anfang der 1980er Jahre beschrieben die Arzte Jean Francois Aicardi und Francoise Gou-
tieres erstmalig eine seltene, friihkindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems, die
spater unter dem Namen Aicardi-Goutieres-Syndrom (AGS) bekannt wurde (Aicardi und
Goutiéres, 1984). lhr Phinotyp zeigt klinische und biochemische Uberlappungen mit einer
intra-uterin erworbenen Virusinfektion, obgleich keine Viren nachweisbar sind. So enthal-
ten beispielsweise sowohl das Serum als auch die Gehirn-Riickenmarksflissigkeit (,cere-
brospinal fluid‘, CSF) vieler Patienten das Cytokin Interferon- (IFN) a (Lebon et al., 1988).
AuBerdem lasst sich in 90 % der Betroffenen eine sog. ISG-Signatur feststellen, d.h. eine
erhohte Expression von Interferon-stimulierten Genen (ISGs) in peripherem Blut (Rice et
al., 2013). Hohe IFN-a-Spiegel finden sich auch in Patienten mit einer intra-uterin erwor-
benen HIV-1- (humanes Immundefizienz-Virus 1) Infektion, ebenso wie Kalkansamm-
lungen im Gehirn sowie eine Verminderung der weien Substanz (DeCarli et al., 1993;
Francis et al., 1992; Kauffman et al., 1992), Symptome, die ebenfalls bei AGS zutage tre-
ten (siehe Abbildung 1). Daneben fihrt AGS bei 40 % der Betroffenen zur Bildung ent-
ziindlicher Haut-Lasionen, die sich als Ausschlag am ganzen Korper oder als Frostbeulen
(,chilblains’) besonders an Handen, Fiiken und Ohren manifestieren (Crow, 1993; Tolmie
et al.,, 1995). Auch fiir die gleichzeitige Ausprigung sowie immunologische Uberlappun-
gen von AGS mit einer weiteren Autoimmun-Erkrankung, dem systemischen Lupus erythe-

matodes (SLE), gibt es belegte Falle (Dale et al., 2000; Ramantani et al., 2010).

normal AGS HIV-1

Abbildung 1: Horizontale computertomografische Aufnahmen des GroBhirns gesunder, an AGS- sowie an
intra-uterin erworbener HIV-1-Infektion erkrankter Individuen (aus Reijns und Jackson (2014)). Erkennbar

sind Kalkansammlungen (weil8) sowie Atrophie der weien Substanz (schwarz).
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Meist lassen sich AGS-Patienten einem von zwei klinischen Profilen zuordnen: bei ca.
23 % entwickeln sich deutliche Defekte bereits wahrend der Embryonalentwicklung in der
maternalen Gebarmutter, wohingegen die Gberwiegende Mehrheit (ca. 69 %) einen post-
natalen Krankheitsbeginn zeigt, der haufig innerhalb des ersten Lebensjahres eintritt. Je
nach Schweregrad der Erkrankung zeigen die Betroffenen starke Behinderungen in ihren
Bewegungs-, Sprach- und intellektuellen Funktionen bis hin zum friihzeitigen Tod (Crow et

al., 2015).

Ausgelost wird AGS durch monogene Mutationen in Genen, die mit dem Nukleinsdure-
Metabolismus oder der -Signaltransduktion in Verbindung stehen. Derzeit bekannt sind
sieben betroffene Gene, am haufigsten finden sich AGS-auslésende Mutationen jedoch in
den fir die drei Untereinheiten der Ribonuklease H2 codierenden Genen RNASEH2A,
RNASEH2B und RNASEH2C (Crow et al., 2015; Crow et al., 2006b). Daruber hinaus be-
troffen sind die Desoxyribonuklease TREX1 (,three prime repair exonuclease 1‘) (Crow et
al.,, 2006a), die Desoxynukleosid-Triphosphat-Triphosphohydrolase und Ribonuklease
SAMHD1 (,SAM domain and HD domain 1‘) (Rice et al., 2009), die Adenosin-Deaminase
ADAR1 (,adenosine deaminase acting on RNA 1°) (Rice et al., 2012) sowie der Rezeptor fiir
doppelstrangige RNA MDAS (,melanoma differentiation-associated protein 5‘), der auch
unter dem Namen IFIH1 (,/FN-induced helicase C domain containing protein 1‘) gefihrt

wird (Rice et al., 2014).

Fir gewohnlich handelt es sich bei AGS um eine autosomal rezessiv vererbte Krankheit,
die bis auf wenige Ausnahmen durch einen Verlust bzw. die Einschrankung der Protein-
funktion ausgelost wird. Die AGS-relevanten [FIH1-Mutationen hingegen stellen aus-
nahmslos ,gain-of-function‘-Mutationen dar, also Veranderungen des Erbguts, die zu
einer Aktivitatsverstarkung des Proteins fiihren. Einhergehend mit der Vielzahl beschrie-
bener Mutationen in den oben genannten Genen zeigen die auftretenden klinischen
Symptome eine solche Bandbreite, dass inzwischen auch der Begriff ,Typ-I-Interferono-
pathie’ gelaufig ist. Er beschreibt eben solche monogenen Erkrankungen, bei welchen
eine konstitutive Aktivierung des Typ-l-Interferon-Signalweges als ursachlich fur die

Krankheitsentwicklung angesehen wird (Crow, 2011; Crow und Manel, 2015).

IFN-a ist als pro-inflammatorisches Cytokin ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr zum Schutz vor Viren. Als Quelle der IFN-Produktion wurde bei AGS-Pa-
tienten das Gehirn, genauer gesagt die Astrocyten, identifiziert, was sich mit der Erkennt-
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nis deckt, dass die IFN-a-Spiegel im CSF hoher sind als im Serum der Betroffenen (Crow et
al., 2015; Van Heteren et al., 2008). Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von IFN-a in Astrocyten transgener Mause zu einer voranschreitenden,
entziindlichen Enzephalopathie mit Ubereinstimmungen im Krankheitsbild zu AGS fiihrt,
was fur IFN-a als auslosenden Faktor bei der Entstehung des Aicardi-Goutiéres-Syndroms
spricht (Akwa et al., 1998). Gebildet wird es nach der Erkennung viraler Nukleinsauren,
die als sog. Pathogen-assoziierte molekulare Muster (,pathogen-associated molecular pat-
terns’, PAMPs) von Mustererkennungsrezeptoren (,pattern-recognition receptors’, PRRs)
gebunden werden und so eine Signalkaskade auslésen. Die Aktivierung dieser Signalkas-
kade miindet in der Expression virusresponsiver Gene und Cytokine, die die Virus-Replika-
tion inhibieren oder die Immunabwehr stimulieren sollen. Wie eingehend erwahnt zeigen
AGS-Patienten jedoch keine Virus-Infektion, was die Frage nahelegt, wodurch eine Im-

munantwort ausgeldst wird.

Mit der Entschliisselung der ersten genetischen AGS-auslésenden Faktoren kam die Ver-
mutung auf, dass die Akkumulation endogener Nukleinsduren entscheidend fiir die Aus-
bildung der Erkrankung sein konnte. Uneins ist man sich tiber den Ursprung dieser Nu-
kleinsduren. Einerseits gibt es aus Experimenten an Mausen gewonnene Belege, dass es
sich um geschadigte DNA handelt, die im Zellinneren akkumuliert und die Expression pro-
inflammatorischer Cytokine auslost (Bartsch, 2016; Mackenzie et al., 2016; Pokatayev et
al., 2016). Andererseits konnte es sich auch um die Prozessierungsprodukte aktiver endo-
gener Retroelemente bzw. Retroviren handeln (Crow und Manel, 2015). Da jedoch keines
der bisher etablierten Mausmodelle den neuroinflammatorischen AGS-Phanotyp wieder-
spiegelt, bleibt deren Relevanz fir die Entstehung der humanen Autoimmun-Erkrankung

zu bestatigen (Mackenzie et al., 2016).

1.2 Endogene Retroelemente

Endogene Retroelemente (REs), auch genannt Retrotransposonen, bilden eine Klasse mo-
biler genetischer Elemente, die in allen eukaryotischen Genomen in variabler Haufigkeit
und Diversitat vorliegt (Hancks und Kazazian, 2012). Sie zeichnet sich dadurch aus, dass
sie sich Uber einen ,copy-and-paste‘-Mechanismus im Genom verbreiten und dabei ein

RNA-Intermediat entsteht, welches revers transkribiert und als cDNA in das Genom der
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Wirtszelle integriert wird. Demzufolge wird nicht das Retroelement selbst transponiert,
sondern die von dem jeweiligen Element codierte RNA (Hancks und Kazazian, 2016). In-
nerhalb der Gruppe der Retroelemente werden zwei Subklassen voneinander abgegrenzt
(siehe Abbildung 2), die durch das Vorliegen (,LTR-Retrotransposonen‘) bzw. Fehlen (,non-
LTR-Retrotransposonen’) zweier sich 5‘- und 3‘-befindlicher identischer Sequenzabschnit-
te, den sog. ,long terminal repeats’ (LTRs), unterschieden werden (Thompson et al.,
2016). Des Weiteren klassifiziert man die Retroelemente, welche fiir die reverse Tran-
skription erforderliche Proteine codieren, als autonome Elemente und trennt diese von
den nicht-autonomen, denen jegliche signifikante Codierungskapazitat fehlt. Nicht-auto-
nome Elemente kdnnen sich folglich keineswegs selbststdandig im Genom mobilisieren,
dennoch ist ihre Retrotransposition auf Grund der ihnen verbliebenen cis-Sequenzen bei

Aktivitat anderer Retroelemente moglich (Feschotte et al., 2002; Mita und Boeke, 2016).

| endogene Retroelemente = Klasse I-Transposonen |

LTR-Retrotransposonen | | non-LTR-Retrotransposonen
LINEs
GAG POL ORF1 ORF2

autonom B L PRORT RH N D EN. RL_AM

nicht-autonom m » P -:’.

Abbildung 2: Die genomische Struktur endogener Retroelemente (verdndert nach Feschotte et al. (2002)).
Endogene REs werden in LTR-und non-LTR-Retrotransposonen unterschieden. Beiden gemeinsam ist das
Vorliegen kurzer Duplikationsstellen, die aus der Integration resultieren (,target-site duplications’, darge-
stellt als grau-hinterlegte Pfeile). LTR-Retrotransposonen besitzen zusatzlich flankierende LTRs (blau-hinter-
legte Pfeilspitzen), die Promotor- bzw. polyA-Signale enthalten. Autonome LTR-REs codieren fiir zwei Gene,
GAG (braun) und POL (orange). Das GAG-Gen codiert fiir ein Polyprotein, welches die viralen Matrix-, Cap-
sid- und Nukleocapsid-Komponenten stellt. Das Genprodukt von POL hingegen liefert Protease- (PR), rever-
se Transkriptase- (RT), RNase H- (RH) und Integrase- (IN) Aktivitaten. Nicht-autonomen LTR-REs fehlt die
Codierungskapazitat. Bei den non-LTR-Retrotransposonen unterscheidet man die autonomen LINEs von den
nicht-autonomen SINEs. Beide besitzen einen internen Promotor innerhalb der 5-UTR (blau), der im Falle
der LINEs die Expression zweier ORFs reguliert: ORF1 (rot) und ORF2 (violett), bei den SINEs hingegen nicht
zu einem proteincodierenden Genprodukt fiihrt. Das von ORF2 codierte Protein verfiigt Gber Endonuklease-

(EN) sowie reverse Transkriptase- (RT) Aktivitat. Die 3‘-Enden (blau) enthalten ein internes polyA-Signal (A,).

-4 -



Einleitung

Im humanen Genom machen Retroelemente lber 40 % des Basengehalts aus, wobei die
non-LTR-Retrotransposonen mit etwa 34 % den grofRten Anteil bilden (Lander et al.,
2001). Innerhalb dieser Gruppe besteht eine groRe Diversitdt bezliglich Sequenzlange und
-zusammensetzung der REs: vollstandige ,long interspersed nuclear elements’ (LINEs)
umfassen ca. 6.000 bp, wohingegen die deutlichen kiirzeren und daher auch nicht-auto-

nomen ,short interspersed nuclear elements’ (SINEs) i.d.R. weniger als 300 bp lang sind.

Es gibt drei entfernt verwandte LINE-Familien, von denen allein die LINE-1-Elemente bis
zum heutigen Tage im humanen Genom retrotranspositionskompetente, also aktive, Ver-
treter stellen. Mit einer Kopienzahl von tiber 500.000 besadRen sie ein gewaltiges Potential
zur Gestaltung der genomischen Landschaft (Lander et al., 2001), ware nicht der Haupt-
anteil (mehr als 99,8 %) durch Trunkierungen, Punktmutationen oder interne Reorganisa-
tionen im Laufe der Entwicklungsgeschichte inaktiviert worden (Brouha et al., 2003).
Datenbankanalysen zufolge existieren heute lediglich 146 vollstandige, potentiell aktive

LINE-1-Elemente (Penzkofer et al., 2016).

Retrotranspositionskompetente LINE-1-Elemente besitzen einen internen sense-Promo-
tor, der innerhalb ihres 5°-untranslatierten Bereichs (,untranslated region‘, UTR) lokali-
siert ist und die RNA-Polymerase ll-abhangige Transkription initiiert (Kroutter et al., 2009;
Swergold, 1990). Ferner enthalten sie zwei proteincodierende offene Leserahmen (,open
reading frames‘, ORFs), die flr die LINE-1-Retrotransposition unerlasslich sind, sowie eine
polyA-Sequenz, welche fir die korrekte Positionierung der RNA wahrend der Retrotrans-
position sorgt (Cost et al., 2002). LINE-1-Elemente enthalten auflerdem einen antisense-
Promotor, der die Expression eines weiteren, erst kirzlich identifizierten ORFs mit bisher

ungeklarter Funktion reguliert, ORFO (Denli et al., 2015; Speek, 2001).

Die beiden LINE-1-Proteine ORF1p und ORF2p werden von den Genen ORF1 bzw. ORF2
codiert (siehe Abbildung 3, Seite 6). Bei ORF1p handelt es sich um ein 40 kDa grolRes RNA-
bindendes Protein, welches zu einem Homotrimer geformt von der LINE-1-RNA umwickelt
wird (Khazina et al., 2011). Durch die Interaktion mit ORF2p, einem 150 kDa groBen En-
zym mit Endonuklease- und reverser Transkriptase-Aktivitat, sowie weiteren Wirtsfakto-
ren bildet sich so ein Ribonukleoprotein- (RNP) Komplex im Cytoplasma der Zelle (Feng et
al., 1996; Hohjoh und Singer, 1996; Mathias et al., 1991; Taylor et al., 2013). Der RNP-
Komplex gelangt vermutlich Gber die Kernporen in den Nukleus, wo die reverse Tran-
skription am bevorzugten Integrationsort initiiert wird (Luan et al., 1993).
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Ribosom

ORF2p gy ORF1p

. /\/\/\/’\/\/\/
CYTOPLASMA ‘

Wirtsfaktoren

LINE 1-RNA
IO Q\?I;VVE\E/V;N/XVQ/ I Transkription
Il Translation
\ —_— Il RNP-Formation und

Kernimport
IV TPRT

NUKLEUS

Abbildung 3: Der LINE-1-Lebenszyklus (verdndern nach Viollet et al. (2014)). Die LINE-1-Replikation startet
mit der Transkription der LINE-1-RNA (l). Diese wird in das Cytoplasma exportiert und an den Ribosomen
translatiert (). Die von dem Element codierten Proteine ORF1p und ORF2p binden in cis an die RNA und bil-
den zusammen mit weiteren Wirtsfaktoren einen RNP-Komplex (lll). Der LINE-1-RNP-Komplex wird in den
Nukleus importiert, wo im Zuge des als TPRT bekannten Mechanismus die reverse Transkription sowie die
Integration des LINE-1-Elements erfolgen (IV). Dieser Prozess ist abhdngig von weiteren, noch nicht ganzlich

identifizierten Proteinfaktoren der Wirtszelle.

Dieser konservierte Mechanismus, den man ,target-primed reverse transcription‘ (TPRT)
nennt, ist in seiner Komplexitat bis heute noch nicht vollstédndig entschlisselt. Er beginnt
vermutlich mit der Einfiihrung eines Einzelstrangbruches (,nick’) in die genomische DNA
durch die Endonuklease-Doméane des ORF2p. Am 3‘-Ende des einzelstrangigen Bereichs
startet die nun folgende reverse Transkription der Retroelement-RNA (Luan et al., 1993).
Der reverse Transkriptase-Anteil des ORF2p-Enzyms verlangert dabei die freiliegende
3‘-Hydroxygruppe, indem er die LINE-1-RNA als Matrize benutzt (Cost et al., 2002). Ergan-
zend beschrieben ist ein endonukleaseunabhangiger Insertionsmechanismus, bei dem be-
reits bestehende Strangbriiche genutzt werden (Morrish et al., 2002). Beide Mecha-
nismen fihren letztlich zur Entstehung einer neuen, doppelstrangigen Kopie des LINE-1-
Elements, welche im Falle der TPRT-Retrotransposition von zwei kurzen Duplikations-

stellen (target site duplications, TSDs) flankiert wird. Unklar bleibt dabei, wie die Zweit-
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strangsynthese sowie die Reparatur des Einzelstrangbruches vonstattengeht sowie wel-

che Wirtsfaktoren daran beteiligt sind (Viollet et al., 2014).

ORF1p und ORF2p weisen eine cis-Praferenz aus, d.h. sie binden bevorzugt an die RNA,
anhand derer sie translatiert wurden (Wei et al., 2001). Darliber hinaus sind sie jedoch
auch in der Lage, in trans andere Retroelemente oder sogar proteincodierende mRNAs
mittels reverser Transkription in das Genom zu integrieren (zusammengefasst in Hancks
und Kazazian (2012)). Aus diesem Grund kommen im menschlichen Genom neben LINE-1-
Neuintegrationen auch einige de novo-Integrationen von Alu-Elementen vor (Roy et al.,
1999; Wimmer et al., 2011), einer primatenspezifischen Gruppe der SINE-Familie
(Deininger, 2011).

SINEs codieren nicht fir Proteine und zdhlen daher zu den nicht-autonomen Retrotrans-
posonen. lhre 100-400 bp langen Sequenzen enthalten einen internen Polymerase llI-Pro-
motor, der die Expression der Elemente steuert. Fir die Retrotransposition sind sie auf
Teile der LINE-1-Maschinerie angewiesen, insbesondere auf ORF2p, wohingegen ORF1p
verzichtbar zu sein scheint (Dewannieux et al., 2003). Damit stehen aktuellen Zahlen zu-
folge neben den 146 vollstandigen LINE-1-Elementen 107 weitere mit zerstortem ORF1,
aber intaktem ORF2 fir die Retrotransposition von Alu-Elementen zur Verfligung
(Penzkofer et al., 2016). Der genaue Insertionsmechanismus ist auch in diesem Fall noch
unklar (Daniel et al., 2015), fuhrte jedoch im Laufe der Evolution zu iber einer Million Alu-
Elementen innerhalb der chromosomalen DNA, womit sie mehr als 10 % des mensch-

lichen Genoms ausmachen (Lander et al., 2001).

Die zweite Subklasse der REs, die LTR-Retrotransposonen, ist mit den exogenen Retrovi-
ren verwandt und daher in der Literatur auch als endogene Retroviren (ERVs) geldufig. Sie
besitzen im Gegensatz zu ihren viralen Gegenstiicken jedoch nicht die Fahigkeit zur extra-
zelluldren Verbreitung und sind aktuellen Annahmen zufolge im humanen Genom inaktiv
(Hancks und Kazazian, 2016). Ihre Codierungskapazitat reicht von fast intakten Elementen
mit mindestens zwei ORFs bis hin zu sog. ,solo-LTRs’, Elementen, denen jegliche Gen-

information verloren gegangen ist (Wildschutte et al., 2016).

Bedingt durch ihre retroviralen Charakteristika besitzen sowohl Zwischen- als auch End-
produkte endogener Retroelemente das Potential zur Stimulation des Immunsystems und

tragen daher moglicherweise wesentlich zur Entstehung von Autoimmun-Erkrankungen
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wie SLE oder AGS bei (Kassiotis und Stoye, 2016). Dies betrifft sowohl das angeborene als
auch das erworbene Immunsystem und ist neben der Auspragung von Autoimmunitat
zudem flr chronische Infektionen und Krebserkrankungen relevant (Kassiotis und Stoye,
2016). Derzeit sind mindestens 96 Retrotranspositionsereignisse bekannt, die zu mono-
genen Erkrankungen gefiihrt haben (Hancks und Kazazian, 2012). Aus diesem Grund un-
terliegt die Aktivitdt endogener Retroelemente strenger Regularien. Die Regulation kann
auf verschiedenen Ebenen erfolgen und beeinflusst Transkription, Translation und post-

translationale Prozesse.

Einer der zentralen Mechanismen stellt hierbei die epigenetische Kontrolle der Gen-
expression durch die Cytosin-Methylierung von Promotorsequenzen dar. Retroelemente
sind wie die Centromere eukaryotischer Genome reich an CpG-Inseln, Bereichen mit sta-
tistisch erhohter Dichte des Dinukleotids Desoxycytidin-Phosphatidyl-Desoxyguanosin
(Yoder et al.,, 1997). CpG-Inseln in Promotorregionen liegen i.d.R. unmethyliert vor;
kommt es aber zur Ubertragung von Methylgruppen auf die Cytosine der Dinukleotide, so
wird die Transkription des Gens verhindert, da Transkriptionsfaktoren nicht mehr an die
regulatorischen Sequenzabschnitte binden kénnen. Die Expression endogener Retro-
elemente in somatischen Zellen wird durch eben solche umfassenden Methylierungen
der Promotoren inhibiert, wie Untersuchungen an LINE-1-Promotoren gezeigt haben

(Hancks und Kazazian, 2012; Hata und Sakaki, 1997).

In der Keimbahn ist zudem eine Klasse von spezialisierten, kleinen RNAs, den ,piwi-inter-
acting RNAs* (piRNAs), sowie piRNA-interagierenden Proteinen fiir die Repression von REs
verantwortlich. Sie agieren sowohl auf transkriptioneller Ebene durch die Spaltung der
Retrotransposon-RNA als auch epigenetisch durch die Rekrutierung der de novo-DNA-
Methylierungsmaschinerie (Aravin et al.,, 2008; Brennecke et al., 2007). Ferner wurde
durch Arbeiten von Sheehy et al. (2002) erstmalig gezeigt, dass eine Familie von wirbel-
tierspezifischen Cytidin-Deaminasen existiert, die als Restriktionsfaktoren die Aktivitat
von Retroelementen und -viren vermindert: die APOBEC3- (,apolipoprotein B mRNA edi-
ting enzyme catalytic polypeptide 3‘) und AID- (,activation-induced cytidine deaminase‘)
Proteine. Sie katalysieren die Deaminierung von Cytidin zu Uracil in der RE-cDNA, was zu
einer Akkumulation von Mutationen und damit zu einer Stilllegung des mobilen Elements

fiihren kann (Goodier, 2016).



Einleitung

Anti-retrovirale Eigenschaften schreibt man weiterhin den mit AGS assoziierten Proteinen
TREX1 und SAMHD1 zu. Sie restringieren die Replikation von LINE-1-Elementen und Re-
troviren, indem sie Einfluss auf die reverse Transkription nehmen. Diskutiert wird in der
Literatur auRerdem, ob auch die Ribonuklease H2 als Restriktionsfaktor fiir endogene

Retroelemente dienen kénnte (Bhoj und Chen, 2008; Volkman und Stetson, 2014).

1.3 Die Ribonuklease H2

Ribonukleasen (RNasen) H sind eine seit dem Jahre 1969 bekannte Enzymfamilie, welche
die Spaltung des RNA-Anteils eines RNA:DNA-Hybrids katalysieren und ubiquitar in Orga-
nismen von Bakterien bis hin zu den Sdugetieren vorkommen (Huet et al., 1976; Miller et
al., 1973; Stein und Hausen, 1969). Die Hydrolyse erfolgt am 5-Phosphat des Ribonukleo-
tids (siehe Abbildung 4) und resultiert in einer freien 3-Hydroxygruppe sowie einer freien

5‘-Phosphatgruppe (Eder et al., 1993).
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Abbildung 4: Die RNase H-vermittelte Spaltung. Die Hydrolyse (pinkfarbener Pfeil) erfolgt an der 5-Phos-
phatgruppe des Ribonukleotids (pink).
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Es existieren zwei Typen von RNase H-Enzymen, die evolutiondr nicht verwandt sind und
sich u.a. in ihrer Aminosauresequenz, ihrer zelluldren Lokalisation und ihrer Substrat-
spezifitdt unterscheiden (Ohtani et al., 1999): die Ribonuklease H2, die auch als Typ II-
RNase H bezeichnet wird, und die RNase H1 oder Typ I-RNase H. Wahrend die RNase H1
nur RNA:DNA-Hybride mit mindestens vier konsekutiven Ribonukleotiden spaltet (siehe
Abbildung 5B), ist die RNase H2 auch zur Hydrolyse einzelner in einen DNA-Duplex einge-
betteter Ribonukleotide befdhigt (Eder und Walder, 1991). Fiir die Substraterkennung ist
offenbar lediglich das Vorhandensein einer 2‘-Hydroxygruppe vonnéten, da das Enzym
hinsichtlich der Art des Ribonukleotids keine relevanten Praferenzen zeigt und somit alle
vier Ribonukleotide gleichermaRen prozessiert. Weiterhin ist die Ausbildung einer Basen-
paarung zwischen dem RNA- und dem DNA-Anteil des Duplex nicht erforderlich, denn die
Hydrolyse kann auch innerhalb einer Nichtlibereinstimmung (,mismatch’) bzw. einer
RNA:RNA-Paarung erfolgen, solange sich entweder am 3‘- oder am 5‘-Ende des prozes-

sierten Ribonukleotids ein DNA:DNA-Duplex ausbildet (Eder et al., 1993).
A B

Typ I-RNase H-Aktivitat

RNASEH2B l l l l
5° 3
bbbl LU L L
5 l 3
3ot L LLLLL L L LT
RNASEH2A

Abbildung 5: Struktur und Funktionsweise der RNase H2. A: Rontgenkristallographische Struktur des hu-
manen RNase H2-Komplexes (aus Reijns et al. (2011)). Das trimere Enzym setzt sich aus den drei Unterein-
heiten A (blau), B (griin) und C (rot) zusammen. Mit dem Aicardi-Goutiéres-Syndrom assoziierte Mutationen
sind als gelbe Stifte hervorgehoben und kommen in allen drei Untereinheiten vor. B: Die RNase H2 prozes-
siert sowohl RNA:DNA-Hybride (Typ I-RNase H-Aktivitat) als auch einzelne, in den DNA-Duplex inkorporierte
Ribonukleotide (Typ II-RNase H-Aktivitat). Die Hydrolyse (Pfeil) erfolgt dabei am 5‘-Phosphat des Ribonu-
kleotids (pink).
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Die abweichende Substratspezifitat beider Enzyme bedingt neben den oben genannten
Charakteristika auch unterschiedliche zellulare Funktionen. Interessanterweise scheint es
aulRerdem speziesspezifische Diskrepanzen zu geben, da Ribonuklease H-Enzyme in ein-
zelligen Organismen wie Bakterien oder der Hefe unter normalen Bedingungen nicht er-
forderlich fur deren Wachstum sind, wohingegen Saugetiere auf die fiir sie essentiellen
Enzyme angewiesen sind (Arudchandran et al., 2000; Reijns et al., 2012; Rychlik et al.,
2010). Der Grofteil der RNase H-Aktivitat geht in Sdugern und dem Menschen jedoch von
der RNase H2 aus (Frank et al., 1998).

Von der RNase H1 existieren zwei Isoformen, eine nukledre mit bisher unbekannter Funk-
tion sowie eine in den Mitochondrien lokalisierte, die fir die mitochondriale Replikation
unerldsslich ist (Cerritelli und Crouch, 2009; Cerritelli et al., 2003). Die RNase H2 hingegen
ist ausschlielRlich nuklear lokalisiert und tbt dort verschiedenste Funktionen aus, die bis

heute nicht vollstdandig verstanden sind (Feng und Cao, 2016; Kind et al., 2014).

Im Gegensatz zu ihren monomeren prokaryotischen Pendants ist das Enzym bei Sauge-
tieren aus drei Untereinheiten (A, B und C, siehe Abbildung 5A, Seite 10) zusammenge-
setzt, die nur als Heterotrimer enzymatische Funktion besitzen (Crow et al., 2006b; Reijns
et al.,, 2011). Im Zentrum des linear angeordneten Komplexes befindet sich die C-Unter-
einheit, deren C-terminaler Part mit der B-Untereinheit sowie dem C-Terminus der A-
Untereinheit verwoben ist (Figiel et al., 2011; Reijns et al., 2011). Der Import des Kom-
plexes in den Zellkern wird durch das nukledre Lokalisationssignal (NLS) der RNASEH2B
determiniert (Kind et al., 2014). Das hoch konservierte katalytische Zentrum befindet sich
hingegen in der A-Untereinheit, die homolog zu der prokaryotischen RNase HIl ist (Chon

et al., 2009).

Neben dem aktiven Zentrum besitzt die RNASEH2A aulRerdem einen exponierten N-Ter-
minus, der als mogliche Protein-Protein-Interaktionsschnittstelle diskutiert wird (Feng
und Cao, 2016). Durch in vivo-Daten belegt ist die Protein-Interaktionsstelle in der auxili-
aren Untereinheit B: RNASEH2B interagiert mit dem Ringklemmenprotein PCNA (,prolife-
rating cell nuclear antigen’) Giber eine C-terminale PIP- (,PCNA-interacting protein‘) Box-
Sequenz. Interessanterweise lasst sich die PCNA-Bindung sowohl fiir den aktiven RNase
H2-Komplex nachweisen als auch fiir den |6slichen, aber enzymatisch inaktiven RNASE-

H2B/C-Komplex (Chon et al., 2009). PCNA agiert als Rekrutierungsplattform fiir zahlreiche

-11 -



Einleitung

DNA-modifizierende Proteine und spielt damit eine wichtige Rolle in zellularen Prozessen

wie u.a. der DNA-Replikation, -Reparatur und -Methylierung (Maga und Hubscher, 2003).

Bedingt durch ihre Fahigkeit, verschiedenste RNA:DNA-Hybride zu akzeptieren, ihre Pro-
zessivitat sowie die bekannte Interaktion mit PCNA wird vermutet, dass die RNase H2 an
einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt ist (Chon et al., 2009; Feng und Cao, 2016). lhre
Hauptaufgabe scheint die Erhaltung der Genom-Integritat zu sein. Wie bereits dargelegt
besitzt nur die Typ II-RNase H die Fahigkeit zur Prozessierung einzelner Ribonukleotide in
einem DNA-Duplex. Entgegen urspriinglicher Annahmen kommt es unter physiologischen
Bedingungen wahrend der Neusynthese der genomischen DNA durch die Replikations-
Polymerasen & und € mit einer Haufigkeit von einem pro 720 (Pol. §) bzw. pro 640 Nukle-
otiden (Pol. €) zur Inkorporation von Ribonukleotiden (Sparks et al., 2012). Deren vollstan-
dige Entfernung tragt entscheidend zur Stabilitdt und Funktionalitdt des Genoms bei (Kim
et al., 2011). In vitro- und in vivo-Studien konnten belegen, dass die RNase H2 das Enzym
ist, welches fiir die Entfernung der eingebetteten Ribonukleotide verantwortlich ist (Eder

und Walder, 1991; Nick McElhinny et al., 2010a; Rydberg und Game, 2002).

Daher ist es nicht verwunderlich, dass es bei einem Verlust des Enzyms in Mausen wie
auch in der Hefe zu einer Akkumulation félschlicherweise inkorporierter Ribonukleotide in
der genomischen DNA kommt (Hiller et al., 2012; Nick McElhinny et al., 2010a; Reijns et
al., 2012). Durch deren Ansammlung ist die DNA einem erhéhten Risiko von Strangbri-
chen und damit genomischer Instabilitat ausgesetzt (Pizzi et al., 2015), da die 2-Hydroxy-
gruppe der Ribose RNA-Nukleotide unter physiologischen Bedingungen bis zu 100.000-
fach anfalliger fur spontane Hydrolyse macht (Li und Breaker, 1999).

An der Spaltung und Entfernung der Ribonukleotide sind neben der RNase H2 auch eine
Reihe weiterer Enzyme beteiligt. Der Prozess, der den Namen ,ribonucleotide excision re-
pair’ (RER) tragt, beginnt mit der 5'-terminalen Inzision des Ribonukleotids durch die
RNase H2. Ausgehend von dem resultierenden Einzelstrangbruch kommt es zu einer Ver-
drangung des ribonukleotidhaltigen Strangs durch die von Polymerase & und PCNA ver-
mittelte Neusynthese, der endgiltigen Entfernung des Nukleotids durch FEN1 (,flap endo-

nuclease 1‘) und der Ligation des Strangs durch die DNA-Ligase 1 (Sparks et al., 2012).

Daneben soll die RNase H2 einen wesentlichen Anteil an der Aufldsung von ,R-loops’ ha-

ben, RNA:DNA-Hybriden, die wahrend der Transkription bedingt durch das Voranschrei-
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ten der Transkriptionsblase und der damit verbundenen Verdrillung der DNA (,supercoi-
ling‘) entstehen konnen (El Hage et al., 2010). Es handelt sich dabei um ein Hybridisie-
rungsprodukt aus der entstehenden mRNA und dem transkribierten DNA-Strang, welches
unbeseitigt zu genomischer Instabilitat fihrt (Li und Manley, 2005). Urspriinglichen Ver-
mutungen zufolge sollte die RNase H2 aulRerdem in Kombination mit der Nuklease FEN1
an der Entfernung des RNA-Oligonukleotids beteiligt sein, das im Zuge der Okazaki-Frag-
ment-Synthese des diskontinuierlichen Strangs (,/lagging-strand‘) wahrend der DNA-Repli-
kation aufgebaut wird (Goulian et al., 1990). Mittlerweile geht man jedoch eher davon
aus, dass dieser Vorgang von den beiden Enzymen FEN1 und DNA2 (,DNA replication
helicase/nuclease 2‘) katalysiert wird und die RNase H2 nicht daran beteiligt ist (Rossi und

Bambara, 2006).

Die enzymatische Aktivitat der RNase H2 spielt jedoch nicht allein eine Rolle bei der Erhal-
tung ihrer essentiellen zelluldren Funktion. Biallelische Mutationen in einem der drei fiir
die jeweiligen Untereinheiten codierenden Gene RNASEH2A, RNASEH2B und RNASEH2C
fihren wie in Kapitel 1.1, Seite 1, beschrieben zur Auspragung des Aicardi-Goutiéres-Syn-
droms (Crow et al., 2015; Crow et al., 2006b). Die zum gegenwartigen Zeitpunkt beschrie-
benen Erbgutveranderungen lassen sich je nach Art der mutationsbedingten Einschran-
kung in drei Kategorien einteilen: Behinderung der (l) Substrat-Bindung/-Hydrolyse, (I1)
Quartarstruktur des Enzyms oder (lll) Interaktion mit weiteren Proteinfaktoren (Figiel et
al., 2011). Keine dieser bislang identifizierten Mutationen hat jedoch einen kompletten
Verlust der Proteinaktivitat zur Folge, was die Vermutung nahelegt, dass solche Verande-

rungen auch fir Menschen nicht mit dem Leben vereinbar sind (Crow et al., 2015).

1.4 Weitere mit AGS assoziierte Gene

Neben den fiir die RNase H2 codierenden Genen sind vier weitere an der Auspragung des
Aicardi-Goutieres-Syndroms beteiligt. TREX1 und SAMHD1 sind bei AGS haufig von Null-
Mutationen betroffen, die einen vollstandigen Funktionsverlust des jeweiligen Proteins

mit sich bringen (Crow et al., 2015).

TREX1 stellt die hauptsachlich agierende 3‘-5-DNA-Exonuklease in Saugern dar (Rice et
al., 2015). Das Enzym hydrolysiert praferenziell einzelstrangige DNA, zeigt aber auch Akti-

vitdt bei doppelstrangiger DNA mit einem einzelstringigen Uberhang, einzelstringiger
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RNA sowie dem RNA-Anteil von RNA:DNA-Hybriden (Mazur und Perrino, 1999; Yuan et
al., 2015). Bei einem Verlust der Enzymaktivitat kommt es zur Akkumulation cytoplasma-
tischer DNA, die als Ursache fiir die Ausbildung des Aicardi-Goutieres-Syndroms angese-
hen wird. Diese intrazellulare DNA aktiviert das Immunsystem in Typ I-IFN-abhdngiger
Weise (Gall et al., 2012; Stetson et al., 2008; Yang et al., 2007) und rihrt zumindest teil-
weise von endogenen Retroelementen her (Stetson et al., 2008). TREX1 ist auBerdem fiir
die Unterdrickung einer Immunantwort bei Infektion mit Retroviren wie beispielsweise
HIV-1 verantwortlich, indem das Enzym die nicht-integrierte virale cDNA prozessiert, wel-
che nicht in den Nukleus transportiert wurde und damit immunstimulatorische Eigen-

schaften besitzt (Yan et al., 2010).

SAMHD1 hingegen ist ein wichtiger Restriktionsfaktor gegen Retroviren, der zwei dis-
tinkte enzymatische Funktionen besitzt. Zum einen stellt SAMHD1 eine Triphosphohydro-
lase (dNTPase) dar, die zelluldre Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) in die ent-
sprechenden Desoxyribonukleoside und Triphosphate konvertiert (Ballana und Este,
2015). Daneben besitzt das Protein in vitro enzymatische 3‘-5‘-Exonuklease-Aktivitat ge-
genuber einzelstrangiger RNA und moglicherweise auch einzelstrangiger DNA bzw. dem
RNA-Anteil von RNA:DNA-Hybriden (Beloglazova et al., 2013), wobei letztere Substrate
kontrovers diskutiert werden. Arbeiten von Ryoo et al. (2014) zufolge ist fiir die anti-
retrovirale Wirkung die Ribonuklease- und nicht die dNTPase-Aktivitdt des Enzyms verant-
wortlich, indem SAMHD1 die virale RNA im Cytoplasma bindet und unabhangig von der
reversen Transkription abbaut. Auch bei bekannten, AGS-auslésenden Mutationen nimmt
die RNase-Aktivitat des Enzyms einen entscheidenden Faktor ein, da diese zu einer ge-
storten Substratbindung und somit zu einer distributiven statt prozessiven Nuklease-

Tatigkeit fihren (Beloglazova et al., 2013).

Die ebenfalls mit AGS assoziierte Adenosin-Deaminase ADAR1 spielt eine wichtige Rolle
bei der Aufrechterhaltung der normalen zellularen Homoostase. Einschrankungen in der
Aktivitat des Enzyms, das die Deaminierung von Adenosin zu Inosin in doppelstrangiger
RNA katalysiert, fliihren zu einer Aktivierung der angeborenen Immunabwehr (Liddicoat et
al., 2016). Vermutlich ist die Editierung entscheidend fiir die Diskriminierung zwischen ei-
gener und fremder Ribonukleinsaure und verhindert so die Stimulation des MDA5/MAVS-
(,mitochondrial antiviral signaling protein‘) Signalweges. Es wird angenommen, dass die

Deaminierung Duplex-Strukturen innerhalb von RNA-Molekiilen destabilisiert, die auf
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Grund von gegenldufigen Sequenzwiederholungen (,inverted repeats’) entstehen kdnnen
und von der Zelle als virusdhnlich erkannt werden (Heraud-Farlow und Walkley, 2016).
Interessanterweise besitzt ADAR1 sowohl anti- als auch provirale Eigenschaften. Neues-
ten Erkenntnissen zufolge stellt das Protein aulRerdem einen Restriktionsfaktor fiir die Re-
plikation von LINE-1-Elementen dar, obgleich dessen Deaminase-Funktion dafiir nicht ent-

scheidend zu sein scheint (Orecchini et al., 2017).

Eine Funktionseinschrankung von ADAR1 kann Uber die Aktivierung des Mustererken-
nungsrezeptors MDA5 zur Auspragung einer IFN-Signatur und letztlich zu AGS fiihren.
,Gain-of-function’-Mutationen in dem fiir MDAS5 codierenden IFIH1-Gen fihren ebenfalls
zur Auspragung des Aicardi-Goutiéres-Syndroms. MDA5 bindet vorzugsweise lange
(>500 bp), doppelstrangige RNA-Molekiile und aktiviert bei Oligomerisierung das Adapter-
protein MAVS, wodurch wiederum die Expression von Typ I-Interferonen und proinflam-
matorischen Cytokinen ausgeldst wird. Damit spielt das Protein eine wichtige Rolle fiir die
Erkennung von RNA-Viren wie beispielsweise des Hepatitis C-Virus (Cao et al., 2015). Bei
mutationsbedingter Hyperaktivierung wird das Protein stabilisiert, was fiir erhohte Typ I-

IFN-Spiegel sorgt (Buers et al., 2016).

Alle bisher bekannten AGS-assoziierten Enzyme (iben somit distinkte Funktionen im Me-
tabolismus bzw. der Perzeption von Nukleinsduren aus. Die genauen Mechanismen sind
zum jetzigen Zeitpunkt noch groRRtenteils ungeklart. Um diese ndher zu beleuchten, be-
dienen sich Wissenschaftler haufig verschiedener Genom-Editierungstechniken, da sich
durch das gezielte Ausschalten eines Gens Ndheres Uber dessen Funktion erfahren ldsst

(Boettcher und McManus, 2015).

1.5 Die Genom-Editierungstechnik CRISPR-Cas9

In den vergangenen Jahren haben sich einige Kern-Technologien fir die Genom-Editie-
rung herauskristallisiert, die mittlerweile fir eine Vielzahl von Applikationen und Organis-
men eingesetzt wurden. Die vier meist-genutzten Techniken sind (l) CRISPR- (,clustered
regularly interspaced short palindromic repeats’) Cas9 (,CRISPR-associated protein 9’), (ll)
TALE-Nukleasen (TALENS, ,transcription activator-like effector nucleases’), (1ll) Zinkfinger-
Nukleasen (ZFNs) und (IV) homing-Endonukleasen. Allen gemeinsam ist ihre Fahigkeit zur

Induktion gezielter DNA-Doppelstrangbriiche, welche durch intrinsische Reparaturmecha-
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nismen zur Erzielung einer Genom-Modifikation genutzt werden kénnen. Da insbeson-
dere das CRISPR-Cas9-System sehr einfach zu konfigurieren ist und seit seiner Einfiihrung
stetig weiterentwickelt wurde, sind dessen Anwendungsmaoglichkeiten immens gestiegen
und ermoglichen inzwischen den Einsatz in verschiedensten Disziplinen wie der humanen
Gentherapie, Tiermodellen oder den Agrarwissenschaften (Gaj et al., 2016). Derzeit stellt
es die neueste Genom-Editierungsstrategie dar und setzt sich seit seiner Erstanwendung
im Jahre 2013 kontinuierlich durch (Cho et al., 2013; Cong et al., 2013; Jinek et al., 2013;
Mali et al., 2013).

Seinen Ursprung findet das CRISPR-Cas9-System in der erworbenen Immunabwehr von
Bakterien und Archaeen gegen eindringende Viren und Plasmide (Wiedenheft et al.,
2012). Kernstiick der Methode ist die aus Streptococcus pyogenes stammende Endo-
nuklease Cas9, die durch zwei nicht-codierende RNA-Molekiile zu ihrer Zielsequenz ge-
steuert wird: die CRISPR-RNA (crRNA) und die trans-activating crRNA (tracrRNA) (siehe
Abbildung 6). Zur Vereinfachung des Systems wird inzwischen statt der dualen RNAs eine
einzelne, chimare guideRNA eingesetzt, die beide Funktionen kombiniert (de la Fuente-
Nunez und Lu, 2017). Die ersten 20 Nukleotide der guideRNA bedingen dabei die Erken-
nung des angestrebten genomischen DNA-Abschnitts (,protospacer’), wahrend der tracr-
RNA-Anteil Uber die Ausbildung einer charakteristischen Sekundarstruktur die Rekrutie-

rung der Cas9-Nuklease ermoglicht (Jinek et al., 2012; Kunin et al., 2007).

Abbildung 6: Die Genom-Editierungstechnologie CRISPR-Cas9. CRISPR-Cas9-Erkennungsprinzip (verdandert
nach Jinek et al. (2012)). Die Endonuklease Cas9 (griin) wird Uber die chimare guideRNA bestehend aus
crRNA- und tracrRNA-Anteil zur Zielsequenz dirigiert. Cas9 bindet die tracrRNA, die ihrerseits eine charak-
teristische Sekundérstruktur ausbildet. Uber die Basenpaarung der crRNA mit dem protospacer wird die
Spezifitat der Nuklease erreicht. Fir die Bindung und Spaltung der DNA (Pfeil) ist die Erkennung einer un-

mittelbar an den protospacer angrenzenden PAM-Sequenz erforderlich.
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Von entscheidender Bedeutung flr die Aktivitat der Nuklease ist zudem das Vorhan-
densein einer kurzen, unmittelbar an den protospacer angrenzenden Sequenz, die ,proto-
spacer-adjacent motif' (PAM) genannt wird (Sternberg et al., 2014). Die PAM-Sequenz
stellt die einzige vorliegende Einschrankung des ansonsten universell einsetzbaren
CRISPR-Cas9-Systems dar (Gaj et al., 2016). Die genaue Sequenzabfolge ist abhangig von
der verwendeten Nuklease, im Falle der Cas9-Nuklease aus Streptococcus pyogenes han-
delt es sich um ein beliebiges Nukleosid gefolgt von zwei Desoxyguanosin-Nukleosiden

(Hsu et al., 2013).

Unabhédngig von der verwendeten Genom-Editierungstechnik werden die entstandenen
DNA-Doppelstrangbriiche vornehmlich durch einen von zwei Reparaturmechanismen re-
pariert: ,non-homologous end joining’ (NHEJ) oder ,homology-directed repair’ (HDR). Bei
dem fehleranfalligen NHEJ-Mechanismus werden fiir gewdhnlich kurze, undefinierte In-
sertionen oder Deletionen (,/nDels’) nahe der Stelle des Doppelstrangbruchs generiert
(Pardo et al., 2009). Diese Mutationen fliihren haufig zu einer Verschiebung des Lese-
rasters und damit zur Entstehung vorzeitiger Stopp-Codons bzw. Gen-,knockouts’ (de la
Fuente-Nunez und Lu, 2017). Der HDR-Mechanismus hingegen nutzt die homologe Re-
kombination und erfordert daher eine Donor-Matrize mit Sequenziberlappungen zu der
angesteuerten genomischen DNA-Sequenz, wodurch der gezielte Austausch einzelner Nu-

kleotide oder sogar ganzer Gene ermoglicht wird (Gaj et al., 2016).

1.6 Zielsetzung dieser Dissertation

Die RNase H2 stellt im murinen Organismus ein essentielles Enzym zur Aufrechterhaltung
der genomischen Integritdt dar (Rabe, 2013). Studien konnten belegen, dass beim Men-
schen die Verminderung ihrer enzymatischen Aktivitat mit der Entwicklung des Autoim-
mun-Defekts Aicardi-Goutiéres-Syndrom einhergeht (Crow et al., 2006b). AGS ist eine
erblich bedingte, frihkindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems sowie der Haut,
die mit pathologischen Entziindungszeichen einhergeht und je nach Art der vorliegenden
Mutation schwere Komplikationen bis hin zum friihzeitigen Tode der Betroffenen hervor-
rufen kann. Sie gilt auRerdem als Modell-Erkrankung fir systemische Autoimmunitat, die

durch die Falschinterpretation endogener Nukleinsaurederivate als Fremdmolekiile indu-
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ziert wird, was der Erforschung von AGS auch im Hinblick auf andere Autoimmun-Defekte

wie beispielsweise SLE groRte Bedeutung verleiht (Lee-Kirsch et al., 2014).

Da die exakten Mechanismen der Krankheitsauspragung bis heute grofStenteils unver-
standen sind, sollten im Rahmen dieser Dissertation monoklonale RNase H2-defiziente,
humane Zelllinien generiert und diese molekularbiologisch, immunologisch und zellbiolo-
gisch charakterisiert werden. Zunachst sollten allgemeine Merkmale der Zellen erfasst
werden wie deren Wachstumsverhalten, ihre genomische Integritat und inflammato-
rische Marker. Ein besonderes Augenmerk galt dartiber hinaus der moglichen Involvie-
rung des Enzyms in den Metabolismus endogener Retroelemente, da einerseits insbe-
sondere die non-LTR-Retrotransposonen auf Grund ihres Transpositionsmechanismus als
Substrate fur die RNase H2 in Frage kimen und andererseits fir die Mehrheit der anderen
mit AGS assoziierten Proteine ein solcher Einfluss aufgezeigt werden konnte. Zur Generie-
rung der RNase H2-defizienten Zellen sollte mit dem CRISPR-Cas9-System die am ein-
fachsten zu konfigurierende Genom-Editierungstechnik herangezogen werden (Boettcher
und McManus, 2015). Mit Hilfe einer murinen Indikator-Zelllinie sollte die optimale guide-
RNA identifiziert und anschlieRend eingesetzt werden. Eine Ubersicht der in dieser Dis-

sertation angewendeten experimentellen Vorgehensweise ist Abbildung 7 zu entnehmen.

| Generierung RNASEH2A-defizienter Zellen mittels CRISPR-Cas9 |

Erzeugung einer murinen Indikatorzelle

Identifikation der optimalen guideRNA

Genom-Editierung

|

Charakterisierung RNASEH2A-defizienter Zellen

b Meemein el retroelementbezogen |
RNase H2-Expression RE-Expression
Zellproliferation LINE-1-Aktivitat
Entziindungszeichen Alu-Aktivitat

genomische Integritat

Abbildung 7: Schema zur Zusammenfassung der experimentellen Vorgehensweise in dieser Dissertation.

-18 -



Material und Methoden

2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gerate

CO,-Inkubator

Durchflusszytometer

Elektrophoresekammern

Inkubator

Kihlzentrifuge

LightCycler

Luminometer

Mikrotiterplatten reader

semi-dry Transfer-System

Spektralphotometer

HERAcell 150
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

FACSCANTO |
BD Biosciences (Heidelberg, DE)

Mini-PROTEAN Tetra Cell
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, DE)

Mini-sub Cell GT
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, DE)

Serie B Inkubatoren Classic.Line

Binder GmbH (Tuttlingen, DE)

Centrifuge 5417R
Eppendorf AG (Hamburg, DE)

L/'ghtCyc/er@ 480 Instrument Il
Roche Life Science GmbH (Penzberg, DE)

GloMax® 96 Microplate Luminometer w/Dual Injectors

Promega GmbH (Mannheim, DE)

Tecan Infinite 200Pro

Tecan Group Ltd. (Madnnedorf, CH)

Tecan Spectra Rainbow

Tecan Group Ltd. (Madnnedorf, CH)

Trans-Blot Turbo Transfer System

Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen, DE)

NanoDrop™ ND-1000
VWR International GmbH (Darmstadt, DE)
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Sterilbank

Thermoblock

Thermocycler

Western Blot imager

Heraeus® HERAsafe® KS
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Thermomixer 5436

Eppendorf AG (Hamburg, DE)

peqSTAR 96X Universal Gradient
VWR International GmbH (Darmstadt, DE)

FluorChem Q Multilmage Il

Proteinsimple (San José, CA, US)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Filterpapier

Kryorohrchen

Mikrotiterplatten

PVDF-Membran

gRT-PCR-Platten

selbstklebender Film

Spritzenvorsatzfilter

Whatman 3 mm Gel-Blotting Papiere
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)

1,6 ml CryoPure Gefdfe
Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht, DE)

96 well Mikrotiterplatten, schwarz, PS, F-Boden

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, DE)

96 well Mikrotiterplatten, weifs, PS, F-Boden

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, DE)

F96 Cert. MaxiSorp Nunc-immuno plate

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

0,45 um Immobilon-P PVDF Membran
Merck Chemicals GmbH (Darmstadt, DE)

96 / 384 well LC 480 PCR Platten, weifs
Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, DE)

BZO Adhesive Optical Seal Film
Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, DE)

Minisart® High Flow 0,22 um

Sartorius AG (Gottingen, DE)
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Zellkulturflaschen TC-Flaschen (verschiedene)

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht, DE)

Zellkulturmultiwellplatten  Cellstar® Multiwellplatten (verschiedene)

Greiner Bio-One GmbH( Frickenhausen, DE)

CellCarrier-384 Ultra Microplates, black

PerkinElmer Cellular Tech. Germany GmbH (Hamburg, DE)

Zellkulturplatten TC-Schalen (verschiedene)
Sarstedt AG & Co. (NUimbrecht, DE)

Zentrifugenrohrchen 15 /50 ml Schraubréhren
Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht, DE)

2.1.3 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Grundchemikalien in analysenreiner Qualitat
von folgenden Herstellern bezogen: Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, DE),
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE), Roche Life Science GmbH (Penzberg, DE), SERVA
Electrophoresis GmbH (Heidelberg, DE).
Acrylamid-Bisacrylamid Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)

dNTPs dATP/dCTP/dGTP/dTTP Solution 100 mM
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

dUTP* Aminoallyl-dUTP-XX-ATTO-488

Jena Bioscience GmbH (Jena, DE)

ECL-LOosung SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Ethidiumbromid Ethidiumbromidlésung 0,5 % i. d. Tropfflasche
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)

Milchpulver Milchpulver Blotting-Grade
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)

Proteaseinhibitor cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DE)
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gRT-PCR-Oligonukleotide Oligo(dT),g Primer
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Random Hexamer Primer

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

RNase-Inhibitor RibolLock RNase Inhibitor
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Stripping-Puffer Restore Western Blot Stripping-Puffer
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

SYBR Green Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

SYTOX® AADvanced™ SYTOX® AADvanced™ Dead Cell Stain Kit
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Trypanblau Gibco® Trypan Blue Stain 0.4 %
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

2.1.4 Antibiotika

Ampicillin D-a-Aminobenzylpenicillin Natriumsalz
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)
Endkonzentration: 50-100 pg/ml

G418 Geneticindisulfat-Lésung 50 mg/ml
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)

Endkonzentration: 700 pg/ml

Puromycin Puromycin Dihydrochlorid
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DE)

Endkonzentration: 1000 pg/ml

2.1.5 Puffer und Lésungen
Anoden-Transferpuffer 300 mM TRIS-HCI (pH 10,4), 20 % (v/v) Ethanol absolut

Blockierpuffer 1 x TBST, 5 % (w/v) Milchpulver

-22-



Material und Methoden

DNA-Ladepuffer [6 x]

Fixierlosung (Alu)

Fixierlosung (Mikronuklei)

Kathoden-Transferpuffer

LB-Medium

Lysis-Puffer 1

Lysis-Puffer 2

Poly-L-Lysin

Protein-Ladepuffer [5 x]

Reaktionspuffer

SDS-PAGE-Laufpuffer

SDS-PAGE-Lysis-Puffer

SDS-PAGE-Sammelgel

SDS-PAGE-Trenngel

10 mM TRIS-HCI (pH 7,5), 50 mM EDTA, 15 % (w/v) Ficoll
400, 0,03 % (w/v) Bromphenolblau, 0,03 % (w/v) Xylencyanol
FF, 0,4 % (w/v) Orange G

50 % (v/v) Methanol, 50 % (v/v) Aceton

100 MM K-PIPES (pH 6,8), 10 mM EGTA, 1 mM MgCl,,

0,1 % (v/v) Tween 20, 3,7 % (v/v) Formaldehyd

25mM TRIS-HClI (pH8,0), 40 mM Glycin, 20% (v/v)
Methanol, 20 % (v/v) Ethanol absolut
1% (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NacCl,

pH auf 7,0 justieren, [1,5 % (w/v) Agar-Agar fur Festmedien]

50 mM TRIS-HCI (pH 8,0), 280 mM NaCl, 0,2 mM EDTA,
0,5 % (v/v) NP-40, 10 % (v/v) Glycerin, 0,1 mM Natriumvana-
dat, 1 mM DTT

20 mM HEPES (pH 7,9), 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 10 % (v/v)
Glycerin, 0,1 mM Natriumvanadat, 1 mM DTT

0,1 mg/ml Poly-L-Lysin, 100 MM Borsaure, 75 mM NaCl,

25 mM Natriummetaborat

250 mM TRIS-HCI (pH 6,8), 50 % (v/v) Glycerin, 15 % (w/v)
SDS, 25 % (v/v) beta-Mercaptoethanol, 0,01 % (w/v) Brom-

phenolblau

50 mM TRIS-HCI 60 mM KCl, 10 mM MgCl,,

(pH 8),
0.01 % (w/v) BSA, 0.01 % (v/v) TritonX-100

25 mM TRIS-HCI (pH 8,3), 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

50 mM TRIS-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA,
1% (v/v) NP-40, 1% (v/v) TritonX-100, 1 Proteaseinhibitor-

tablette je 50 ml

125 mM TRIS-HCI (pH 6,8), 0,1 % (w/v) SDS, 5 % (w/v) Roti-

phorese® Gel 30, 0,01 % (v/v) TEMED, 0,1 % (w/v) APS

375 mM TRIS-HCI (pH 8,8), 0,1 % (w/v) SDS, 8 bis 12 % (w/v)

Rotiphorese® Gel 30, 0,04 % (v/v) TEMED, 0,1 % (w/v) APS
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TAE
TBS

TBST (Immunoblot)

TBST (Mikronuklei)

2.1.6 Kits

BCA-Bestimmung

DNA-(Gel-)Extraktion

DNA-Isolierung

dualer Luciferase-assay

EdU-assay

Plasmid-Praparation

RNA-Isolierung

2.1.7 Enzyme

alkalische Phosphatase

40 mM TRIS, 20 mM Eisessig, 1 mM EDTA (pH 8,0)
20 mM TRIS-HCI (pH 7,5), 500 mM Nacl

20 mM TRIS-HCI (pH 7,5), 500 mM NaCl, 0,05 % (v/v)

Tween 20

10 mM TRIS-HCI (pH7,4), 150 mM NaCl, 0,1% (v/v)

Tween 20

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

GenelET Gel Extraction Kit
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

GenelET Genomic DNA Purification Kit

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Promega GmbH (Mannheim, DE)

Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Flow Cytometry Assay Kit
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

GenelET Plasmid Miniprep Kit
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

NucleoBond® Xtra Midi Kit
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren, DE)

GenelET RNA Purification Kit
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)
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DNA-Polymerasen DNA Polymerase | (E. coli)
New England Biolabs Inc. (Ipswich, MA, US)

DreamTaq DNA Polymerase
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Kinase T4 Polynukleotid Kinase
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Ligase T4 DNA Ligase
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Restriktionsendonukleasen EcoRl, Hindlll, Mscl (Misl), Notl, Sapl (Lgul)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

reverse Transkriptase RevertAid Reverse Transcriptase (RT)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Ribonuklease RNase A, DNase and protease-free (10 mg/mlL)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

RNase HIl (E. coli)
New England Biolabs Inc. (Ipswich, MA, US)

2.1.8 Antikorper

2.1.8.1 Primarantikorper

o-B-Actin monoclonal anti-B8-Actin antibody produced in mouse
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, DE)
Produktnr. #A5441, Anwendung: 1:10.000

a-flag M2 monoclonal anti-FLAG® M2 antibody produced in mouse
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, DE)
Produktnr. #F1804, Anwendung: 1:1.000
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0-RNASEH2A

o-RNASEH2B

2.1.8.2 Sekundarantikorper

a-Maus

a-Kaninchen

2.1.9 GroRenstandards

DNA-Gelelektrophorese

Protein-Gelelektrophorese

2.1.10 Oligonukleotide

rabbit polyclonal RNase H2A antibody
OriGene Technologies, Inc. (Rockville, MD, US)
Produktnr. #TA306706, Anwendung: 1:1.000

rabbit polyclonal anti-RNASEH2B antibody
Abcam plc (Cambridge, UK)
Produktnr. #ab122619, Anwendung: 1:1.000

Ziege 1gG anti-Maus IgG (H+L)-HRPO
Dianova GmbH (Hamburg, DE)
Produktnr. #115-035-146, Anwendung: 1:5.000

Ziege IgG anti-Kaninchen IgG (H+L)-HRPO
Dianova GmbH (Hamburg, DE)
Produktnr. #111-035-144, Anwendung: 1:5.000

GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

GeneRuler 1kb DNA Ladder
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Fiir das Design der nachfolgend aufgelisteten Oligonukleotide wurde die Software ,Pri-

mer3web’ verwendet, die Uber die Website http://primer3.ut.ee/ zur Verfiigung gestellt

wird. Alle DNA-Oligonukleotide wurden ausnahmslos Gber die Firma Metabion Interna-

tional AG (Planegg, DE) bezogen. Angegeben sind die Sequenzen in 5‘-3‘-Richtung soweit

nicht anders vermerkt.
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2.1.10.1 fir Klonierungen

CflagSTOP-EcoRI-R
EcoRI-RNaseH1-F

guide#1F
guide#1R

guide#3F
guide#3R

guide#4F
guide#4R

H2A-EcoRI-F
H2Astop-EcoRI-R1

Hindlll-RNaseH1-F
RNaseH1-Notl-R

Ind_H2A-F
Ind_H2A-R2

2.1.10.2 fur gRT-PCRs

ALU-F
ALU-R

GAPDH-F
GAPDH-R
HERV-K_pro-F
HERV-K_pro-R
HERV-K_rec-F
HERV-K_rec-R
IFI27-F

IFI127-R

IF144-F
IF144-R

CGATGAATTCTTAAACGGGCCCCTTGTC
ATCGGAATTCATGTTCTATGCCGTGAGGAG

ACCGGACACGGACTTTGTCGGCT
AACAGCCGACAAAGTCCGTGTCC

ACCGCGTTCCAGGAAATATCGGT
AACACCGATATTTCCTGGAACGC

ACCGGCTCCTTGCGGCACACCGC
AACGCGGTGTGCCGCAAGGAGCC

ATCGGAATTCATGGATCTCAGCGAGCTG
CGATGAATTCCTAGAGGCTGGTTGCTGA

ATCGAAGCTTATGTTCTATGCCGTGAGGAG
CGATGCGGCCGCCCGTCTTCCGATTGTTTAGCTC

CGATGCGGCCGCATGGATCTCAGCGAGCTG
CGATTGGCCAGGCTGGTTGCTGACTCCA

GAGGCTGAGGCAGGAGAATCG
GTCGCCCAGGCTGGAGTG

GATCATCAGCAATGCCTCCT
TGTGGTCATGAGTCCTTCCA

GCCGATGAAAAAGCCCGTAAGG
TTGACACTCAGGATTGGCGTTTTC

AGTTGCCATCCACCAAGAAG
CGATGGTTGCTGTCTCTTCA

TGCTCTCACCTCATCAGCAGT
CACAACTCCTCCAATCACAACT

CTGGGGCTGAGTGAGAAAGA
AGCGATGGGGAATCAATGTA
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IFN-o(1,13)-F
IFN-a(1,13)-R
IFN-B-F
IFN-B-R
ISG15-F

ISG15-R

LINE-1-ORF1-F
LINE-1-ORF1-R

GCAAGCCCAGAAGTATCTGC
ACTGGTTGCCATCAAACTCC

AAACTCATGAGCAGTCTGCA
AGGAGATCTTCAGTTTCGGAGG

GAGAGGCAGCGAACTCATCT
CTTCAGCTCTGACACCGACA

GGTTACCCTCAAAGGAAAGCC
GCCTGGTGGTGACAAAATCTC

2.1.10.3 fur Sequenzierungen

Crispr_Seq-F
Efla_Seq-F
MS-F
MS-index
MS-R

NGS-F1

NGS-F2

NGS-F3

NGS-F4

NGS-F5

NGS-F6

NGS-R1

GCCCGCTCTAGATTTCCCAT

TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC

TATGGTAATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

GGCGTGGTACGGAGGATGGGCTGACTGACT

AGTCAGTCAGCCCATCCTCCGTACCACGCC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAACCGCATTATGGTA
ATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGCCTTTATGGTA
ATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTGTGTATGGT
AATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCACAAGTCTATGGTA
ATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTCCTATATGGTA
ATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGGATTATGGTA
ATTGTATCTCAGCGAGCTGGAGAGA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACCGGAAAGTCAGTCAGC
CCATCCTCCGTACCACGCC
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2.1.10.4 fur RNASEH1/2-Aktivitatstests

Angegeben sind die Sequenzen der doppelstrangigen Substrate fiir den RNASEH1/2-Akti-

vitatstest inkl. ihrer Modifikationen. Desoxyribonukleotide sind in GroBbuchstaben ange-

fuhrt, Ribonukleotide in Kleinbuchstaben. Die verwendeten Oligonukleotide wurden zur

Verfligung gestellt von Prof. Dr. Andrew Jackson (University of Edinburgh, MRC Human

Genetics Unit).

DNA-R-DNA:DNA

RNA:DNA

DNA:DNA

2.1.11 Plasmide

GATCTGAGCCTGGgAGCT-3"-Fluorescein
CTAGACTCGGACCCTCGA-5-DABCYL

gaucugagccugggagct-3‘-Fluorescein
CTAGACTCGGACCCTCGA-5-DABCYL

GATCTGAGCCTGGGAGCT-3'-Fluorescein
CTAGACTCGGACCCTCGA-5'-DABCYL

2.1.11.1 fur die Genexpression

Efla-H2A-IRES-puro

Efla-RNaseH1-3xflag(C)

LeGO-H2A-eGFP

lentiviral nutzbarer Sdugetier-Expressionsvektor fiir die hu-
mane RNASEH2A inkl. Puromycin-Resistenzgen, wurde fir
die Rekonstituierung von RNASEH2A-defizienten Zellen ver-
wendet

diese Arbeit

lentiviral nutzbarer Saugetier-Expressionsvektor fir die nu-
kledre Isoform der humanen RNASEH1 mit C-terminalem
3x flag-tag inkl. Puromycin-Resistenzgen, wurde fiir die Re-
konstituierung von RNASEH2A-defizienten Zellen verwendet

diese Arbeit

lentiviral nutzbarer Sdugetier-Expressionsvektor fiir die hu-
mane RNASEH2A mit C-terminalem eGFP-tag, wurde fir die
Generierung einer murinen RNASEH2A-Indikator-Zelllinie
verwendet

diese Arbeit
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pCMV-dR8.2-dvpr

pCMV-VSV-G

Verpackungsplasmid fir die lentivirale Transduktion von
Saugetier-Zellen
zur Verfluigung gestellt von Dr. Dirk Schmidt-Arras (Univer-

sitat Kiel, Institut flr Biochemie)

Hallplasmid fir die lentivirale Transduktion von Saugetier-
Zellen
zur Verfligung gestellt von Dr. Dirk Schmidt-Arras (Univer-

sitat Kiel, Institut fir Biochemie)

2.1.11.2 fur die Genom-Editierung

LeGO-Cas9-guide#l

LeGO-Cas9-guide#3

LeGO-Cas9-guide#4

2.1.11.3 fur Klonierungen

Eflo_Large T-antigen_

Ires_Puro

LeGO-Cas9

Saugetier-Expressionsvektor fiir Cas9 sowie die guideRNA#1
fir die Genom-Editierung der humanen RNASEH2A

diese Arbeit

Saugetier-Expressionsvektor flir Cas9 sowie die guideRNA#3
fiir die Genom-Editierung der humanen RNASEH2A

diese Arbeit

Saugetier-Expressionsvektor fiir Cas9 sowie die guideRNA#4
fir die Genom-Editierung der humanen RNASEH2A

diese Arbeit

lentiviral nutzbarer Sdugetier-Expressionsvektor fir die SV40
large T-antigen-vermittelte Immortalisierung

Mali et al. (2008)

addgene #18922

lentiviral nutzbarer Zielvektor fiir die Klonierung einer guide-
RNA und die Expression von Cas9

zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Boris Fehse (Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Abteilung Zell- und Gen-

therapie)
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LeGO-iG2

pcDNA4TO-H2A-3xflag

pcDNAATO-RNase H1-3xflag

lentiviral nutzbarer Saugetier-Expressionsvektor fur Zielgen-
IRES-eGFP Konstrukte, wurde fiir die Klonierung der A-Unter-
einheit verwendet

zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Boris Fehse (Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Abteilung Zell- und Gen-

therapie)

Saugetier-Expressionsvektor fiir die humane RNASEH2A mit
C-terminalem 3x flag-tag, wurde fiir die Amplifikation der A-
Untereinheit verwendet

zur Verfigung gestellt von Jessica Schneider (Universitat

Kiel, Institut fur Biochemie)

Saugetier-Expressionsvektor fiir die nukledre Isoform der hu-
manen RNASEH1 mit C-terminalem 3x flag-tag, wurde fir
die Amplifikation des Enzyms verwendet

diese Arbeit

2.1.11.4 fur Retrotranspositionsnachweise

99PUR-JM111-EGFP

99PUR-RPS-EGFP

inaktives Reporterplasmid zum Nachweis von LINE-1-Neu-
integrationen mittels eGFP-Fluoreszenz (Negativkontrolle)

zur Verfligung gestellt von Dr. John Goodier (Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, MD, US, McKusick-

Nathans Institute of Genetic Medicine)

Reporterplasmid zum Nachweis von LINE-1-Neuintegra-
tionen mittels eGFP-Fluoreszenz

zur Verfugung gestellt von Dr. John Goodier (Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, MD, US, McKusick-

Nathans Institute of Genetic Medicine)
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Heidman ALU neo tet

pcDNAA4TO-3xflag(N)

pcORF2

pEGFP-N1

pYX015

pYX017

Reporterplasmid zum Nachweis von Alu-Neuintegrationen
mittels G418-Selektion

zur Verflgung gestellt von Dr. John Goodier (Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, MD, US, McKusick-

Nathans Institute of Genetic Medicine)

Saugetier-Expressionsvektor, wurde als Negativkontrolle
zum Nachweis von Alu-Neuintegrationen mittels G418-Se-
lektion verwendet

zur Verfligung gestellt von Dr. Athena Chalaris-Rifmann

(Universitat Kiel, Institut fiir Biochemie)

Expressionsplasmid fiir ORF2p des humanen LINE-1-Kon-
strukts, wurde fiir die Mobilisierung von Alu-Elementen
beim Nachweis von Alu-Neuintegrationen mittels G418-
Selektion verwendet

zur Verfligung gestellt von Dr. John Goodier (Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, MD, US, McKusick-

Nathans Institute of Genetic Medicine)

Expressionsplasmid fir eGFP, wurde zur Feststellung der
Transfektionseffizienz beim Nachweis von LINE-1-Neuinte-
grationen mittels eGFP-Fluoreszenz verwendet

zur Verfligung gestellt von Dr. Athena Chalaris-RiBmann

(Universitat Kiel, Institut fir Biochemie)

inaktives Reporterplasmid zum Nachweis von LINE-1-Neu-
integrationen mittels Luciferaseaktivitat (Negativkontrolle)
zur Verfligung gestellt von Dr. Wenfeng An (South Dakota

State University, Markl Faculty Scholar in Cancer Research)

Reporterplasmid zum Nachweis von LINE-1-Neuintegra-
tionen mittels Luciferaseaktivitat
zur Verfligung gestellt von Dr. Wenfeng An (South Dakota

State University, Markl Faculty Scholar in Cancer Research)
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2.1.12 Zellkulturmedien

DMEM

FCS

Opti-MEM

Penicillin-Streptomycin

Polybren

Trypsin/EDTA

TurboFect

Einfriermedium

2.1.13 Organismen

2.1.13.1 Escherichia coli

XL-1 Blue

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose, with
4500 mg/| glucose, L-glutamine, sodium pyruvate, and so-
dium bicarbonate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DE)

Fetal Bovine Serum, South America origin

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, DE)

Gibco® Opti-MEM® | Reduced Serum Medium, GlutaMAX™
Supplement
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

Penicillin-Streptomycin  with 10.000 units penicillin and
10 mg streptomycin per ml in 0,9 % NaCl
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DE)

1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamethylene polymethobromide,
hexadimethrine bromide

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DE)

Trypsin-EDTA solution
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DE)

TurboFect Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, US)

70 % (v/v) DMEM, 20 % (v/v) FCS, 10 % (v/v) DMSO

kompetenter Abkdmmling des E. coli K12-Stammes, der die
Blau-WeiR3-Selektion rekombinanter Plasmide erlaubt

Stratagene (San Diego, CA, US)
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2.1.13.2 Homo sapiens

293T

293T_KO1 bis 4

293T_KO1/2+H2A

293T_KO1/2+H1

Hela HA

Hela_KO1 bis 2

2.1.13.2 Mus musculus

H2B+/+

H2B-/-

embryonale Nierenzelllinie, die das ,SV40 large T-antigen’
beinhaltet

zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Boris Fehse (Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Abteilung Zell- und Gen-

therapie)

RNASEH2A-defiziente 293T-Klone 1 bis 4

diese Arbeit

mit dem RNASEH2A-Gen rekonstituierter RNASEH2A-defi-
zienter 293T-Klon 1 oder 2

diese Arbeit

mit dem RNASEH1-Gen rekonstituierter RNASEH2A-defizien-
ter 293T-Klon 1 oder 2

diese Arbeit

Cervixkarzinom-Zelllinie, die eine hohe Retrotranspositions-
aktivitat aufweist

zur Verflugung gestellt von Dr. John Goodier (Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, MD, US, McKusick-

Nathans Institute of Genetic Medicine)

RNASEH2A-defiziente HelLa HA-Klone 1 bis 2

diese Arbeit

p53-defiziente embryonale Fibroblasten
(Reijns et al., 2012)
zur Verfugung gestellt von Prof. Dr. Andrew Jackson (Univer-

sity of Edinburgh, MRC Human Genetics Unit)

RNaseH2B- und p53-defiziente embryonale Fibroblasten
(Reijns et al., 2012)
zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Andrew Jackson (Univer-

sity of Edinburgh, MRC Human Genetics Unit)
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NIH/3T3

NIH/3T3-RNASEH2A-eGFP

embryonale Fibroblastenzelllinie
zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Boris Fehse (Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Abteilung Zell- und Gen-

therapie)

das RNASEH2A-eGFP-Fusionsgen stabil exprimierende
NIH/3T3-Indikatorzelllinie

diese Arbeit
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von genomischer DNA

Die genomische DNA von kultivierten Saugerzellen wurde mit Hilfe des GeneJET Genomic
DNA Purification Kits entsprechend den Herstellerangaben isoliert. Diese Technologie be-
ruht auf der enzymatischen Lyse des Zellmaterials und der anschlieRenden Reinigung der
in Losung gebrachten DNA mittels Silicagel-Membran-Saulen. Die Kultivierung der ver-
wendeten Zellen folgte den Standard-Kulturbedingungen (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53).
Die Konzentration der isolierten genomischen DNA wurde photometrisch bestimmt (siehe

Kapitel 2.2.1.17, Seite 47).

2.2.1.2 Plasmid-DNA-Praparation

Bei dieser Praparationstechnik wird die bakterielle Plasmid-DNA durch die von Birnboim
und Doly (1979) etablierte alkalische Lyse von der genomischen DNA separiert. Ausschlag-
gebend hierbei ist die Permeabilisierung der Zellmembran durch Natriumdodecylsulfat
sowie die Denaturierung der DNA durch Natriumhydroxid. Bei der anschlieBenden Neu-
tralisierung der Losung kann die einzelstriangige Plasmid-DNA auf Grund ihrer Zirkularitat
und der geringen GroRe wieder zu doppelstrangigen Molekilen renaturieren, wohinge-

gen die genomische DNA nicht zu hybridisieren vermag.

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus transformierten Escherichia coli Bakterien im kleinen
Malstab (,Minipraparation’) wurde das GeneJET Plasmid Miniprep Kit gemaR den Anga-
ben des Herstellers verwendet. Die Anzucht der Bakterien erfolgte durch Inokulation von
1,8 ml antibiotikahaltigem LB-Medium mit einer singuldren Kolonie und anschliefender

Kultivierung bei 37 °C und 900 rpm fiir 16 bis 18 h im Thermoblock.

Die Isolierung von Plasmid-DNA im mittleren MaBstab (,Midipraparation’) erfolgte unter
Verwendung des NucleoBond® Xtra Midi Kits aus 100 ml Bakteriensuspension zu den
oben genannten Kulturbedingungen. Im Anschluss an die Plasmid-Praparation wurde die

Konzentration der DNA photometrisch bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1.17, Seite 47).
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2.2.1.3 Nachweis von Ribonukleotid-Insertionen in genomischer DNA (,nick-translation

assay’)

Zur Ermessung der genetischen Integritdt von Zelllinien hinsichtlich des irrtiimlichen Ein-
baus von Ribonukleotiden in deren genomische DNA wurde eine fluoreszenzbasierte Ab-
wandlung des in Hiller et al. (2012) beschriebenen nick-translation assays verwendet.
Diese Methode ermoglicht die gezielte Spaltung von ribonukleotidhaltiger DNA mittels
RNase H2-Hydrolyse und die anschlieBende Markierung von so entstandenen Einzel-

strangbriichen Giber den Einbau von fluorophorgekoppelten Nukleotiden.

Das Zellmaterial aus jeweils einer konfluenten T-75 Zellkulturflasche diente zur Isolation
der genomischen DNA (siehe Abbildung 8A, Seite 38; zur Methode der genomischen DNA
Isolierung siehe Kapitel 2.2.1.1, Seite 36). Nach deren Anreicherung mittels Natriumace-
tat-Fallung (siehe Kapitel 2.2.1.5, Seite 40) sowie einer Konzentrationsbestimmung (siehe
Kapitel 2.2.1.17, Seite 47) erfolgte die Inkubation von je 1 pug genomischer DNA pro
Ansatz mit 5 U bzw. ohne RNase HlI-Enzym bei 37 °C fir 16 bis 18 h (siehe Abbildung 8B).
Der Versuch wurde in technischen Triplikaten mit je 50 pl Gesamtvolumen durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde jeder Ansatz separat durch Natriumacetat-Fallung von Enzymen und

Salzen gereinigt.

Fir die Markierung der durch die Hydrolyse erfolgten Einzelstrangbriiche mit fluorescein-
gekoppeltem dUTP (Aminoallyl-dUTP-XX-ATTO-488, dUTP*) wurde jeder Ansatz mit je-
weils 5 U DNA Polymerase |, je 20 uM dATP, dGTP, dCTP und je 10 uM dTTP sowie dUTP*
in 1 x DNA Polymerase | Puffer im 20 ul Gesamtvolumen inkubiert (siehe Abbildung 8C).
Die Inkubation fand bei 15 °C fir 2 h im Thermocycler statt. Danach wurden die Proben
von nicht-inkorporierten Nukleotiden unter Verwendung des GeneJET Gel Extraction Kits
Uber eine Silicagel-Membran-Saule bereinigt und in 60 pul Elutionspuffer eluiert (siehe Ka-
pitel 2.2.1.6, Seite 40). Die Messung der Fluoreszenz des Eluats erfolgte in 96 well Mikro-
titerplatten (schwarz, PS, F-Boden) unter Benutzung eines Tecan Infinite 200Pro Mikroti-
terplatten readers mit einem 485 nm Exzitationsfilter und einem 535 nm Emissionsfilter
(siehe Abbildung 8D). Nach der Ermittlung der Mittelwerte aus den technischen Tripli-
katen wurden die Werte um die Hintergrundfluoreszenz, d. h. die ohne RNase HII-Enzym

inkubierten Proben, korrigiert.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des nick-translation assays. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit
wurde auf eine Darstellung der Reinigungsschritte verzichtet. A: Aus Zellmaterial wird die genomische DNA
isoliert. B: Die isolierte genomische DNA wird mit bzw. ohne RNase HlI-Enzym inkubiert. Bei Inkubation mit
dem Enzym kommt es zur Hydrolyse des Doppelstrangabschnitts, in den ein Ribonukleotid (dargestellt als
rotes R) inkorporiert ist. Dadurch entsteht ein Einzelstrangbruch mit einer freien 3‘-OH-Gruppe, ein sog.
,nick’, der 5 vom Ribonukleotid positioniert ist (Eder et al., 1993; Haruki et al., 2002). C: Ausgehend von
dieser OH-Gruppe werden durch die 5‘-3‘-Exonuklease-Aktivitdt der DNA Polymerase | ein bis mehrere
Nukleotide entfernt und simultan die entstehende Liicke mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden aufgefullt
(Kelly et al., 1970; Klett et al., 1968). D: Das Signal der inkorporierten Nukleotide wird mittels Fluoreszenz-

Messung photometrisch erfasst.

2.2.1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir die exponentielle Amplifikation von DNA-Abschnitten in vitro wurde die von Mullis et
al. (1986) entwickelte Methode der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reac-
tion, PCR) verwendet. Dabei katalysieren thermostabile DNA-abhangige DNA-Polyme-
rasen ausgehend von einem Oligonukleotid als Startmolekiil die Zweitstrangsynthese an
einer Matrize. Jede PCR beinhaltet den zyklischen Ablauf von drei Schritten: die Denatu-
rierung des DNA-Doppelstrangs, die Bindung der Oligonukleotide an die Einzelstrange so-
wie deren Elongation durch die DNA-Polymerase. Je nach Art der Applikation kamen ver-
schiedene DNA-Polymerasen mit bzw. ohne Korrekturlese-Funktion (,proofreading’) zum

Einsatz.
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Zum Nachweis spezifischer DNA-Fragmente in einem Plasmid bzw. in genomischer DNA
mit einer MaximalgréBe von bis zu 3 kb pro Fragment erfolgte die Amplifikation mittels
DreamTaq DNA Polymerase. Jeder Reaktionsansatz enthielt 1 bis 10 ng Plasmid-DNA bzw.
10 bis 200 ng genomische DNA als Matrize sowie Enzymlosung, Puffer, dNTPs und Oligo-
nukleotide in der den Herstellerangaben entsprechenden Konzentration. Der Reaktions-
ablauf erfolgte im Thermocycler mit einem Endvolumen von 30 bis 50 pl je Ansatz, wobei
die Hybridisierungstemperatur in Abhangigkeit zum verwendeten Oligonukleotidpaar ge-

wahlt wurde:

initiale Denaturierung 3 min 95 °C
Denaturierung 30s 95 °C
Hybridisierung 30s variabel 35 x
Elongation 1 kb/min 72°C
finale Elongation 10 min 72 °C

Fir den Sonderfall der sog. colony-PCR wurde ebenfalls die DreamTaq DNA Polymerase
verwendet. Diese Technik kommt im Zuge einer Klonierung zum Einsatz, da sie es ermog-
licht, schnell den korrekten Einbau von DNA-Fragmenten in ein Vektor-Grundgerist zu
Uberprifen. Es kann dabei auf eine vorherige Aufreinigung der Plasmid-DNA aus den
transformierten E. coli Bakterien verzichtet werden und als Matrize fiir die PCR statt-
dessen direkt Bakterienzellmaterial eingesetzt werden. Daflir wurde jeweils eine singulare
Kolonie mit einer autoklavierten Pipettenspitze auf einer frischen Platte mit LB-Selektiv-
medium ausgestrichen und der Rest des anhaftenden Zellmaterials im jeweiligen Reak-
tionsansatz resuspendiert. AnschlieBend erfolgte der Reaktionsablauf wie oben beschrie-

ben. Die Platte wurde flir 16 bis 18 h bei 37 °C im Inkubator bebritet.

Fir die sequenzgenaue Amplifikation von DNA-Fragmenten zu Klonierungszwecken kam
die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase mit Korrekturlese-Funktion zum Einsatz. Jeder
Reaktionsansatz enthielt 0,1 bis 10 ng Plasmid-DNA, 50 bis 250 ng genomische DNA bzw.
max. 10 % (v/v) cDNA als Matrize sowie Enzyml6sung, Puffer, dNTPs und Oligonukleotide
in der den Herstellerangaben entsprechenden Konzentration. Der Reaktionsablauf er-
folgte im Thermocycler mit einem Endvolumen von 50 pl je Ansatz. Die verwendeten
Oligonukleotide verfliigten neben der fir das jeweilige Fragment spezifischen Sequenz
Uber zusatzliche Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen. Auf Grund der da-
raus resultierenden hohen Schmelztemperatur der Oligonukleotide wurde ein zweipha-
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siger Amplifikationsablauf gewahlt, bei dessen erster Phase sich die Hybridisierungstem-
peratur nach dem Oligonukleotidpaar abziiglich der Restriktionsendonuklease-Sequenzen
berechnete und in dessen zweiter Phase zu der Elongationszeit 30 s flr die Hybridisierung

addiert wurden:

initiale Denaturierung 30s 98 °C
Denaturierung 10s 98 °C
Hybridisierung 30s variabel 5x
Elongation 15 bis 40 s/kb 72 °C
Denaturierung 10s 98 °C

Elongation 15 bis 40 s/kb +30 s 72 °C }35 X
finale Elongation 10 min 72 °C

2.2.1.5 Natriumacetat-Fallung von DNA

Die Natriumacetat-Fallung nach Sambrook et al. (1989) kann sowohl zur Konzentrierung
von DNA-L6sungen eingesetzt werden als auch zur Reinigung von in der Losung befind-
lichen Enzymen, Salzen, inhibitorischen Substanzen etc. Auf Grund ihres negativ gela-
denen Phosphat-Grundgerists ist DNA als polares Molekil gut wasserloslich. Um die
Wasserloslichkeit herabzusetzen, wird ihre Hydrathiille in Anwesenheit von positiv gela-
denen lonen und einem Uberschuss an Ethanol verdringt; die DNA kann somit pelletiert
werden. Die DNA-Lésung wurde dazu mit */10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2 Vol.
Ethanol absolut fiir 30 min bei -80 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung 20 min
bei maximaler Umdrehung und einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das verbleibende Prazipitat mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneu-
ter Zentrifugation wurde das Prazipitat getrocknet und die DNA in einem geeigneten Vo-
lumen sterilem zweifach destillierten Wasser wieder in Losung gebracht. Die Konzentra-
tion der DNA wurde abschlieBend photometrisch bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1.17, Seite
47).

2.2.1.6 Saulenbasierte Aufreinigung von DNA

Neben der Natriumacetat-Fallung (siehe Kapitel 2.2.1.5, Seite 40) kann DNA auch unter
Zuhilfenahme des GenelJET Gel Extraction Kits GUber eine sdaulenbasierte Technologie gerei-

nigt werden. Dabei bindet die DNA in Anwesenheit von chaotropen Salzen und Ethanol an
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eine Silicagel-Membran, wahrend Proteine, Polysaccharide usw. die Membran ohne Bin-
dung passieren. Fiir die Aufreinigung wurde das Volumen der DNA-LOsung zundchst mit
sterilem zweifach destillierten Wasser auf ein Gesamtvolumen von 200 ul gebracht. Da-
nach wurde die Lésung mit 100 ul Bindepuffer durch Pipettieren vermengt, 300 ul Ethanol
absolut hinzugefiigt und die Losung anschliefend auf die Sdule aufgetragen. Nach einem
Zentrifugationsschritt fiir 1 min bei 14.000 x g wurde der Durchfluss verworfen, die an die
Membran gebundene DNA zweifach mit 700 ul Waschpuffer gewaschen und jeweils
durch Zentrifugation mit den oben genannten Einstellungen von den Pufferresten befreit.
Zur Elution der DNA wurde die Membran fiir 1 min mit einem geeigneten Volumen steri-
lem zweifach destillierten Wasser inkubiert und zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde

die Konzentration der DNA photometrisch bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1.17, Seite 47).

2.2.1.7 Enzymatische Hydrolyse von DNA

Fiir die enzymatische Hydrolyse von Plasmid-DNA sowie der mittels PCR amplifizierten
Fragmente wurden Restriktionsendonukleasen sowie die dazugehérigen Puffer gemald
den Empfehlungen des Herstellers eingesetzt. Die Inkubation der Reaktionsansatze er-
folgte im Thermoblock mit der fiir das jeweilige Enzym empfohlenen Temperatureinstel-
lung. Typ lI-Restriktionsendonukleasen erkennen und hydrolysieren kurze Sequenzmuster
und generieren so spezifische DNA-Enden, die flr Klonierungsreaktionen genutzt werden

kénnen.

2.2.1.8 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Zur Vermeidung von Rezirkularisierungen eines linearisierten Vektorgrundgeriists wah-
rend einer Ligation wurden die 5-Enden des Plasmids in einigen Fallen simultan zur enzy-
matischen Hydrolyse dephosphoryliert. Dazu wurde die FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase nach Herstellerangaben in dem jeweiligen Restriktionsendonuklease-Puffer
verwendet. Diese Vorgehensweise ist besonders dann ratsam, wenn fir die Linearisierung
eine einzelne Restriktionsendonuklease genutzt wird, oder aber die beiden verwendeten

Enzyme kompatible Enden generieren.
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2.2.1.9 Phosphorylierung und Hybridisierung von Oligonukleotiden

Sollten synthetisch erzeugte einzelstrdangige Oligonukleotide direkt fir eine Klonierungs-

reaktion verwendet werden, so mussten diese zundchst unter Verwendung der T4 Polynu-

kleotid Kinase an ihren 5'-OH-Gruppen phosphoryliert werden. Das Enzym wurde nach

Herstellerangaben in einem 10 pl Gesamtansatz mit je 1 ul sense- und antisense-Oligonu-

kleotid (100 uM) eingesetzt. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C erfolgte die Hybridisierung

der komplementaren Oligonukleotide durch die Denaturierung und anschlieBende Rena-

turierung im Thermocycler gemal folgendem Temperaturverlauf:

Tabelle 1: Temperatureinstellungen fiir die Hybridisierung von einzelstriangigen, komplementaren Oligo-

nukleotiden.

Temperatur | Zeit Temperatur-
[°C] [min] anderung [°C/s]
95 10

95-85 -2,0

85 1

85-75 -0,3

75 1

75-65 -0,3

65 1

65-55 -0,3

55 1

55-45 -0,3

45 1

45-35 -0,3

35 1

35-25 -0,3

25 1

4 unbegrenzt

2.2.1.10 Ligation

Zur Verknupfung von linearisierten DNA-Enden wurde die T4 DNA Ligase nach Hersteller-

angaben eingesetzt. Das Enzym katalysiert die beschleunigte Ausbildung einer Phospho-

diester-Bindung zwischen einem 5'-Phosphat-Ende und einem 3'-Hydroxy-Ende eines
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DNA-Duplex. Standardmafig wurden 50 ng Plasmid-DNA und ein dreifacher molarer
Uberschuss an Transgen-DNA (,insert’) je Reaktionsansatz eingesetzt. Fiir die Berechnung
der bendtigten Transgen-Menge wurde folgende Gleichung verwendet:

50 ng Plasmid * Lange Transgen [kb] .
Lange Plasmid [kb]

Masse Transgen [ng] =

2.2.1.11 Agarose-Gelelektrophorese

Desoxyribonukleinsduren besitzen auf Grund ihres Ribose-Phosphat-Grundgeriists eine
negative Nettoladung und migrieren daher in einem elektrischen Feld durch ein viskoses
Medium zur Anode. Durch die Verwendung von porenbildenden Agarose-Gelen als Me-
dium kénnen DNA-Fragmente so ihrer Lange nach separiert werden. Dazu wurde die Aga-
rose in einer Endkonzentration von 0,5 bis 2 % (w/v) mit 1 x TAE-Puffer bis zur vollstan-
digen Losung aufgekocht, mit 0,4 ug/ml Ethidiumbromid versetzt und anschlieBend in
einer Mini-sub cell GT Kammer zu einem Gel erstarren lassen. Die mit DNA-Ladepuffer in
einfacher Endkonzentration versetzten DNA-Proben wurden auf das mit 1 x TAE-Puffer
geflutete Agarose-Gel aufgetragen und die Gelelektrophorese bei einer Spannung von

110V durchgefiihrt.

2.2.1.12 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Soll aus einem Gemisch von DNA-Fragmenten ein spezifisches Produkt isoliert werden, so
eignet sich die Gelextraktion als Purifikationsmethode. Dafiir wurden die DNA-Proben zu-
nachst gelelektrophoretisch separiert (siehe Kapitel 2.2.1.11, Seite 43), um anschlieRend
die DNA-Banden von Interesse mit einer Klinge aus dem Gel herauszuschneiden. Zur Mini-
mierung von DNA-Schaden wurde die UV-Exposition wahrend der Visualisierung der Frag-
mente so gering wie moglich gehalten. AnschlieBend wurden die ausgeschnittenen Frag-
mente Uber Silicagel-Membran-Saulen aufgereinigt. Hierfir wurde das GeneJET Gel Ex-

traction Kit nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.1.13 Transformation von chemisch-kompetenten Escherichia coli Bakterien

Unter Transformation wird die Aufnahme und Inkorporation von exogenen DNA-Mole-
kiilen in eine Zelle und damit die Veranderung deren genetischer Ausstattung verstanden.

Diese Form des prokaryotischen Gentransfers wurde zuerst 1944 beschrieben (Avery et
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al.) und von Mandel und Higa (1970) mit chemisch-kompetenten Bakterien experimentell
etabliert. Die Kompetenz, d. h. die Fahigkeit der Bakterien zur Aufnahme von frei im Me-
dium vorliegender DNA, wird durch Calciumchlorid-Behandlung und einen kurzen Hitze-
schock artifiziell herbeigefiihrt. Dadurch wird die bakterielle Zellmembran temporar fiir

die die Zelle umgebende DNA permeabel.

Die in dieser Arbeit genutzten chemisch-kompetenten E. coli Bakterien wurden freund-
licherweise vom technischen Personal des Biochemischen Instituts gemaR dem von
Mandel und Higa (1970) nachempfundenen Protokoll generiert und zur Verfligung ge-
stellt. Die Bakterien wurden mit 1 pl Ligationsansatz (siehe Kapitel 2.2.1.10, Seite 42) bzw.
10 ng gereinigter Plasmid-DNA vermengt und 5 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitze-
schock bei 42 °C fiir 1 min wurde die Bakteriensuspension kurz auf Eis abgekihlt, mit
200 pl antibiotikafreiem LB-Medium versetzt und anschliefRend fiir bis zu 60 min bei 37 °C
und 900 rpm im Thermoblock kultiviert. Daraufhin wurde jeder Ansatz auf einer geson-
derten Platte mit LB-Selektivmedium unter sterilen Bedingungen ausplattiert und fiir 16
bis 18 h bei 37 °C im Inkubator bebriitet. Als Negativkontrolle wurde stets ein mit Wasser

statt DNA-LOsung behandelter Ansatz verwendet.

2.2.1.14 Isolierung von RNA

Die RNA von kultivierten Saugerzellen wurde mit Hilfe des GeneJET RNA Purification Kits
entsprechend den Herstellerangaben isoliert. Diese Technologie beruht auf der Zersto-
rung der genomischen DNA durch Scherkrafte wahrend der Lyse des Zellmaterials und der
anschlieBenden Reinigung der in Losung gebrachten RNA mittels Silicagel-Membran-
Saulen. Zur Vermeidung der RNA-Degradation ist der Lysispuffer mit Guanidiniumthio-
cyanat und beta-Mercaptoethanol versetzt, wodurch ubiquitdr vorkommende Ribonu-

kleasen inaktiviert und degradiert werden.

Die Kultivierung der verwendeten Zellen folgte den Standard-Kulturbedingungen (siehe
Kapitel 2.2.3.1, Seite 53) in 6-well Cellstar® Multiwellplatten fir 3 d bis zum Erreichen
einer Konfluenz von 80-90 %. Im Anschluss an die RNA-Isolierung wurde die Konzentra-

tion der RNA photometrisch bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1.17, Seite 47).

-44 -



Material und Methoden

2.2.1.15 cDNA-Synthese

Die Generierung von doppelstrangiger cDNA (complementary DNA) ausgehend von einer
einzelstrangigen RNA-Matrize wird als reverse Transkription bezeichnet. Das dafir ver-
wendete Enzym, die reverse Transkriptase, verfiigt Gber eine RNA- sowie DNA-abhédngige
DNA-Polymeraseaktivitat mit zusatzlicher RNase H-Aktivitat und kann so die Information

der RNA in DNA umschreiben und damit fiir PCR-Reaktionen zuganglich machen.

Fir die cDNA-Synthese wurden 2 pg isolierte RNA (siehe Kapitel 2.2.1.14, Seite 44) mit
1 ul Oligo(dT);s und 1 ul Random Hexamer Oligonukleotiden in einem Gesamtvolumen
von 12,5 ul vermengt und 5 min bei 70 °C zum Aufbrechen der Sekundarstrukturen er-
hitzt. AnschlieRend wurde das Gemisch fiir 2 min auf Eis abgekihlt und mit RevertAid
Reverse Transcriptase, dNTPs, RiboLock RNase Inhibitor sowie Puffer nach Herstelleran-

gaben in einem Gesamtvolumen von 20 pl versetzt. Der Reaktionsablauf erfolgte im Ther-

mocycler:

Hybridisierung 10 min 25°C
Elongation 60 min 42 °C
Denaturierung 10 min 70 °C

Fir die Verwendung in der quantitativen Echtzeit-PCR wurde die synthetisierte cDNA an-
schlieBend in einem Verhaltnis von 1:10 mit sterilem zweifach destillierten Wasser ver-

didnnt.

2.2.1.16 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR) handelt es sich
um eine Methode, welche anhand der Lichtemission eines Fluoreszenzfarbstoffes die di-
rekte Quantifizierung der Menge des gebildeten PCR-Produktes im Verlauf der Reaktion
erlaubt. Als Farbstoff dient hierbei SYBR Green, welches mit der neusynthetisierten DNA
interkaliert und so den Anstieg der Produktmenge durch die Zunahme des Fluoreszenz-
signals von Zyklus zu Zyklus anzeigt. Durch die Nutzung von aus RNA generierter cDNA als
Matrize kann somit eine Aussage Uber die Transkriptmenge eines untersuchten Gens ge-

troffen werden.

Je 2 pl der verdiinnten cDNA (siehe Kapitel 2.2.1.15, Seite 45) wurden dazu in 96- bzw.

384-well gRT-PCR-Platten vorgelegt und mit jeweils 8 ul eines Master Mix bestehend aus
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1 x SYBR Green Master Mix, sterilem zweifach destillierten Wasser sowie den genspezi-
fischen forward- und reverse-Oligonukleotiden (Endkonzentration 0,25 pmol/ul) ver-
mengt. Samtliche Reaktionsansatze wurden in technischen Duplikaten ausgelesen und de-
ren Mittelwert fiir die spatere Auswertung herangezogen. Die beschickten qRT-PCR-Plat-
ten wurden luftdicht mit einem selbstklebenden Film verschlossen und die Fluoreszenz-
emission der Proben in einem LightCycler@ 480 Instrument Il analysiert. Entsprechend

dem Grundprinzip der Standard-PCR erfolgte der Reaktionsablauf zu den folgenden Be-

dingungen:

initiale Denaturierung 10 min 95 °C
Denaturierung 10s 95 °C
Hybridisierung 20s 60 °C 45 x
Elongation 20s 72 °C

Schmelzkurve

Fir die Quantifizierung der relativen Genexpressionsrate (,fold change’) wurde die AACt
Methode angewendet. Hier wird zundchst die Expression eines Zielgens zu der eines Re-

ferenzgens in Beziehung gesetzt, wobei gilt:
ACt = Cy (Zielgen) - C; (Referenzgen)

Der Ci- (cycle threshold) Wert eines jeden untersuchten Gens beschreibt dabei den
Schwellenwert, bei dem dessen Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt,
also wenn die Reaktionskurve in die exponentielle Phase Ubergeht. Das bedeutet, dass
der C-Wert mit der Kopienzahl des Transkripts korreliert: ein niedriger Ct-Wert kommt
bei einer hohen Transkriptmenge zustande, wahrend ein hoher C-Wert flr eine geringe

Menge an Zielnukleinsaduren spricht.

Nach der Berechnung der ACy-Werte fiir alle analysierten Gene erfolgt die Normierung

der zu untersuchenden Proben (knockout-Zellen) auf die Kontrollprobe (Wildtyp):
AACt = ACt (Testprobe) - AC; (Kontrollprobe)

Der relative Expressionsunterschied ergibt sich schlieSlich nach Livak und Schmittgen
(2001) aus der Formel:

relative Expression = Z'AACT
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2.2.1.17 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

Zur photometrischen Quantifizierung von Nukleinsdure-Konzentrationen wurde ein Nano-
Drop™ ND-1000 Mikrovolumen-Spektralphotometer gemalR den Herstellerempfehlungen
verwendet. Diese Methode basiert auf dem Grundprinzip, dass Nukleinsauren Licht einer
definierten Wellenlange (260 nm) absorbieren, somit weniger Licht den Photodetektor

erreicht und dies zu einer Erhéhung der optischen Dichte fiihrt.

2.2.1.18 Sequenzierung von DNA

Séamtliche DNA-Sequenzierungen zur Verifizierung von Klonierungsreaktionen wurden von
der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, DE) nach der von Sanger et al. (1977) entwickelten
Didesoxymethode durchgefihrt. Die auch als Kettenabbruch-Methode bekannte Technik
nutzt neben herkémmlichen dNTPs zudem vier verschiedene Didesoxynukleosidtriphos-
phate (ddNTPs), welchen die 3-OH-Gruppe fehlt und die somit beim Einbau in den ent-
stehenden Zweitstrang zu einem Kettenabbruch fiihren. Daraus resultieren DNA-Mole-
kiile variabler Lange, anhand derer die Sequenzabfolge durch die Zuordnung zu dem je-

weilig eingesetzten ddNTP bestimmt werden kann.

2.2.2 Immunologische Methoden

2.2.2.1 Zelllyse zur Gewinnung von Gesamtproteinextrakten fiir die SDS-PAGE

Fir die Gewinnung von Gesamtproteinextrakten zum Einsatz fiir die gelelektrophore-
tische Separation mittels SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.2.2.4, Seite 48) wurden sedimentierte
Zellen (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53) in einem geeigneten Volumen SDS-PAGE-Lysis-Puf-
fer resuspendiert und fiir 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 15 bis
20 min bei maximaler Umdrehung und einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert, der Uber-
stand in ein steriles Eppendorfgefall tberfiihrt und die Proteinkonzentration kalorime-

trisch bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2.3, Seite 48).

2.2.2.2 Zelllyse zur Gewinnung von Gesamtproteinextrakten fiir RNASEH1/2-Aktivitats-

tests

Fur die Gewinnung von Gesamtproteinextrakten zum Einsatz in RNASEH1/2-Aktivitats-

tests nach Reijns et al. (2011) (siehe Kapitel 2.2.2.7, Seite 50) wurden sedimentierte Zel-
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len (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53) zundchst in einem geeigneten Volumen Lysis-Puffer 1
resuspendiert und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Proben mit dem
dquivalenten Volumen Lysis-Puffer 2 versetzt und abermals flir 20 min auf Eis inkubiert.
Das Lysat wurde dann fiir 15 min bei maximaler Umdrehung und einer Temperatur von
4 °C zentrifugiert, der Uberstand in ein steriles EppendorfgefaR iberfiihrt und die Protein-

konzentration kalorimetrisch bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2.3, Seite 48).

2.2.2.3 Quantitative Proteinbestimmung

Zur kalorimetrischen Quantifizierung von Protein-Konzentrationen wurde das Pierce BCA
Protein Assay Kit gemals den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Die Methode ba-
siert auf der Reduktion von Kupfer-Kationen durch in der Lésung befindliche Proteine und
deren Nachweis mittels Bicinchoninsdure (BCA), was zur Entstehung eines intensiv violett
gefarbten Reaktionsprodukts fiihrt. Die Messung der Extinktion der Losung bei einer Wel-
lenlange von 562 nm ermaoglicht die Bestimmung der Protein-Konzentration im Vergleich
zu einem Protein-Standard. Fir die Quantifizierung in F96 Cert. MaxiSorp Nunc-immuno

Mikrotiterplatten wurde ein Tecan Spectra Rainbow Mikrotiterplatten reader verwendet.

2.2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der Natriumdodecylsulfat- (sodium dodecyl! sulfate, SDS) Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE) handelt es sich um ein analytisches Verfahren zur Auftrennung von
Proteinen anhand ihres Molekulargewichts in einem elektrischen Feld (Laemmli, 1970).
Dabei dient ein diskontinuierliches Polyacrylamid-Gel als Matrix, in der sich die denatu-
rierten Proteine bewegen. Um eine Auftrennung anhand des Protein-Molekulargewichts
zu ermoglichen, ist es erforderlich die Tertidrstruktur der Proteine zu zerstéren und sie
damit zu ihrer linearen Grundform zu reduzieren. Des Weiteren muss ihre intrinsische
Nettoladung maskiert werden. Neben der Einwirkung von Hitze und Reduktionsmitteln
wie beta-Mercaptoethanol ist hierfir die Bindung des SDS an das linearisierte Protein
entscheidend, da es dem Protein eine uniforme negative Ladung verleiht, welche propor-

tional zu dessen Molekulargewicht ist.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter Verwendung von 8 bis 12 % Polyacrylamid-
Gelen in einem Mini-PROTEAN Tetra Cell Elektrophorese System bei 140 V. Im Vorfeld der

Gelelektrophorese wurden die Proteine mit Protein-Ladepuffer in einfacher Endkonzen-
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tration versetzt, 10 min bei 95 °C im Thermoblock denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Um
die Vergleichbarkeit der Proben eines Gels garantieren zu kénnen, wurden stets gleiche

Proteinmengen eingesetzt.

2.2.2.5 Immunoblot (,western blot’)

Die Methode des Immunoblots eignet sich zur Detektion spezifischer Proteine in einem
Proteingemisch. Dabei werden die mittels SDS-PAGE entsprechend ihres Molekular-
gewichts separierten Proteine von einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch auf eine
Membran Ubertragen, um anschliefend die Proteine von Interesse mit Hilfe von Anti-
kdrpern gezielt nachzuweisen (Towbin et al., 1979). Ein Primarantikérper erkennt und
bindet in einer Antigen-Antikdrper-Reaktion eine bestimmte Aminosduresequenzabfolge
des Zielproteins, sein sog. Epitop. Der Nachweis dieses Immunkomplexes wird durch die
Bindung des Sekundarantikérpers ermoglicht, da dieser an ein Reporterenzym, ein Fluo-
rophor oder ein anderes Detektionssystem gekoppelt ist. Bei meerrettich-peroxidase-
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelten Sekundarantikérpern setzt das Enzym sein
Substrat Luminol um, was von einer Lichtemission begleitet wird. Diese als verstarkte
Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence, ECL) bekannte Reaktion kann in einem

Western Blot imager detektiert werden.

Die zu untersuchenden Zellen wurden zunachst lysiert (siehe Kapitel 2.2.2.1, Seite 47) und
die Konzentration des Gesamtproteinextraktes kalorimetrisch bestimmt (siehe Kapitel
2.2.2.3, Seite 48). AnschlieRend wurden die Proben denaturiert und mittels SDS-PAGE gel-
elektophoretisch aufgetrennt (siehe Kapitel 2.2.2.4, Seite 48). Der Transfer der denatu-
rierten Polypeptide auf eine PVDF-Membran erfolgte semi-dry unter Verwendung eines
Trans-Blot Turbo Transfer Systems. Dazu wurden je drei Filterpapierzuschnitte fir einige
Minuten in Anoden- bzw. Kathoden-Transferpuffer bis zur vollstindigen Befeuchtung
inkubiert. Die PVDF-Membran wurde fiir ca. 10 s in Ethanol absolut dquilibriert und das
Proteingel mit destilliertem Wasser gespilt. Der Aufbau erfolgte anodenseitig mit den in
Anoden-Transferpuffer getrankten Filterpapieren, auf welche die aquilibrierte Membran,
das Trenngel sowie die in Kathoden-Transferpuffer getrankten Filterpapiere gestapelt
wurden und schloss mit der Kathode ab. Eventuell vorhandene Lufteinschliisse wurden
durch Walzen der einzelnen Lagen entfernt. Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von

25 V und einer maximalen Stromstarke von 1,0 A fiir 30 bis 40 min.
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An den Transfer der Proteine anschlieBend wurde die Membran fiir 1 h bei Raumtempe-
ratur bzw. flr 18 h bei 4 °C in Blockierpuffer gerollt. Nach vier hintereinander folgenden
Waschschritten fir je 2 min mit TBST erfolgte die Inkubation mit dem in Blockierpuffer
geldsten Primarantikorper fur 3 bis 18 h bei 4 °C. Einem erneuten Waschzyklus folgend
wurde die Membran dann fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen in Blockier-
puffer geldsten Sekundarantikorper inkubiert. AbschlieBend wurde die Membran zweimal
fir je 2 min mit TBST und zweimal fiur je 2 min mit TBS gewaschen, mit ECL-L6sung nach
Angaben des Herstellers benetzt und das Signal in einem FluorChem Q Multilmage Il

Western Blot imager detektiert.

2.2.2.6 Rehybridisierung von PVDF-Membranen

Das auch als ,stripping’ bezeichnete Ablésen von primaren und sekundaren Antikdrpern
von einer Membran nach Durchfiihrung eines Immunoblots ermdéglicht eine Rehybridi-
sierung der Membran und somit die Untersuchung weiterer Zielstrukturen auf demselben
Blot. Die bereits analysierte PVDF-Membran wurde dafiir nach Abschluss des Immuno-
blots (siehe Kapitel 2.2.2.5, Seite 49) mit Stripping-Puffer entsprechend den Herstelleran-

gaben behandelt und anschlieRend erneut mit Antikérpern hybridisiert.

2.2.2.7 RNASEH1/2-Aktivitatstest

Bei dem RNASEH1/H2-Aktivitdtstest handelt es sich um eine fluorimetrische Analyse-
methode zur Bestimmung der enzymatischen Nuklease-Aktivitdt in einem gegebenen Zell-
lysat (Crow et al., 2006b). Als Substrate finden kurze doppelstrdangige Oligonukleotide
Verwendung, die entweder rein aus Desoxyribonukleotiden bestehen (DNA:DNA), aus ei-
nem RNA:DNA-Hybrid oder aus einem DNA:DNA-Hybrid mit einem einzelnen Ribonukleo-
tid (DNA-R-DNA:DNA, siehe Abbildung 9A, Seite 51). Ein Strang des Oligonukleotids ist an
seinem 3‘-Ende an den griin-fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein gekoppelt, wahrend
der andere Strang des Hybrids an seinem 5-Ende mit dem nicht-fluoreszenten Farbstoff
DABCYL (Methyl-Orange) verkniipft ist (Crow et al., 2006b). Durch die enge raumliche Na-
he der beiden Farbstoffe kann DABCYL zur Fluoreszenzléschung von Fluorescein sorgen
und somit als sog. ,quencher’ fungieren. Erst bei einer Spaltung des Hybrids wird das fluo-
resceingekoppelte Fragment freigesetzt, was zu einem detektierbaren Anstieg des Fluo-

reszenzsignals fiihrt (siehe Abbildung 9B). Durch die Nutzung von drei unterschiedlichen
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Substraten kann dabei zwischen den verschiedenen Nuklease-Aktivitdten einer Zelle diffe-
renziert werden: der Desoxyribonuklease-Aktivitdt (DNA:DNA), der Typ I-RNase H-Akti-
vitdt (RNA:DNA) sowie der Typ |I-RNase H-Aktivitdt (DNA-R-DNA:DNA nach Abzug der
DNA:DNA-Aktivitat).

Die Durchfiihrung erfolgte wie in Reijns et al. (2011) beschrieben unter Verwendung von
Gesamtproteinextrakten (siehe Kapitel 2.2.2.2, Seite 47) sowie den oben beschriebenen
Oligonukleotiden, die freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurden von Prof. Dr. An-
drew Jackson, University of Edinburgh, MRC Human Genetics Unit. Fiir die Ausfiihrung der
Reaktion wurden die zu analysierenden Lysate in einer Endkonzentration von 100 ng/ul
mit je 250 nM Substrat in Reaktionspuffer verdiinnt (Gesamtvolumen 100 ul) und die
Fluoreszenz in 96 well Mikrotiterplatten (schwarz, PS, F-Boden) unter Benutzung eines
Tecan Infinite 200Pro Mikrotiterplatten readers mit einem 485 nm Exzitationsfilter und
einem 535 nm Emissionsfilter bei 24 °C fir 90 min detektiert. Alle Reaktionen wurden in
technischen Triplikaten ausgefiihrt, deren Mittelwerte fiir die Bestimmung der einzelnen

Enzymaktivitaten herangezogen wurde.

A B
DNA GATCTGAGCCTGGGAGCT -3¢
DNA CTAGACTCGGACCCTCGA |-
*
RNA GAUCUGAGCCUGGGAGCU [
DNA CTAGACTCGGACCCTCGA ¢ | cracacTceeacceTcea |
DNA-R-DNA GATCTGAGCCTGGGAGCT ¢
DNA CTAGACTCGGACCCTCGA |-i¢

Abbildung 9: Schematische Darstellung des RNASEH1/2-Aktivititstests (verdndert nach Crow et al.
(2006b)). A: Die Substrate fir die Bestimmung der enzymatischen Nuklease-Aktivitdt bestehen aus kurzen
(18 Nukleotide), doppelstréangigen Oligonukleotiden, die einseitig mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein
(grin) sowie dem quencher DABCYL (schwarz) markiert sind. Fiir die Ermessung der spezifischen Aktivitaten
stehen drei Substrate zur Verfiigung: ein DNA:DNA-Hybrid, das von allen Enzymen mit Desoxyribonuklease-
Aktivitat gespalten werden kann, ein RNA:DNA-Hybrid, Substrat aller Ribonuklease H-Enzyme, sowie ein
DNA-R-DNA:DNA-Hybrid, ein Heteroduplex bestehend aus DNA mit einem singuldren Ribonukleotid in dem
mit Fluorescein gekoppelten Strang, welches von Enzymen mit Typ II-RNase H- oder Desoxyribonuklease-
Aktivitat gespalten werden kann. Ribonukleotide sind in der Grafik grau hinterlegt. B: Kommt es zu einer
Spaltung des Substrats, so wird der mit Fluorescein markierte Strangabschnitt freigesetzt und die fluores-
zenzléschende Wirkung des quenchers DABCYL damit aufgehoben. Das Fluoreszenzsignal wird damit detek-

tierbar.
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Fir deren Berechnung wurde zundchst die Hintergrundfluoreszenz der jeweiligen Oli-
gonukleotide von den kalkulierten Mittelwerten subtrahiert. AnschlieBRend wurde die Des-
oxyribonuklease-Aktivitdit (DNA:DNA-Substrat) von der mit dem DNA-R-DNA:DNA-Sub-
strat gemessenen abgezogen. Dadurch konnte eine Aussage Uber die Enzymaktivitdt ge-
troffen werden, die fiir die Spaltung von einzelnen Ribonukleotiden in einem DNA-Strang

verantwortlich ist (Typ [I-RNase H-Aktivitat).

Zur Einschatzung der gelieferten Messwerte wurden neben den Test- und Referenzpro-
ben auBerdem Positiv- und Negativkontrolllysate analysiert, die ebenfalls freundlicher-
weise von Prof. Dr. Andrew Jackson bereitgestellt wurden. Dabei handelte es um Protein-
extrakte von RNase H2-defizienten Hela-Zellen (Negativkontrolle) sowie von entsprech-

enden Wildtyp-Zellen (Positivkontrolle).

2.2.2.8 Immuncytochemischer Nachweis von Mikronuklei

Fir die Durchfiihrung der immuncytochemischen Zweifach-Farbungen zum Nachweis von
Mikronuklei wurden je 3.000 293T-Parentalzellen sowie je 6.000 293T-knockout- bzw. je
6.000 mit Typ I/II-RNase H-Aktivitat rekonstituierte Zellen pro 384-well Zellkulturmulti-
wellplatte ausgesat und fir 2 d kultiviert. Der Plattenboden war zuvor mit Poly-L-Lysin wie
in Bartsch (2016) beschrieben beschichtet worden. Fiir die anschlielende Fixierung der
Zellen wurden diese einmal mit 1 x PBS gewaschen, fir 25 min in Fixierlésung inkubiert

und anschlieRend zweifach fiir 7 min in TBST inkubiert.

Die Fluoreszenzfarbungen wurden von Dr. Bernhard Ellinger, Fraunhofer Institut fiir Mole-
kularbiologie und Angewandte Okologie IME Hamburg, Bereich ScreeningPort, durchge-
fahrt, wobei der blau-fluoreszierende Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst 33258 in einer Kon-
zentration von 0,5 pg/ml sowie der die gesamte Zelle anfarbende Fluoreszenzfarbstoff
HCS CellMask™ Deep Red in einer Konzentration von 2 ug/ml (beide von Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, US) in TBST fur 1 h verwendet wurden. Nach der Farbung
wurden die Zellen dreimal fir 7 min mit TBST gewaschen und anschlieBend unter Ver-

wendung eines konfokalen laser-scanning-Mikroskops analysiert.
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2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von adhdrenten Zellen

Die humanen Zelllinien 293T und Hela HA ebenso wie die murinen Fibroblasten wurden
in dem Basismedium DMEM versetzt mit 10 % (v/v) fotalem Kalberserum (fetal calf se-
rum, FCS) als Wachstumsfaktor-Quelle sowie 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin zur Ver-
meidung von bakteriellen Kontaminationen in einem HERAcell 150 CO,-Inkubator bei
37 °C und 5 % CO,-Begasung kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in sterilen Zellkulturfla-
schen bzw. -platten. Bei Erreichen von 80-90 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert
und in neue Kulturgefdlle Uberfihrt. Die Zellverbdnde der stark adhdrenten Zelllinien
Hela HA sowie der murinen Fibroblasten mussten proteolytisch gelost werden, daher
wurden sie zunachst mit 1 x PBS gewaschen, einige Minuten mit Trypsin/EDTA inkubiert
und anschlielend mit Medium abgespilt. Die weniger stark adhadrenten 293T-Zellen
konnten ohne enzymatische Behandlung direkt mit Medium von ihrem Kulturgefald gelost
werden. Zum Sedimentieren wurden die Zellen bei 1300 x g fiir 3 bis 5 min bei Raum-
temperatur zentrifugiert, ggf. Medienreste mit 1 x PBS fortgespllt und die Zellen erneut

sedimentiert.

2.2.3.2 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen sedimentiert (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53)
und das Sediment in 500 bis 1000 ul Einfriermedium resuspendiert. Anschlielend wurden
die Zellen in sterile Kryoréhrchen Gberfihrt, diese in einige Lagen Zellstoff gewickelt und
bei -80 °C eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -150 °C. Durch die Lagerung bei
extrem niedrigen Temperaturen wird jegliche enzymatische oder chemische Aktivitat, die
den Zellen Schaden zufligen kdnnte, gestoppt. Um die Bildung von Eiskristallen zu verhin-
dern, wird dem Einfriermedium das Kalteschutzmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) beige-

mengt. Dadurch kann die Vitalitat des biologischen Materials aufrechterhalten werden.

2.2.3.3 Erstellung von Wachstumskurven

Fir die Beurteilung des differenziellen Wachstumsverhaltens von Parental- und knockout-
Zellen wurden Wachstumskurven erstellt. Dazu wurden jeweils 50.000 293T- bzw. 20.000

Hela-Zellen pro 24-well Zellkulturmultiwellplatte ausgesat und entsprechend der Stan-
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dardkulturbedingungen kultiviert (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53). Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte an Tag 2, 4 und 7 nach der Aussaat. Sie wurde aus drei wells je Zelllinie
separat in Doppelbestimmung ermittelt, aus den sechs resultierenden Einzelwerten wur-
de der Mittelwert sowie der Standardfehler errechnet und die Daten grafisch ausge-

wertet.

2.2.3.4 Zellproliferationsmessung

Neben der sequenziellen Bestimmung der Zellzahl zur Erstellung von Wachstumskurven
(siehe Kapitel 2.2.3.3, Seite 53) kann die Analyse der Proliferation einer Zelllinie auch iber
die Inkorporation von fluorophorgekoppelten Nukleotid-Analoga in die neusynthetisierte
DNA der Zellen erfolgen. Ein Beispiel hierfiir ist das Thymidin-Analogon 5-Ethynyl-2’-Des-
oxyuridin (EdU), welches in Folge einer Klick-Reaktion zwischen dem Alkin und einem mit
dem Farbstoff Alexa Fluor® 488 verkniipften Azid nachweisbar gemacht wird. Fir die Pro-
liferationsanalyse wurde das Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Flow Cytometry Assay Kit in
Verbindung mit RNase A und dem Nukleinsaurefarbstoff SYTOX® AADvanced™ nach Her-
stellerangaben verwendet. Die Analyse der Farbung erfolgte mit Hilfe eines FACSCANTO |
Durchflusszytometers unter Verwendung eines 480 nm Exzitationsfilters und eines

530/30 (EdU) bzw. 695/40 (SYTOX® AADvanced™) Bandpass Emissionsfilters.

2.2.3.5 Erstellung von Antibiotika-Dosis-Wirkungs-Kurven

Dosis-Wirkungs-Kurven dienen der Ermittlung der optimalen Antibiotika-Konzentration in
einem Kulturmedium einer gegebenen Zelllinie. Fiir die Erstellung wurden jeweils 500.000
293T- bzw. 150.000 Hela-Zellen pro 6-well Zellkulturmultiwellplatte ausgesat und ent-
sprechend der Standardkulturbedingungen kultiviert (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53). Ei-
nen Tag nach der Aussaat wurde das Medium gewechselt und mit aufsteigenden Konzen-
trationen des zu testenden Antibiotikums versetzt. Im Folgenden wurde das Wachstums-
verhalten der Zellen taglich Gberprift und die ideale Dosis als die Konzentration festge-

setzt, bei der min. 90 % der Zellen des jeweiligen wells nach 3-4 d abgestorben waren.

2.2.3.6 Transfektion

Unter dem Begriff Transfektion wird das nicht-virale Einbringen von Nukleinsduren in eu-

karyotische Zellen verstanden. Es existieren viele unterschiedliche Verfahren, darunter
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physikalische als auch chemische. In dieser Arbeit wurde das kationische Polymer Turbo-
Fect zusammen mit sterilem Opti-MEM® als Transfektionsmedium nach Herstelleran-
gaben eingesetzt. TurboFect bildet mit der zu transfizierenden DNA stabile Komplexe,
welche Uber Endocytose in das Cytoplasma der Zelle gelangen. Dort zerfallt der Komplex

und erlaubt so die Translokation der DNA in den Nukleus.

2.2.3.7 Lentivirale Transduktion

Die Transduktion ist eine Methode zur viralen Transferierung genetischen Materials in eu-
karyotische Zellen, die seit den 1970er Jahren bekannt und weiterentwickelt wurde (Goff
und Berg, 1976). Dabei wird die virale RNA nach der Infektion der Wirtszelle mittels rever-
ser Transkription in DNA umgeschrieben und anschlieRend in das Wirtsgenom integriert.
Durch die Nutzung einer bestimmten Subklasse von Retroviren, den Lentiviren, kdnnen
selbst nicht-teilungsfdhige Zellen erreicht werden, indem lentivirale Proteine mit der
Kernimportmaschinerie interagieren und so den aktiven Transport des Pra-Integrations-

komplexes durch die Kernporen ermaéglichen (Naldini et al., 1996).

Fiir die Anwendung dieser Technik bedarf es einer sog. Verpackungszelllinie, die zur Pro-
duktion der Viruspartikel befahigt ist, i.d.R. 293T-Zellen. Diese werden mit mehreren Plas-
miden transfiziert, auf welchen das virale Genom verteilt ist: den Transfer-, Hill- und
Verpackungsplasmiden. Transferplasmide enthalten die Sequenz von Interesse, die in das
Wirtsgenom integriert werden soll, flankiert von den viralen long terminal repeats (LTRs)
und dem Psi-Element als Verpackungssignal. Ein Beispiel fur ein solches Transferplasmid
ist in Abbildung 14, Seite 70, zu finden. Das Hillplasmid codiert fiir ein Glykoprotein, wel-
ches die Viruspartikel umgibt und somit deren Bindung an Rezeptoren der Wirtszellmem-
bran sowie die Membranfusion ermoglicht. Weiterhin fiir die Transduktion erforderlich
sind die viralen Gene gag, pol, rev und tat, die auf dem Verpackungsplasmid codiert sind
und fir die Expression von Stukturproteinen, reverser Transkriptase, Integrase sowie

Transaktivatoren verantwortlich sind.

Fur die Virusproduktion wurden 3,5 x 10° 293T-Zellen in 10 cm TC-Schalen in DMEM +
10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin + 20 mM HEPES-Puffer ausgesat und fiir 18 h ent-
sprechend den Standardkulturbedingungen kultiviert (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53). Die
Zellen wurden anschlieBend mit den in Tabelle 2, Seite 56, angegebenen Plasmiden trans-

fiziert (siehe Kapitel 2.2.3.6, Seite 54).
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Tabelle 2: Transfektionsschema zur Lentiviren-Produktion. Die Mengen- und Volumenangaben beziehen

sich jeweils auf eine 10 cm TC-Schale.

Beschreibung der Komponenten Plasmide/Reagenzien | Menge/Vol.
Transferplasmid variabel 10 ug
Hillplasmid pCMV-VSV-G 2 g
Verpackungsplasmid pCMV-dR8.2-dvpr 10 ug
Medium Opti-MEM® 450 pl
Transfektionsreagenz TurboFect 40 pl

8-12 h nach der Transfektion wurde das Medium ausgetauscht, wobei 8 ml Medium mit
der oben beschriebenen Zusammensetzung verwendet wurden. Die in den Uberstand ab-
gegebenen Viren wurden fiir 24 h gesammelt, dann durch einen 20 um Membranfilter
sterilfiltriert, aliquotiert und bei -80 °C bis zur Benutzung gelagert. Diese Prozedur wurde

ein weiteres Mal fir 24 h wiederholt.

Der virenhaltige Uberstand konnte sodann fiir die Infektion von Wirtszellen eingesetzt
werden. Dafiir wurden entsprechend viele Zellen in 12-well Cellstar® Multiwellplatten
ausgesat und kultiviert, dass diese nach 1-2 d eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht hatten.
Am Tag der Transduktion wurde das Medium erneuert und diesem das kationische Poly-
mer Polybren zur Verbesserung der Transduktionseffizienz zugesetzt (Endkonzentration
8 pug/ml). Das eingesetzte Volumen des virenhaltigen Uberstands variierte in Abhangigkeit
der Viruskonzentration zwischen /10 und '/, des Gesamtvolumens. Nach Zugabe der
Viren wurden die Multiwellplatten fiir 1 h bei 1000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert
und fir 12-24 h kultiviert. AnschlieBend erfolgte ein Austausch des Mediums zu Standard-
kulturmedium und 2 d nach der Transduktion ggf. die Zugabe eines Antibiotikums zur Se-

lektion erfolgreich transduzierter Zellen.

2.2.3.8 Erzeugung von RNASEH2A-defizienten Zellen

Je 500.000 293T-Zellen und je 100.000 Hela Ha-Zellen wurden im 6-well Format mit 2 ug
LeGO-Cas9-guide#t4 Plasmid-DNA transfiziert (siehe Kapitel 2.2.3.6, Seite 54). Erfolgreich
transfizierte Zellen wurden mittels Puromycin-Selektion angereichert, die optimale Anti-
biotika-Konzentration war zuvor im Zuge einer Dosis-Wirkungs-Kurve ermittelt worden
(siehe Kapitel 2.2.3.5, Seite 54). Da fiir spatere Analysen die Verwendung von mono-

klonalen RNASEH2A-knockout-Zelllinien erwiinscht war, wurde die Suspension von Zellen
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in sequenziellen Verdiinnungsstufen so weit verdiinnt, dass schlieBlich eine minimale An-
zahl von Zellen gemeinsam weiterkultiviert wurde. Fiir jede 100 x 20 mm Zellkulturschale
bedeutete dies die Vereinzelung und Kultivierung von ca. 100 Zellen. 12 d nach der Ver-
einzelung wurde die Anhaftung der individuellen Zellkolonien an den GefalRboden durch
kurzzeitige Inkubation mit wenigen Mikrolitern Trypsin/EDTA gelockert und der jeweilige
Klon mit einer sterilen Pipettenspitze von dem Schalenboden gel6st, aufgenommen und
in eine 96-well Multiwellplatte tGberflihrt. Darin wurden die Klone bis zum Erreichen einer
Konfluenz von etwa 80 % unter regelmalligem Kulturmediumwechsel kultiviert, um sie so-

dann in die nachstgroRere Multiwellplatte zu passagieren (siehe Kapitel 2.2.3.1, Seite 53).

2.2.3.9 Luciferasebasierter Nachweis von genomischen LINE-1-Integrationen

Fiir die Detektion von de novo-Integrationen genomischer non-LTR Retroelemente gibt es
verschiedene funktionelle Untersuchungsmethoden, die alle auf demselben Grundprinzip
beruhen: in die 3’-UTR des Retroelements wird eine Reportergen-Expressionskassette in
antisense-Orientierung, also in entgegengesetzter Leserichtung bezogen auf das Retro-
element, eingebaut. Diese Kassette wird von einem Intron unterbrochen, welches eine
sense-Orientierung aufweist (siehe Abbildung 10A, Seite 58), und das damit die Inakti-
vierung des Reporters sicherstellt. Nach dem Einbringen des Plasmides wird die Retro-
element-Markergen-Kassette transkribiert und die mRNA prozessiert, wobei u.a. das In-
tron durch SpleiRen entfernt wird. Kommt es anschlieBend zur reversen Transkription der
MRNA und der Integration der Retroelement-Markergen-cDNA in die genomische DNA
der Zelle (siehe Abbildung 10B), so liegt daraufhin das Reportergen als funktionelle Ex-
pressionskassette vor und kann durch deren endogenen Promotor exprimiert werden

(siehe Abbildung 10C).

In dieser Arbeit kamen drei verschiedene Reportersysteme zum Einsatz: das duale Luci-
ferase-System sowie das eGFP-basierte Reportersystem (siehe Kapitel 2.2.3.10, Seite 60)
zur Detektion von genomischen LINE-1-Integrationen und das antibiotikaresistenzgen-
basierte System zum Nachweis genomischer Alu-Integrationen (siehe Kapitel 2.2.3.11,
Seite 61). In den beiden zuerst genannten Fallen gibt es neben einem retrotranspositions-
aktiven auch einen retrotranspositions-inaktiven Ansatz, welcher die Fahigkeit zur Mobili-

sierung des Retroelements durch Mutationen in ORF1 verloren hat (Xie et al., 2011).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des markergenbasierten Nachweises von genomischen LINE-1-
Integrationen (verandert nach Zhao et al. (2013), Xie et al. (2011)). A: Das LINE-1-Konstrukt enthalt die
beiden offenen Leserahmen ORF1 (rot) und ORF2 (violett), deren Expression durch einen Promotor (dunkel-
blau) gesteuert wird. In die LINE-1-3’UTR (dunkelblau) ist eine Reportergen-Expressionskassette in anti-
sense-Orientierung (dargestellt durch die kopfstehende, graue Schrift) integriert, welche durch ein Intron in
sense-Orientierung (braun) unterbrochen wird. Im Zuge der der Transkription nachfolgenden Prozessierung
der mRNA wird das Intron mittels SpleiRen entfernt. B und C: Kommt es zur reversen Transkription der
MRNA und der Integration der LINE-1-Markergen-cDNA in die genomische DNA der Zelle, so kann daraufhin

die Expression des Markergens (orange) durch dessen endogenen Promotor (hellblau) initiiert werden.

Das duale Luciferase-Reportersystem nach Xie et al. (2011) basiert auf der Messung der
Leuchtkafer Luciferase (,firefly luciferase’, Fluc) als Retrotranspositionsindikator sowie der
auf demselben Plasmid codierten Renilla Luciferase (Rluc) zur Normierung auf die Trans-
fektionseffizienz. Daflir wurden 50.000 (293T) bzw. 70.000 (293T_KOs) Zellen je well in
einer 24-well Cellstar® Multiwellplatte ausgesat und fir 2 d kultiviert. AnschlieBend er-
folgte deren Transfektion (siehe Kapitel 2.2.3.6, Seite 54) in technischen Triplikaten mit
insgesamt je 500 ng Plasmid-DNA nach dem in Tabelle 3, Seite 59, angegebenen Transfek-

tionsschema.
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Tabelle 3: Transfektionsschema des luciferasebasierten LINE-1-Reportersystems. Die Mengen- und Volu-

menangaben beziehen sich jeweils auf ein well einer 24-well Multiwellplatte.

Beschreibung des Transfektionsansatzes Plasmide/Reagenzien | Menge/Vol.
retrotranspositions-inaktives LINE-1-Fluc-Rluc- | pYX015 500 ng
Konstrukt Opti-MEM® 50 ul
TurboFect 1l
retrotranspositions-aktives LINE-1-Fluc-Rluc- pYX017 500 ng
Konstrukt Opti-MEM® 50 ul
TurboFect 1l
untransfizierter Ansatz |- |

Die Zellen wurden fiir weitere 4 d kultiviert, geerntet und die Sedimente in 1 x PLB (pas-
sive lysis buffer) aus dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System fur 1 h bei Raumtempe-
ratur lysiert. Die duale Luciferase-Aktivitdt der Lysate wurde gemaR den Angaben des Her-
stellers in 96 well Mikrotiterplatten (weifs, PS, F-Boden) in einem GloMax® Luminometer

bestimmt. Fir die Messung wurden jeweils 20 pl Lysat und je 50 pl Substrat verwendet.

Zur Normierung der Daten wurde zundchst die Hintergrund-Lumineszenz des untransfi-
zierten Ansatzes von den Einzelmesswerten abgezogen und anschlieRend das Verhaltnis
von Fluc- und Rluc-Lumineszenz fiir jedes well gebildet. Die Einzelwerte der Triplikat-
messungen wurden gemittelt und die LINE-1-Aktivitat einer jeden untersuchten Zelllinie
durch die Division des Wertes des retrotranspositions-aktiven Plasmids (pYX017) und des
Wertes des retrotranspositions-inaktiven Plasmids (pYX015) bestimmt (NLR, normalized

luminescence ratio):

Flucpyxo17
NLR = RIUCpYX017
UCpyxo15

Rlucgyxo1s

Der relative Fehler der Messwerte wurde durch die Bildung des Quotienten von Standard-
abweichung (SD) und Mittelwert (M) bestimmt. Der absolute Fehler des so ermittelten
Quotienten ergab sich aus der Addition der relativen Fehler von pYX015 und pYX017 und

der Multiplikation dieser Summe mit dem Quotienten:

SDpyxo1s .~ SDpyxo17

absoluter Fehler = ( ) * NLR

Movxo1s Movxo17
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2.2.3.10 eGFP-basierter Nachweis von genomischen LINE-1-Integrationen

Ein weiteres System zur Detektion genomischer LINE-1-Integrationen nutzt die Fluores-
zenz des grin-fluoreszierenden Proteins (eGFP) als Retrotranspositionsindikator. Der be-
reits ausfihrlich in Kapitel 2.2.3.9, Seite 57, beschriebene grundlegende Mechanismus ist

in Abbildung 10, Seite 58, bildlich dargestellt.

Fiir die Durchfihrung der von Ostertag et al. (2000) entwickelten Methode wurden
50.000 (293T) bzw. 70.000 (293T_KOs) Zellen je well in einer 24 well Cellstar® Multiwell-
platte ausgesat und fiir 2 d kultiviert. Anschliefend erfolgte deren Transfektion (siehe Ka-
pitel 2.2.3.6, Seite 54) in technischen Triplikaten mit insgesamt je 500 ng Plasmid-DNA
nach dem in Tabelle 4 angegebenen Transfektionsschema. Neben dem retrotransposi-
tions-aktiven LINE-1-eGFP-Konstrukt 99PUR-RPS-EGFP wurde aulerdem das retrotranspo-
sitions-inaktive Plasmid 99PUR-JM111-EGFP sowie ein eGFP-Expressionsplasmid (pEGFP-

N1) zur Feststellung der Transfektionseffizienz verwendet.

Im Anschluss an die Transfektion wurden die Zellen fiir weitere 3 d kultiviert, in 1 x PBS
aufgenommen und die Emission des eGFPs mit Hilfe eines FACSCANTO | Durchfluss-
zytometers unter Verwendung eines 480 nm Exzitationsfilters und eines 530/30 Bandpass

Emissionsfilters analysiert. Als Negativkontrolle diente ein untransfizierter Ansatz.

Tabelle 4: Transfektionsschema des eGFP-basierten LINE-1-Reportersystems. Die Mengen- und Volumen-

angaben beziehen sich jeweils auf ein well einer 24-well Multiwellplatte.

Beschreibung des Transfektionsansatzes Plasmide/Reagenzien Menge/Vol.
retrotranspositions-inaktives  LINE-1-eGFP- | 99PUR-JM111-EGFP 500 ng
Konstrukt Opti-MEM® 50 ul
TurboFect 1l
retrotranspositions-aktives LINE-1-eGFP-Kon- | 99PUR-RPS-EGFP 500 ng
strukt Opti-MEM® 50
TurboFect 1l
eGFP exprimierendes Plasmid zur Feststel- | pEGFP-N1 500 ng
lung der Transfektionseffizienz Opti-MEM® 50 ul
TurboFect 1l
untransfizierter Ansatz | -—— |
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Zur Bestimmung des retrotranspositions-aktiven Anteils innerhalb der Zellpopulationen
wurden die Werte aus vier unabhangigen Experimenten gemittelt, wobei die Daten der
knockout-Zellen KO1 und KO2 zusammengefasst wurden. AnschlieRend wurde der eGFP-
positive Anteil der mit dem retrotranspositions-inaktiven LINE-1-eGFP-Konstrukt transfi-

zierten Zellen von dem Anteil der retrotranspositions-aktiven Zellen abgezogen.
retrotranspositions-aktive Zellen = (99PUR-RPS-EGFP) - (99PUR-JIM111-EGFP)

Der absolute Fehler der retrotranspositions-aktiven Zellen ergab sich aus der Addition der
Standardabweichungen der gemittelten Werte von 99PUR-RPS-EGFP und 99PUR-IM111-
EGFP.

absoluter Fehler = SDogpyr-rps-ecrp + SDogpur-im111-EGFP

2.2.3.11 Neomycinresistenzgen-basierter Nachweis von genomischen Alu-Integrationen

Fir die Detektion genomischer Alu-Integrationen wurde das von Dewannieux et al. (2003)
publizierte Reportersystem verwendet, welches auf der Verwendung des Antibiotika-
Resistenzgens Neomycin als Retrotranspositionsindikator basiert. Dieses vermittelt die
Resistenz gegen das Antibiotikum Geneticindisulfat (G418) in retrotranspositions-aktiven

Zellen.

Alu-Elemente sind als nicht-autonome non-LTR-Retrotransposonen von der Aktivitat an-
derer Elemente fiir ihre Transposition abhangig. Aus diesem Grund muss bei der Verwen-
dung dieses Systems ein funktionales LINE-1-Konstrukt zusammen mit der Alu-Marker-
gen-Kassette co-transfiziert werden. Dafilir wurden 500.000 Hela- bzw. HelLa_KO-Zellen je
6 cm TC-Schale ausgesat und fir 1d kultiviert. Daraufhin erfolgte deren Transfektion
(siehe Kapitel 2.2.3.6, Seite 54) in technischen Triplikaten mit insgesamt je 4 pug Plasmid-

DNA nach dem in Tabelle 5, Seite 62, angegebenen Transfektionsschema.

Die transfizierten Zellen wurden fir 7 d kultiviert und dann mit einer Zelldichte von
500.000 Zellen je 10 cm TC-Schale ausgesdt. Dem Standardmedium wurde dabei G418 in
einer Endkonzentration von 700 pg/ml beigesetzt und das Selektionsmedium regelmaRig
alle 3 d erneuert. 14 d nach Beginn der Selektion wurden die verbliebenen Kolonien mit
1 x PBS gespdlt, 10 min mit 2 ml Methanol-Aceton fixiert und erneut mit 1 x PBS gespililt.
AnschlieBend wurden die fixierten Zellen fiir 10 min mit 2 ml 0,04% Trypanblau gefarbt,
abermals mit 1 x PBS gespilt und die Kolonien mit einer GroRe >1 mm ausgezahlt.
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Tabelle 5: Transfektionsschema des neomycinresistenzgen-basierten Alu-Reportersystems. Die Mengen-

und Volumenangaben beziehen sich jeweils auf eine 6 cm TC-Schale.

Beschreibung des Transfektionsansatzes Plasmide/Reagenzien Menge/Vol.
retrotranspositions-inaktiver Ansatz pcORF2 2 ug
pcDNA4TO-3xflag(N) 2ug
Opti-MEM® 100 pl
TurboFect 8 ul
retrotranspositions-aktives  Alu-Neomycin- | pcORF2 2 ug
Konstrukt Heidman ALU neo tet 2 ug
Opti-MEM® 100 ul
TurboFect 8 ul

2.2.4  Statistische Auswertung

Im Zuge der statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurden fiir den Vergleich von
zwei Stichproben der ungepaarte t-Test angewendet, fir die Auswertung von groReren
Stichproben hingegen wurde eine ein- oder zwei-faktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit
Bonferroni-Korrektur gebraucht. Dabei wurden Werte kleiner oder gleich 0,05 als signifi-
kant bezeichnet und mit einem Stern (*) versehen. Werte kleiner oder gleich 0,01 wurden
mit zwei Sternen (**), Werte kleiner oder gleich 0,001 mit drei Sternen (***) angegeben.

Nicht signifikante Werte erhielten keine Kennzeichnung.
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3 Ergebnisse

Die RNase H2 ist ein ubiquitdr verbreitetes Enzym, das in Saugetieren essentielle Auf-
gaben zur Aufrechterhaltung der genomischen Integritat und zur Vermeidung von DNA-
Schaden ausibt (Reijns et al., 2012). Mutationen in einer ihrer drei Untereinheiten fiihren
zur Ausbildung des Aicardi-Goutiéres-Syndroms (AGS), einer seltenen, frihkindlichen
Autoimmun-Erkrankung mit klinischen und biochemischen Uberlappungen zu intra-uterin
erworbenen Virusinfektionen (Crow et al., 2006b). Bislang wurden fir die Funktionsana-
lysen des Enzyms v.a. Mausmodelle herangezogen, doch da sich diese auf Grund des
ihnen fehlenden AGS-typischen neuroinflammatorischen Phanotyps nur bedingt zur Auf-
klarung der Krankheit eignen (Mackenzie et al., 2016), sollten in dieser Dissertation hu-

mane RNase H2-defiziente (,knockout‘) Zelllinien etabliert werden.

Dank dem Fortschritt der letzten Jahre im Bereich der Genom-Editierungsstrategien stand
mit dem CRISPR-Cas9-System nach Cong et al. (2013) eine sehr unkomplizierte und leicht
zu konfigurierende Technik zur Verfiigung. Diese wurde fiir die Generierung RNASEH2A-
defizienter Zellen herangezogen und die generierten Zellen sodann unter Betrachtung
verschiedener Fragestellungen charakterisiert. Neben allgemeinen, den Phanotyp betref-
fenden Beurteilungen stand v.a. die Untersuchung eines moéglichen Einflusses der RNase
H2 auf die Expression oder Aktivitdt von endogenen Retroelementen im Zentrum der

Analysen.

3.1 Generierung von RNASEH2A-defizienten Zelllinien

CRISPR-Cas9 bietet erhebliche Vorteile gegeniiber anderen molekularen Instrumenten zur
Untersuchung von ,loss-of-function’-Experimenten. Im Gegensatz zu hypomorphen Ver-
anderungen wie der RNA-Interferenz (RNAI) erzielt die Technik ein permanentes Resultat
und liefert damit gleichbleibende, stabile Bedingungen fiir die nachfolgende Charakteri-
sierung (Boettcher und McManus, 2015). Die Kernkomponenten werden i.d.R. transient in
die Zelle eingebracht, wodurch das Risiko von ,off-target’-Effekten verursacht durch eine
konstitutive Expression und Aktivierung der Transgene reduziert wird. Unter off-target-
Effekten werden dabei unspezifische Verdanderungen verstanden, die nicht den Zielbe-

reich betreffen. Verglichen mit anderen Genom-Editierungsstrategien sind Design und
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Produktion der Kernkomponenten dank des geringen Klonierungsaufwands sehr simpel
(Doudna und Charpentier, 2014). Aus diesem Grund schien das CRISPR-Cas9-Sytem sehr

fir die Generierung RNASEH2A-defizienter humaner Zellen geeignet.

Im Vorfeld der eigentlichen Genom-Editierung mussten zunéachst die angesteuerte Zielse-
quenz festgelegt und entsprechende CRISPR-Cas9-Plasmide kloniert werden. Anschlie-
Rend wurden diese hinsichtlich ihrer Genom-Editierungsaktivitdt untersucht und das
effektivste System in den zwei ausgewdhlten humanen Zelllinien HEK293T (293T) und

Hela HA angewendet.

3.1.1 Klonierung von Plasmiden fir die humane Genom-Editierung

Inzwischen gibt es eine Vielzahl von Modifikationen des urspriinglichen CRISPR-Cas9-
Systems, die eine erhohte Effizienz, einfachere Konfiguration oder sicherere Handhabung
versprechen. Flr den Einsatz der Technologie konnte mit Prof. Dr. Boris Fehse, Univer-
sitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Abteilung Zell- und Gentherapie, ein Kooperations-
partner gewonnen werden, welcher dank technischer Hilfestellung und wissenschaftlicher
Expertise zum Gelingen dieses Projekts beigetragen hat. Das von ihm bereitgestellte
Plasmid stellt eine Modifikation des von Cong et al. (2013) etablierten Systems dar und
erlaubt die Expression der chimdren guideRNA sowie der Cas9-Nuklease anhand eines
einzigen Vektors, welcher sowohl zur transienten Transfektion als auch zur stabilen

Transduktion genutzt werden kann.

3.1.1.1 Generelle Erwdagungen zur Auswahl der Zielsequenz

Von den drei fiir die Genom-Editierung in Frage kommenden Zielgenen, welche fiir die
Untereinheiten A, B und C der RNase H2 codieren, wurde fiir diese Arbeit das fur die
RNASEH2A codierende Gen ausgewahlt (Ensemble Identifikationsnummer: ENSTO0000-
221486.4). Eine wesentliche Motivation fir diese Auswahl stellte die kommerzielle Ver-
fligbarkeit eines spezifischen Antikorpers gegen die A-Untereinheit des Proteinkomplexes

dar, welcher essentiell fur die Identifikation der RNASEH2A-defizienten Zelllinien war.

Das RNASEH2A-Gen besteht aus acht Exons mit einer Gesamtlange von 1165 Nukleotiden,
von denen 900 codierend sind, und sieben Introns. Der im Zuge der Genom-Editierung
mittels CRISPR-Cas9 erzeugte Doppelstrangbruch sollte idealerweise innerhalb des codie-
renden Bereichs des Gens liegen, daher wurden Intronsequenzen sowie 5‘- und 3‘-UTR
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nicht flr die Identifizierung der Zielsequenzen beriicksichtigt (siehe Abbildung 11). Grund-
satzlichen Erwdgungen zufolge ist es vorteilhaft ein Exon fir die Genom-Editierung auszu-
wahlen, welches sich nahe am N-Terminus des Proteins befindet. Somit wird die Wahr-
scheinlichkeit erhdht, dass eine Rasterschub-Mutation zu einem Abbau der entsprechen-
den mRNA Uber den als ,nonsense-mediated mRNA decay’ bekannten Kontrollmechanis-
mus fihrt und nicht zu einem verkirzten Protein mit enzymatischer Restaktivitat. Dane-
ben sollten bei der Auswahl der Zielsequenz solche Bereiche vermieden werden, die beim
Vorkommen von alternativen Spleilprozessen nicht ubiquitdr exprimiert werden. Damit
kann gewahrleistet werden, dass die klonierten Plasmide universell einsetzbar sind.
Aullerdem sollten Bereiche mit einem hohen Aufkommen von Einzelnukleotid-Poly-
morphismen (,single nucleotide polymorphisms‘, SNPs) nach Moglichkeit ausgespart wer-
den, um die Bindung der guideRNA an die genomische Sequenz nicht zu erschweren. Um
letztlich zwischen mehreren Optionen diejenige mit der hochsten Genom-Editierungs-
effizienz auswahlen zu kénnen, wurden insgesamt drei funktionelle guideRNA-Sequenzen

identifiziert (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: CRISPR-Cas9-Erkennungssequenzen innerhalb des humanen RNASEH2A-Gens. Dargestellt
ist der codierende Bereich der humanen genomischen RNASEH2A-Sequenz (Ensemble Identifikationsnum-
mer: ENST00000221486.4). Die acht Exons sind farblich durch schwarze bzw. graue Schrift der Nukleotide
voneinander abgegrenzt. Start-Codon (griine Box) sowie Stopp-Codon (orange Box) sind farblich hervorge-
hoben. Die CRISPR-Cas9-Zielsequenzen sind durch Boxen dargestellt, bei denen die PAM-Sequenz pink

unterlegt ist. Ein farbiges Dreieck markiert die angenommene Position des induzierten Doppelstrangbruchs.
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3.1.1.2 CRISPR-Cas9-Genom-Editierungsplasmide

Fir die Konstruktion der CRISPR-Cas9-Plasmide wurden zundchst geeignete Zielsequenzen
innerhalb der humanen genomischen RNASEH2A-Sequenz identifiziert, sog. protospacer.
Dazu wurde die Website http://crispr.mit.edu/ verwendet, die basierend auf einem vom
Feng Zhang Labor (Broad Institute, Massachusetts Institute of Technology, USA) entwi-
ckelten Algorithmus eine Liste moglicher Sequenzen ausgibt, die als Kandidaten fir die
Klonierung der guideRNAs in Frage kommen. Diese Sequenzen sind ihrer Bindespezifitat
fur die Zielsequenz folgend (,on-target-Aktivitat’) mit einer Bewertungsziffer versehen
und entsprechend sortiert, in der zudem auch die Bindewahrscheinlichkeit fiir andere Se-
guenzbereiche (,off-target-Aktivitdt’) ihren Niederschlag findet. Neben der exakten Se-
guenzabfolge der protospacer sind der Liste aulRerdem die 3‘-befindlichen PAM-Sequen-
zen zu entnehmen, die jedoch nicht Bestandteil der zu klonierenden Sequenz sind, son-
dern auf genomischer Ebene vorliegen missen (Ran et al. (2013), siehe Abbildung 6, Seite
16). Daruber hinaus finden sich auch Angaben zu den genomischen Loci mdglicher off-

target-Aktivitaten der jeweilig eingesetzten guideRNA.

Die Suchmaschine der oben genannten Website wurde mit dem codierenden Sequenz-
bereich des RNASEH2A-Gens (Ensemble Identifikationsnummer: ENST00000221486.4) ge-
speist und die ersten vier Kandidaten mit einer méglichst hohen Bewertungsziffer sowie
der Nukleobase Guanin am Sequenzstart ausgewdhlt (siehe Abbildung 11, Seite 65).
Grund fir diese Einschrankung der Auswahl ist die Praferenz des humanen U6-Promotors,
der die Expression der chimaren guideRNAs steuert (siehe Abbildung 12B, Seite 68), fir
Guanin am Transkriptionsstart (Dykxhoorn et al., 2003), wodurch eine starkere Transkrip-
tionsaktivitat erzielt wird. Der Kandidat fir den zweiten protospacer musste jedoch ver-
worfen werden, da der Erkennungsbereich der guideRNA Exongrenzen umspannte und

daher in der genomischen DNA seine Zielsequenz nicht finden kdnnte.

Fir die Klonierung wurden an die drei ausgewadhlten protospacer-Sequenzen die Nukleoti-
de 5-ACC an den sense-Strang bzw. 5-AAC an den antisense-Strang angehangt. Die Oligo-
nukleotide guide#1F bis guide#4R wurden wie in Kapitel 2.2.1.9, Seite 42, beschrieben
phosphoryliert und hybridisiert (siehe Abbildung 12A). Der zur Klonierung verwendete
lentiviral nutzbare LeGO-Cas9-Vektor (siehe Abbildung 12B) wurde freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Prof. Dr. Boris Fehse, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf,

Abteilung Zell- und Gentherapie, und stellt eine Modifikation des pX330-Konstrukts aus
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dem Feng Zhang Labor dar (Cong et al., 2013). Dieses Plasmid codiert fir eine codon-
optimierte Streptococcus pyogenes Cas9-Nuklease, deren Basentripletts auf den humanen
Proteinbiosynthese-Apparat abgestimmt ist. Um eine nukledre Lokalisation in Sduger-Zel-
len gewidhrleisten zu konnen, wurden auBerdem zwei Kernlokalisierungssignale (,nuclear
localisation signals‘, NLS) an den N- sowie den C-Terminus der Nuklease angefligt (Cong et
al., 2013). Uberpriift werden kann die Cas9-Expression mit Hilfe des rot-fluoreszierenden
Reporterproteins mCherry, welches dank einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (,in-
ternal ribosomal entry site’, IRES) mit der Nuklease co-exprimiert wird. Die Antibiotika-
Resistenz gegen Puromycin wird ebenfalls wie das Cas9-IRES-mCherry-Konstrukt Gber den
,Spleen focus-forming virus‘- (SFFV) Promotor gesteuert, separiert von dem mCherry-Gen
durch eine 2A-Sequenz, welche die Ausbildung einer Peptidbindung verhindert und so die

Translation diskontinuierlicher Proteine ermaoglicht.

Die Expression der chimaren guideRNAs bestehend aus der kurzen, 20 Nukleotide langen
Zielsequenz, dem protospacer, und der nicht-codierenden, 89 Nukleotide langen tracrRNA
wird von dem RNA Polymerase lll-abhangigen humanen U6-Promotor getrieben. Dieses
von Cong et al. (2013) etablierte Konstrukt wurde an die Verwendung in den lentiviralen
LeGO-Vektoren angepasst und die Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonu-
klease Sapl eingefligt (personliche Mitteilung Prof. Dr. Boris Fehse). Durch deren Verwen-
dung kénnen somit Zielsequenz und tracrRNA als Fusionskonstrukt kloniert werden (siehe

Abbildung 12B).

Der enzymatisch hydrolysierte Basisvektor LeGO-Cas9 wurde mit den phosphorylierten
und hybridisierten Oligonukleotiden ligiert und der Erfolg der Klonierungsreaktion mittels
Sanger-Sequenzierung unter Verwendung des Oligonukleotids Crispr_Seq-F nachgewiesen
(siehe Kapitel 2.2.1.18, Seite 47, Daten siehe Anhang). Die resultierenden Vektoren wur-
den nach ihrem verwendeten protospacer in LeGO-Cas9-guide#l bis #4 benannt. Die
guideRNA aus LeGO-Cas9-guide#tl bindet den sense-Strang des dritten Exons und fugt
einen Doppelstrangbruch an Position 268 des codierenden Bereichs ein. Die guideRNA#3
bindet den antisense-Strang des achten Exons, der Doppelstrangbruch erfolgt an Position
856 des codierenden Bereichs. Die guideRNA#4 bindet ebenfalls den antisense-Strang der
RNASEH2A-Sequenz, der Doppelstrangbruch wird an Position 66 des ersten Exons erzeugt
(siehe Abbildung 11, Seite 65).
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Abbildung 12: Klonierungsschema der LeGO-Cas9-guideRNA-Vektoren. A: Die zueinander komplemen-
taren sense- und antisense-Oligonukleotide, welche die Zielsequenz der CRISPR-Cas9-vermittelten Genom-
Editierung festlegen, wurden an ihren 5-Enden phosphoryliert und anschlieRend hybridisiert, sodass daraus
ein doppelstrangiges Molekiil mit 5-Uberhingen resultierte. Diese Uberhinge sind mit dem mittels Sapl
hydrolysierten LeGO-Cas9-Basisvektor kompatibel. B: Ausschnitt aus dem LeGO-Cas9-Basisvektor, verdndert
nach Cong et al. (2013). Der humane U6-Promotor (griiner Pfeil) kontrolliert die Expression der chiméren
guideRNA bestehend aus protospacer (wird Gber die Sapl-vermittelte Hydrolyse in den Vektor eingebracht)
und tracrRNA (blau gekennzeichnet). Dahinter geschaltet befindet sich eine Expressionskassette aus dem
Gen fir die codonoptimierte Streptococcus pyogenes Cas9-Nuklease (hSpCas9, gelbe Box), einer internen
ribosomalen Eintrittsstelle (IRES, graue Box), dem Gen fir das fluoreszierende Reporterprotein mCherry
(mCh, rote Box), einer 2A-Sequenz (graue Box) sowie dem Resistenzgen gegen das Antibiotikum Puromycin
(puro, blaue Box). Gesteuert wird die Expression Uber den spleen focus-forming virus-Promotor (SFFV,

violetter Pfeil).

3.1.2 RNASEH2A-Indikator-Zelllinie

An die Konstruktion der Genom-Editierungs-Plasmide anschlieend sollten jene Vektoren
identifiziert werden, welche die hochste Effizienz bei der Einfligung von InDel-Mutationen
in die genomische DNA aufwiesen. Da zu Beginn des Projekts nicht klar war, ob humane
Zellen Gberhaupt einen Verlust der RNASEH2A-Untereinheit Gberleben kénnen, wurde in
Kooperation mit Prof. Dr. Boris Fehse eine Strategie entwickelt, die die Einschatzung der
Effizienz selbst bei einem letalen knockout ermoglichen wiirde. Die Grundidee beinhal-
tete, dass ein Fusionskonstrukt aus dem humanen RNASEH2A- und dem eGFP-Gen in mu-
rine Zellen stabil eingebracht werden sollte. Die Genom-Editierungseffizienz konnte somit
anhand der Abnahme des eGFP-Fluoreszenzsignals ermessen werden. Gleichzeitig ware
selbst bei hochster Effektivitat der Plasmide keine Letalitat der Zellen zu beflirchten, da
diese mit hoher Wahrscheinlichkeit ihre endogene, murine RNASEH2A-Sequenz behielten.
Grund fir diese Annahme lieferte der Sequenzvergleich von Teilabschnitten des humanen

und des murinen RNASEH2A-Gens (siehe Abbildung 13, Seite 69).
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Identitat
107/125(86%)
human 1 ATGGATCTCAGCGAGCTGGAGAGAGACAATACAGGCCGCTGTCGCCTGAGTTCGCCTGTG 60
feeeeeerererreeerrrerrr o ceereerr e e rreer rerrrrrr rerl
murin 1 ATGGATCTCAGCGAGCTGGAGAGGGACAATACGGGTCGTTGTCGTCTGAGTTCTCCTGTA 60

human 61 CCCGCGGTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTCGATGAGGCGGGCAGGGGCCCC 120
e ceeer rereeeeeerreeer reererrr reeer rrrrerr rren
murin 61 CCTGCTGTGTGTCTCAAGGAGCCGTGCGTTCTGGGCGTGGATGAAGCGGGCCGAGGCCCT 120

human 121 GTGCT 125

murin 121 GTGCT 125

Abbildung 13: Sequenzvergleich zwischen Teilen der humanen und der murinen RNASEH2A-Sequenz. Der
Vergleich wurde mit Hilfe der Website https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi unter Verwendung der ersten
125 Nukleotide des codierenden Bereichs beider Gene erstellt, beginnend mit dem Start-Codon. Daflr wur-
den das erste Exon des humanen RNASEH2A-Gens sowie das dritte Exon des murinen RNASEH2A-Gens he-
rangezogen. Sequenziibereinstimmungen sind durch vertikale Striche angegeben; die Identitat der beiden
Sequenzen betragt 86 %. AuRerdem dargestellt ist der protospacer der guideRNA#4 (schwarze Box), dessen

PAM-Sequenz ist rosa hinterlegt.

Bei diesem Vergleich ergaben sich deutliche Sequenzvariationen, wie am Beispiel der ers-
ten 125 Nukleotide des codierenden Bereichs beider Gene gezeigt. Die untersuchten Se-
quenzen weisen lediglich eine Ubereinstimmung von 86 % auf, was sich in einer Vielzahl
von Nichtlibereinstimmungen duBert. Fiir die CRISPR-Cas9-vermittelte Genom-Editierung
konnten Anderson et al. (2015) zeigen, dass bereits beim Auftreten von zwei Nichtlber-
einstimmungen zwischen guideRNA und Zielsequenz die Effektivitat der von ihnen unter-
suchten guideRNAs auf 5-10 % sank. Je naher diese der PAM-Sequenz waren, desto star-
ker fiel die Nichtlibereinstimmung ins Gewicht. Im Bereich des guideRNA#4 protospacers
fallen drei Nichtlibereinstimmungen ins Auge sowie eine weitere Nichtiibereinstimmung
innerhalb der PAM-Sequenz (siehe Abbildung 13). Es konnte daher davon ausgegangen
werden, dass die verwendete guideRNA nur die humane Kopie des RNASEH2A-Gens zer-

storen wiirde und nicht die murine.

3.1.2.1 Erzeugung einer murinen Indikator-Zelllinie

Die humane Kopie des RNASEH2A-Gens sollte mittels lentiviraler Transduktion in die mu-
rine Zelllinie NIH/3T3 eingebracht werden. Zu diesem Zweck musste zunachst ein lenti-
viral nutzbarer Vektor generiert werden, der die Expression des RNASEH2A-eGFP-Fusions-

konstrukts erlaubt (siehe Anhang).
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= LTR =W = RRE -ﬂ’T—.- RNASEH2A [JEGEBl==WPRE=LTR =

Abbildung 14: Ausschnitt aus der Plasmidkarte von LeGO-H2A-eGFP (verandert nach Weber et al. (2008)).
Die humane RNASEH2A-Sequenz (gelbe Box) ist mit dem eGFP-Gen (griine Box) fusioniert. Die Expression
des Konstrukts wird tiber den spleen focus-forming virus-Promotor (SFFV, violetter Pfeil) gesteuert. Weiter-
hin dargestellt sind Elemente, die fiir die lentivirale Transduktion erforderlich sind (graue Boxen): ,long ter-
minal repeat’ (LTR), ,Psi-Element’ (W), ,Rev response element’ (RRE), ,central polypurine tract’ (cPPT) und

,Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element’ (WPRE).

Dieser Vektor besitzt neben dem durch den SFFV-Promotor gesteuerten RNASEH2A-eGFP-
Fusionsgen weitere, flr die lentivirale Transduktion erforderliche genetische Elemente
(siehe Abbildung 14). Die lentivirale Transduktion der NIH/3T3-Zellen mit LeGO-H2A-eGFP
wurde in Kooperation mit Dr. Ulrike Mock aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Boris Fehse
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Abteilung Zell- und Gentherapie, durchge-
fUhrt (siehe Kapitel 2.2.3.7, Seite 55). Zur Ermittlung des optimalen Titers wurden ver-
schiedene Volumina des viruspartikelhaltigen Uberstands fiir die Transduktion eingesetzt.
Der Erfolg dessen wurde via Durchflusszytometrie ermittelt und von der Population, bei
welcher etwa 5 % der Zellen ein eGFP-Fluoreszenzsignal aufwiesen, wurde eine Einzelzell-
Ablage gemacht. ErfahrungsgemaR zeigen NIH/3T3-Zellen bei einer Rate von 5 bis 10 %
transduzierten Zellen nur eine singulare Integration der lentiviralen DNA in ihr Genom
(personliche Mitteilung Dr. Ulrike Mock) und eignen sich daher gut fir die gewiinschte

Nutzung als Indikator-Zelllinie.

3.1.2.2 Identifizierung von Editierungs-Plasmiden mit hochster Effizienz

Fir die Genom-Editierung standen mit den drei generierten CRISPR-Cas9-Plasmiden ver-
schiedene Optionen fir den gezielten knockout der humanen RNASEH2A-Sequenz zur
Verfligung (siehe Kapitel 3.1.1.2, Seite 66). Aus diesen musste diejenige identifiziert wer-
den, welche die hochste Editierungseffizienz mitbrachte. Dafiir wurden die erzeugten
murinen RNASEH2A-Indikator-Zellen verwendet. Die das Fusionsgen RNASEH2A-eGFP ex-
primierenden NIH/3T3-Zellen wurden mit der CRISPR-Cas9-Plasmid-DNA transfiziert und
erfolgreich transfizierte Zellen durch Antibiotika-Selektion angereichert. AnschlieBend
wurde die eGFP-Fluoreszenz der Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert (siehe
Abbildung 15, Seite 71). Als eGFP-Negativkontrolle dienten hierbei NIH/3T3-Wildtyp Zel-

len, als Positivkontrolle wurden nicht-transfizierte Indikator-Zellen verwendet. Die Effi-
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zienz des erzielten knockouts wurde lber die Reduktion des Fluoreszenzsignals in den
transfizierten Zellproben im Vergleich zu den Kontrollen ermessen. Bei den Analysen er-
wiesen sich die mit dem Vektor LeGO-Cas9-guide#4 transfizierten Zellen als diejenigen
mit der hochsten Genom-Editierungseffizienz, woraufhin dieser fir die Genom-Editierung

ausgewahlt wurde.
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Auswertung der mit den CRISPR-Cas9-Plasmiden transfizierten
murinen Indikator-Zellen. RNASEH2A-eGFP stabil exprimierende NIH/3T3-Zellen wurden mit den zur Ver-
figung stehenden Plasmiden transfiziert (je 2 ug der jeweiligen LeGO-Cas9-Plasmide). Nach 3 d Selektion
mit antibiotikahaltigem Medium wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf ihre eGFP-Fluoreszenz
hin analysiert. A: Fir die Vorauswahl der Rohdaten diente ein Dot Plot (Vorwartsstreulicht (FSC) versus
Seitenstreulicht (SSC)) mit NIH/3T3-Wildtyp- (WT) Zellen und einem scatter gate (Gate 1), welches Zell-
trimmer ebenso wie Zellaggregate aus der weiteren Analyse ausschloss. B: Fur die Festlegung der Grenze
zwischen einer eGFP-negativen und einer eGFP-positiven Population wurden die in Gate 1 befindlichen WT-
Zellen in einer FSC versus FITC Dot Plot-Darstellung analysiert. Entscheidend fiir die Beurteilung waren der
obere und der untere rechte Quadrant, wobei die Population im unteren rechten Quadranten den eGFP-
negativen Zellen entsprach (99,76 %) und die im oberen rechten Quadranten den eGFP-positiven Zellen. C-
F: Gezeigt werden die FSC versus FITC Dot Plot-Darstellungen der mit den verschiedenen CRISPR-Cas9-
Plasmiden transfizierten Zellen. Die Beurteilung der Genom-Editierungseffizienz ergab sich liber die Sub-
traktion des FITC-negativen Anteils der mit dem Basisvektor transfizierten Indikator-Zellen (C) von den FITC-
negativen Anteilen der mit den jeweiligen Genom-Editierungsplasmiden transfizierten Zellen (D-F).
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3.1.3 CRISPR-Cas9-vermittelte Genom-Editierung humaner Zellen

Nachdem das ideale Genom-Editierungsplasmid identifiziert worden war, galt es, eine ge-
eignete Zelllinie fir den RNASEH2A-knockout auszuwahlen. Initiale Versuche lieRen ver-
muten, dass nicht jeder Zelltyp mit einer RNASEH2A-Defizienz lebensfahig sein wirde, da
es trotz intensiver Bemihungen weder in eigener Regie noch in Kooperation mit der
Firma ,horizon’ (Cambridge, UK) gelang, HEK293- bzw. HAP1-RNASEH2A-knockout-Zellen
zu generieren (Daten nicht gezeigt). Dies steht im Einklang mit Erkenntnissen aus Genom-
Editierungsexperimenten an Mausen, die bei RNase H2-Defizienz einen embryoletalen
Phanotyp zeigen und nur beim Vorliegen eines P53-inaktiven Hintergrunds zur Generie-
rung proliferativer muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) genutzt werden kdnnen
(Rabe, 2013; Reijns et al., 2012). Offensichtlich ist also der P53-Status von entscheidender
Bedeutung fiir das Uberleben der RNase H2-Defizienz. Aus diesem Grund wurden mit der
humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293T sowie der menschliche Cervixkarzinom-
Zelllinie HeLa HA zwei Linien ausgesucht, welche ebenfalls einen P53-inaktiven Hinter-

grund aufweisen.

Zur Erzeugung der RNASEH2A-defizienten Zellen wurden die ausgewahlten Linien mit
dem Plasmid LeGO-Cas9-guide#4 transfiziert und von den die Antibiotikaselektion tberle-
benden Zellen monoklonale Linien etabliert (siehe Kapitel 2.2.3.8, Seite 56). Anschliefend
mussten die tatsachlich RNASEH2A-defizienten Zellklone identifiziert werden. Die fur die
Genom-Editierung verwendeten Zellen zahlen zu den hypo- (293T, Bylund et al. (2004),
Lin et al. (2014)) bzw. hypertriploiden Zelllinien (HeLa HA, Bottomley et al. (1969), Adey et
al. (2013)). Hypotriploid bedeutet, dass einige Chromosomen in drei- statt in zweifacher
Ausfihrung vorliegen, wohingegen ein hypertriploider Chromosomensatz durch einen
teilweise drei- bis vierfachen Chromosomensatz gekennzeichnet ist. Auf Grund des Vor-
handenseins multipler Allele war davon auszugehen, dass bei einer Genom-Editierung
nicht zwingend alle existierenden Kopien des Allels in den resultierenden Zellklonen
verandert wirden. So wurde beispielsweise fiir die TALEN-vermittelte Genom-Editierung
muriner H2.35 Hepatozyten gezeigt, dass nur 13,9 % der Klone homozygot und 50 % hete-
rozygot fur die angestrebte Apc-Mutation waren (Zhang et al., 2014). Des Weiteren ist
auch die blofRe Expression der Cas9-Nuklease, die mit Hilfe der Puromycin-Selektion

sichergestellt wird, noch kein Garant fir eine erfolgreiche Genom-Editierung.
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Abbildung 16: Beispielhafte Darstellung der immunoblotbasierten Identifikationsstrategie RNASEH2A-
defizienter Klone. Aus den monoklonalen, putativ RNASEH2A-defizienten Zellklonen wurde das Gesamt-
protein extrahiert und je 30 ug des Lysats gelelektrophoretisch via SDS-PAGE separiert. Die Nummerierung
der Klone ist von den verwendeten 96-well Multiwellplatten abgeleitet. Zur GroBenbestimmung wurde
neben den Proteinproben ein Standard mit aufgetragen (hier nicht sichtbar). Die A-Untereinheit wurde mit-
tels Immunoblot unter Verwendung des RNASEH2A-Antikorpers detektiert, wobei das aus RNASEH2B-defi-
zienten murinen Fibroblasten gewonnene Lysat (H2B-/-) als Negativkontrolle diente. Putative RNASEH2A-
defiziente Klone sind durch Fettschrift hervorgehoben. Nach der Detektion der A-Untereinheit wurden die
gebundenen Antikérper abgeldst und die Membran mit einem B-Actin Antikdrper als Ladekontrolle rehybri-

disiert.

Daher mussten aus der Vielzahl der putativen knockout-Klone diejenigen identifiziert
werden, welche eine vollstandige RNASEH2A-Defizienz aufwiesen. Die Identifizierung der
RNASEH2A-defizienten Zellklone erfolgte mittels Immunoblot (siehe Abbildung 16). Daflir
wurde der Gesamtproteinextrakt der jeweiligen Klone gelelektrophoretisch mittels SDS-
PAGE separiert (siehe Kapitel 2.2.2.4, Seite 48) und die RNASEH2A unter Verwendung
eines spezifisch gegen die A-Untereinheit gerichteten Antikorpers detektiert (siehe Kapi-
tel 2.2.2.5, Seite 49), welcher spezieslibergreifende Kreuzreaktivitdt aufweist. Als Negativ-
kontrolle konnte somit der Proteinextrakt aus RNASEH2B-defizienten murinen Fibroblas-
ten verwendet werden, da in Abwesenheit der B-Untereinheit auch die Expression der A-

Untereinheit inhibiert wird (Reijns et al., 2012).
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3.2 Charakterisierung der RNASEH2A-defizienten Zelllinien

Die Etablierung und Beschreibung humaner RNase H2-knockout-Zellen ist fiir die Beur-
teilung der dem Aicardi-Goutieres-Syndrom oder dhnlicher Interferonopathien zugrunde
liegenden Krankheitsmechanismen von groBem Belang. Obwohl an Mausen oder eukar-
yotischen Einzellern wie der Hefe durchgefiihrte Studien bereits einige Fragen haben be-
antworten kénnen, so verbleiben dennoch viele Unklarheiten zur umfassenden zellularen
Bedeutung des Enzyms, beispielsweise in Bezug auf mogliche lGber die rein enzymatischen
Eigenschaften hinausgehende Funktionen des humanen Proteinkomplexes (Feng und Cao,
2016). Insbesondere die Ursache fiir die beobachteten phanotypischen Unterschiede zwi-
schen Mensch und Maus gibt Forschern seit Jahren Ritsel auf und ldsst sie die Uber-
tragbarkeit der auBerhalb des humanen Systems erzielten Forschungsergebnisse anzwei-
feln (Mackenzie et al., 2016). Daher sollten die in dieser Dissertation generierten 293T-
und Hela HA-knockout-Zellen grundlegend unter Beriicksichtigung verschiedener Frage-
stellungen untersucht werden. Zum einen galt es, bereits flir andere Organismen belegte
allgemeine Charakteristika auf das humane System auszuweiten und zum anderen sollte
ein spezielles Augenmerk auf die mogliche Involvierung der RNase H2 in den Metabo-
lismus endogener Retroelemente gelegt werden. Damit sollten generelle Rickschliisse
auf die Entstehung von Autoimmunitat durch eine potentielle Akkumulierung RE-abge-

leiteter Nukleinsdaurederivate ermdoglicht werden.

3.2.1 Allgemeine Charakterisierung

Im Zuge der allgemeinen Charakterisierung RNASEH2A-defizienter Zellen sollte zunachst
die Abwesenheit der A-Untereinheit und die damit einhergehende enzymatische Inakti-
vitat des Proteinkomplexes belegt werden. Studien konnten ein durch den Enzymverlust
bedingtes vermindertes Wachstum in murinen Zellen aufzeigen, das sich als Konsequenz
einer p53-abhdngigen DNA-Schadenantwort einstellte und von massiven Ribonukleotid-
Anreicherungen in der genomischen DNA begleitet wurde (Reijns und Jackson, 2014;
Reijns et al., 2012). Ein weiteres Ziel war es daher, eine Beeinflussung der Proliferations-
eigenschaften sowie die Entstehung von DNA-Schdden durch die RNASEH2A-Defizienz

auch fur menschliche Zellen zu belegen. Dariiber hinaus wurden die Zellen hinsichtlich der
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fir AGS-Patienten charakteristischen IFN- bzw. ISG-Signatur analysiert, die eine Akti-

vierung des angeborenen Immunsystems anzeigt.

3.2.1.1 Die RNase H2-Expression in Parental- und knockout-Zellen

Im Zuge der CRISPR-Cas9-vermittelten Genom-Editierung zur Erzeugung RNASEH2A-defi-
zienter humaner Zellen konnten vier monoklonale 293T- und zwei monoklonale HeLa HA-
Klone etabliert werden. Die RNASEH2A-Defizienz der Zellklone und der damit einher-
gehende Verlust der enzymatischen Aktivitdt wurde auf drei verschiedene Weisen verifi-
ziert: proteinbiochemisch mittels Immunoblot und RNASEH1/H2-Aktivitdtstest sowie mo-

lekularbiologisch liber ,next generation sequencing’ (NGS).

Fiir den Nachweis des RNASEH2A-knockouts via Immunoblot wurde in drei unabhangigen
Experimenten der jeweilige Gesamtproteinextrakt der Klone gelelektrophoretisch via SDS-
PAGE separiert (siehe Kapitel 2.2.2.4, Seite 48) und die RNASEH2A unter Verwendung
eines spezifisch gegen die A-Untereinheit gerichteten Antikérpers detektiert (siehe Ka-
pitel 2.2.2.5, Seite 49). Wie in Abbildung 17A, Seite 76, exemplarisch dargestellt zeigte
nachweislich keiner der identifizierten knockout-Klone ein spezifisches Signal des RNASE-

H2A-Antikorpers, das der Untereinheit zuzuordnen ware.

Zusatzlich wurde der Verlust der Typ I- und Typ lI-RNase H-Aktivitat in zwei beispielhaft
ausgewdhlten 293T-knockout-Klonen mit Hilfe des RNASEH1/H2-Aktivitdtstests belegt.
Fiir dessen Durchfiihrung wurde die enzymatische Nuklease-Aktivitdt der Gesamtprotein-
extrakte aus RNASEH2A-defizienten und Parentalzellen zusammen mit den von Prof. Dr.
Andrew Jackson, University of Edinburgh, MRC Human Genetics Unit, zur Verfligung ge-
stellten Positiv- und Negativkontrolllysaten fluorimetrisch analysiert (siehe Kapitel 2.2.2.7,
Seite 50). Die Typ lI-RNase H-Aktivitat, also die enzymatische Aktivitdt gegen einzelne in
einen DNA-Duplex eingebettete Ribonukleotide, wurde dabei durch die Verwendung
zweier Substrate (DNA:DNA sowie DNA-R-DNA:DNA) ermittelt, um eine Aussage Uber die
Prozessierung des singularen Ribonukleotids unabhdngig von der eventuell vorhandenen
Desoxyribonukleaseaktivitat treffen zu konnen (siehe Abbildung 9, Seite 51). Fir die Be-
stimmung der Typ |I-RNase H-Aktivitat wurde das Substrat RNA:DNA verwendet. Es zeigte
sich, dass die RNASEH2A-defizienten Klone wie auch die Negativkontrolle weder messba-
re Typ lI- noch Typ I-RNase H-Aktivitat aufwiesen, wohingegen die Aktivitdten der Paren-

talzellen mit denen der Positivkontrolle vergleichbar waren (siehe Abbildung 17B und C).
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Abbildung 17: RNase H2-Expression und -Aktivitdt in (ausgewdhlten) RNASEH2A-defizienten Zellklonen.
A: Beispielhafte Darstellung eines Immunoblots zum Nachweis der RNASEH2A-Defizienz in allen generierten
293T- und Hela-knockout-Klonen (n=3). Verwendet wurden je 30 pg (293T) bzw. 50 ug (Hela) Lysat sowie
ein Standard zur GroRenbestimmung der Proteinproben (hier nicht sichtbar). Die A-Untereinheit wurde mit
Hilfe des RNASEH2A-Antikorpers detektiert und die Membran anschliefend mit dem B-Actin Antikorper als
Ladekontrolle rehybridisiert. B und C: RNASEH1/H2-Aktivitatstest von zwei ausgewdahlten knockout-Klonen,
der Parentallinie sowie Positiv- und Negativkontrolle (HelLa-knockout- und Parentallinie generiert von Prof.
Dr. Andrew Jackson). Fir den Test wurden Gesamtproteinkonzentrationen von 100 ng/ul eingesetzt. Aufge-
tragen wurde die Fluoreszenzsignalstarke gegen die Zeit. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus tech-
nischen Triplikaten, Signifikanzen wurden mittels zwei-faktorieller Varianzanalyse errechnet (n=1). Gezeigt
ist die Typ II-RNase H-Aktivitdt (B), also die enzymatische Aktivitdt gegen einzelne in einen DNA-Duplex ein-
gebettete Ribonukleotide (gemessen liber die Umsetzung der Substrate DNA:DNA sowie DNA-R-DNA:DNA)
bzw. die Typ I-RNase H-Aktivitat (C), also die enzymatische Aktivitdt gegen RNA:DNA-Hybride (gemessen
liber die Umsetzung des Substrats RNA:DNA).
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Um die exakten InDel-Mutationen der RNASEH2A-defizienten Zellen bestimmen zu kon-
nen, wurde diese via ,/llumina MiSeq' next generation sequencing genotypisiert. Diese
Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethode ermdglicht die massive parallele Analyse von
Millionen DNA-Fragmenten in einem einzigen Sequenzierlauf. Fir die Analyse wurden zu-
nachst nach den Vorgaben von Kozich et al. (2013) spezielle Oligonukleotide synthetisiert,
welche eine Liange von 69 bp haben und sowohl die analytisch relevanten Komponenten
vereinen als auch den genspezifischen Sequenzabschnitt. Diese umspannen den von der
guideRNA angesteuerten Zielbereich und damit die Position des Doppelstrangbruchs in
einem Umfang von insgesamt 131 bp. Dabei wurde eine sog. ,paired-end‘-Sequenzierung
durchgeflhrt, bei der von beiden Enden des Fragments ausgehend je 75 bp sequenziert
wurden und es in der Mitte einen Uberlappungsbereich von 19 bp gab. Jeder Klon konnte
anhand eines individuellen, acht Nukleotide langen Sequenzabschnitts (,barcode’) ein-

deutig zugeordnet werden.

Fir die Probenvorbereitung wurde unter Verwendung der gereinigten, konzentrierten ge-
nomischen DNA der RNASEH2A-defizienten Klone der Abschnitt von Interesse mittels PCR
amplifiziert (siehe Kapitel 2.2.1.4, Seite 38). Dabei wurden die forward-Oligonukleotide
NGS-F1 bis -F4 fir die Klone 293T_KO1 bis _KO4 und die Oligonukleotide NGS-F5 bis -F6
fir die Linien HeLa_KO1 bis _KO2 sowie das reverse-Oligonukleotid NGS-R1 fiir alle Linien
verwendet. AnschlieBend wurden die gereinigten Amplifikate auf eine einheitliche Kon-
zentration gebracht und vereinigt. Die NGS-Analyse wurde von Dr. Britt-Sabina Petersen,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in Kiel, Institut fir klinische Molekularbiologie,
durchgefihrt. Die Auswertung der NGS-Daten erfolgte unter Verwendung der vom Broad
Institute (Cambridge, MA, US) bereitgestellten Software ,Integrative Genomics Viewer’
(Robinson et al., 2011). Das Programm ermoglicht den Vergleich der aus der Sequen-
zierung erhaltenen Sequenzen mit einem Referenzgenom und stellt diese zudem grafisch
dar (siehe Anhang). Die identifizierten InDel-Mutationen variierten je nach Klon von 1 bis
26 bp-Deletionen Uber eine ein Nukleotid betreffende Insertion (siehe Abbildung 18, Seite
78). Allen Mutationen war gemeinsam, dass sie eine Verschiebung des Leserasters zur
Folge hatten und samtliche Allele der RNASEH2A betroffen waren. Keine der knockout-
Linien zeigte somit ein Wildtyp-Allel. Vier der etablierten Zellklone waren homozygot fiir
das RNASEH2A-Nullallel, in zwei der sechs untersuchten Klone konnten hingegen mehrere

verschiedene InDels identifiziert werden (,komplexe Heterozygotie’).
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Aminosguren S P V P A V C R K E P C V L G V

Referenz TCGCCTGTGCCCGCGGTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC
[ TCGCCTGs + TGCGTCCTGGGCGTC 26 bp Del
2931401 -_ TCGCCTGTGCCCGC + + GAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC 13 bp Del
[ TceeceTe TGCGTCCTGGGCGTC 26 bp Del

293T_KO2 7 TCGCC+——TGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC 11 bp Del
L TCGCCT+——GGTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC 8 bp Del
2937 k03 { TCGCCTGTGC+—— GTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC 5 bp Del
293T_k04 { TCGCCTGTGCCCGCGCGTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGT lbpin

Hela_ko1 { TCGCCTGTGCCCGC+GTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC 1 bp Del
Hela_k02 { TCGCCTGTGCCCGC+GTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTC 1 bp Del

Abbildung 18: NGS-Analyse der RNASEH2A-defizienten Linien. Dargestellt ist der Sequenzvergleich des hu-
manen Referenzgenoms (dunkelgrau hinterlegt) mit den RNASEH2A-knockout-Klonen (der Ubersichtlichkeit
halber im Wechsel weiR/hellgrau hinterlegt). Die Position des eingefligten Doppelstrangbruchs ist durch ein
rosa Dreieck markiert. Ferner ist die Aminosduresequenz des Abschnitts angegeben, um Auswirkungen auf
das Leseraster aufzuzeigen. Deletionen sind durch fehlende Nukleotide und schwarze Linien verdeutlicht,

Insertionen durch zusatzliche Nukleotide mit roter Schriftfarbe und Kleinschreibung.

3.2.1.2 Die RNASEH2A-Defizienz hat Einfluss auf die Zellproliferation

Bereits bei der Etablierung der RNASEH2A-defizienten Linien fiel auf, dass insbesondere
die 293T-knockout-Klone einen starken Proliferationsnachteil gegeniber ihrer Parental-
zelllinie aufwiesen. Dies sollte experimentell unter Zuhilfenahme zweier Strategien belegt
werden: der sukzessiven Zellzahlbestimmung zur Erstellung von Wachstumskurven sowie

der EdU-basierten Zellproliferationsmessung.

Fir die Erstellung der Wachstumskurven wurde die Zellzahl an drei festgelegten Zeitpunk-
ten in mehreren unabhangigen Einzelexperimenten ermittelt und anhand der gemittelten
Daten ein Kurvenverlauf erstellt (siehe Kapitel 2.2.3.3, Seite 53). Wie in Abbildung 19, Sei-
te 79, ersichtlich konnte belegt werden, dass die RNASEH2A-defizienten 293T-Klone ein
signifikantes Proliferationsdefizit aufwiesen, welches sich nach sieben Tagen bereits deut-
lich manifestierte und schlussfolgern lieR, dass die Parentalzellen etwa dreimal schneller
proliferierten. Die HelLa-knockout-Zellen teilten sich ebenfalls langsamer als ihre Parental-
linie, wobei die Unterschiede im Wachstumsverhalten jedoch weniger stark ausfielen als
bei den 293T-Zellen und sich auRerdem erst bei mehrtagiger Beobachtung signifikant aus-

pragten.
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Abbildung 19: Wachstumskurven. Aufgetragen wurde die Zellzahl gegen die zur Zellzahlbestimmung heran-
gezogenen Zeitpunkte. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, Signifikanzen wurden mittels zwei-fakto-
rieller Varianzanalyse errechnet. A: Vergleich zwischen der 293T-Parentalzelllinie und allen vier RNASEH2A-
defizienten Klonen (Werte der KOs zusammengefasst, n=3). B: Vergleich zwischen der HelLa-Parentalzelllinie

und beiden RNASEH2A-defizienten Klonen (Werte der KOs zusammengefasst, n=2).

Eine differenziertere Beurteilung des Wachstumsverhaltens von Parental- und knockout-
Zellen erfolgte anschliefend mit Hilfe einer Doppelfarbung von neusynthetisierter DNA
und Gesamt-DNA der Zellen in einer EdU-basierten Zellproliferationsmessung (siehe Ka-
pitel 2.2.3.4, Seite 54). EdU ist ein Thymidin-Analogon, welches wahrend der S-Phase in
die neusynthetisierte DNA inkorporiert und durch die Kopplung an ein Fluorophor nach-
gewiesen werden kann, womit die Analyse der Proliferation einer Zelllinie ermdoglicht
wird. In je drei unabhéngigen Einzelmessungen wurden so die Anteile der Zellen in den je-
weiligen Zellzyklus-Phasen bestimmt. Die Versuchsergebnisse der 293T-Zellen spiegelten
dabei die mit Hilfe der Wachstumskurven gewonnenen Erkenntnisse wider und belegten
ebenfalls einen signifikanten Riickgang der Proliferationsrate in den RNASEH2A-defi-
zienten Zellklonen. Des Weiteren zeigten sie einen deutlichen Anstieg von in der G2-
Phase des Zellzyklus befindlichen knockout-Zellen, wohingegen sich bezliglich der Zellen
in der G1-Phase allenfalls eine leichte Tendenz erahnen liel3, signifikante Unterschiede je-
doch nicht feststellbar waren (siehe Abbildung 20A-C, Seite 80). Bei den untersuchten
Hela-Zellen lieBen sich im EdU-Zellproliferationstest keine signifikanten Diskrepanzen in
Bezug auf die Teilungsrate der Zellklone ableiten, wohl aber konnte eine signifikante Ver-
ringerung von RNASEH2A-defizienten Zellen in der G1-Phase sowie eine Zunahme von in
der G2-Phase des Zellzyklus befindlichen Zellen festgestellt werden (siehe Abbildung 20E-
G). Die beobachteten Beeintrachtigungen des Zellzyklus in beiden untersuchten Zelllinien

gingen nicht mit einer erhéhten Apoptoserate einher (siehe Abbildung 20D und H).
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Abbildung 20: EdU-basierte Zellproliferationsmessung. Darstellung der jeweiligen Phasen des Zellzyklus als
Mittelwerte + SEM, die Signifikanzen wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet (n=3). A-D:. Vergleich
zwischen der 293T-Parentalzelllinie und allen vier RNASEH2A-defizienten Linien (Daten der KOs zusammen-

gefasst). E-H:. Vergleich zwischen der Hela-Parentalzelllinie und beiden RNASEH2A-defizienten Linien (Da-

ten der KOs zusammengefasst).

3.2.1.3 Akkumulieren RNASEH2A-defiziente Zellen mehr DNA-Schaden?

Eine Behinderung des normalen Zellzyklus-Ablaufes kann ein Hinweis fir das Vorliegen
von genomischen DNA-Schaden sein. Die in dieser Dissertation untersuchten RNASEH2A-
defizienten Klone zeigten eine signifikante Akkumulation von Zellen in der G2-Phase, der
post-synthetischen Phase des Zellzyklus, im Zuge derer die replizierte DNA auf eventuell
entstandene Schdden untersucht wird. Werden solche Schiaden von der Zelle wahrge-
nommen, so wird das Voranschreiten des Zellzyklus aufgehalten und die betroffenen Zel-

len werden in G2 arretiert, bis die zuvor detektierten Schaden von der Zelle repariert

worden sind.

Zur Bewertung der Genom-Integritat sollten die generierten RNASEH2A-defizienten 293T-

Zellen unter anderem mittels immuncytochemischer Farbungen auf 53BP1- (,p53-binding
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protein 1) positive Foci untersucht werden. 53BP1 ist ein Protein, welches in distinkten
Bereichen des Nukleus akkumuliert und als Mediator fir die DNA-Doppelstrangbruch-
Reparatur gilt (Lukas et al., 2011). Farbungen zweier 293T-knockout-Klone sowie der Pa-
rentalzelllinie wurden in drei unabhédngigen Einzelexperimenten von Dr. Kareen Bartsch,
Christian-Albrechts Universitat zu Kiel, Institut fir Biochemie, wie in Bartsch (2016) be-
schrieben angefertigt. Neben einem 53BP1-spezifischen Antikorper kam auRRerdem der
Fluoreszenzfarbstoff ,4’,6-Diamidin-2-phenylindol’ (DAPI) zur Visualisierung der genomi-
schen DNA zum Einsatz (siehe Abbildung 21A). Beide untersuchten RNASEH2A-defizienten
Klone wiesen eine signifikant erhohte Anzahl an 53BP1-positiven Foci je Zelle auf (siehe

Abbildung 21B).

Zur weiteren Analyse der genomischen Integritat wurden in Kooperation mit Dr. Bernhard
Ellinger, Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie IME Ham-

burg, Bereich ScreeningPort, Mikronuklei-Analysen an 293T-Zellen durchgefihrt.
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Abbildung 21: Immuncytochemische 53BP1-Farbungen zur Ermessung der Genom-Integritit. Zweifach-
Fluoreszenzfarbung mit a-53BP1 und DAPI von 293T-Parentalzellen sowie zwei knockout-Klonen (durchge-
flhrt von Dr. Kareen Bartsch). A: Exemplarische Darstellung der Einzelfarbungen sowie der Co-Lokalisation
beider Fluoreszenzsignale (overlay). B: Quantifizierung. Dargestellt ist die Anzahl der 53BP1-positiven Foci je

Nukleus + SEM, Signifikanzen wurden mittels zwei-faktorieller Varianzanalyse errechnet (n=3).
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Mikronuklei sind cytoplasmatische Chromatin-Strukturen, deren quantitative Abschat-
zung als Indikator fir wahrend der Mitose stattgefundene genetische Schiaden herange-
zogen werden kann (Sabharwal et al., 2015). Neben den Parentalzellen und den beiden
RNASEH2A-defizienten Klonen 293T_KO1 und _KO2 wurden aulRerdem knockout-Klone,
die mit RNASEH2A bzw. RNASEH1 lentiviral rekonstituiert worden waren (siehe Anhang),

fir die Mikronuklei-Analysen verwendet.

Die Expression der eingebrachten Transgene wurde via Immunoblot nachgewiesen (siehe
Abbildung 22A, Seite 83), wobei die A- und B-Untereinheiten der RNase H2 sowie das C-
terminale flag-Epitop der RNase H1 unter Verwendung spezifischer Antikorper detektiert
wurden (siehe Kapitel 2.2.2.5, Seite 49). Durch die erneute Expression der A-Untereinheit
in den zuvor RNASEH2A-defizienten Klonen wurde auch die Expression der ibrigen Unter-
einheiten stimuliert und die enzymatische Aktivitdt des Proteinkomplexes wiederherge-
stellt (siehe Abbildung 22B und C). Dies wurde mit Hilfe des RNASEH1/2-Aktivitatstests
belegt (siehe Kapitel 2.2.2.7, Seite 50). Der mit RNASEH2A rekonstituierte Klon zeigte
sowohl Typ I- als auch Typ II-RNase H-spezifische Aktivitdt und war somit in der Lage,
nicht nur einzelne Ribonukleotide in einem DNA-Duplex zu prozessieren, sondern auch
RNA:DNA-Hybride. Der mit der RNASEH1 lentiviral rekonstituierte Klon hingegen wies le-
diglich Typ I-RNase H-spezifische Aktivitat auf, was ihn zur Hydrolyse von RNA:DNA-Hy-
briden befahigte.

Die immuncytochemischen Zweifach-Farbungen von fixierten 293T-Parental-, knockout-
und mit Typ I/II-RNase H-Aktivitat rekonstituierten Zellen zum Nachweis von Mikronuklei
(siehe Kapitel 2.2.2.8, Seite 52) wurden von Dr. Bernhard Ellinger unter Verwendung des
blau-fluoreszierenden Nukleinsaure-Farbstoffs ,Hoechst 33258 sowie des die gesamte
Zelle anfarbenden Fluoreszenzfarbstoffs ,HCS CellMask™ Deep Red’ gefarbt und anschlie-

Rend unter Verwendung eines konfokalen laser-scanning-Mikroskops analysiert.

Durch die Zweifach-Farbung waren cytoplasmatische DNA-haltige Strukturen von der nu-
kledren DNA im hochauflésenden Mikroskop zu diskriminieren (siehe Abbildung 23A,
Seite 84). Die Quantifizierung der Mikronuklei je Zelle ergab einen signifikanten Anstieg
bei den RNASEH2A-defizienten Zellen 293T_KO1 und _KO2 im Vergleich zu ihrer Parental-
zelllinie, welcher durch das stabile Einbringen der RNase H1 abgemildert und durch die
Rekonstituierung mit dem RNASEH2A-Gen sogar fast auf Wildtyp-Niveau gesenkt werden

konnte (siehe Abbildung 23B).
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Abbildung 22: Wiederherstellung der Typ I/1I-RNase H-Aktivitit in 293T-knockout-Zellen. A: Immunoblot
zum Nachweis der erfolgreichen Transduktion der 293T-knockout-Zellen (n=1). Verwendet wurden je 30 ug
Lysat sowie ein Standard zur GroRenbestimmung der Proteinproben (hier nicht sichtbar). Detektiert wurden
die B- und die A-Untereinheit der RNase H2 zum Nachweis der Rekonstituierung mit RNASEH2A. Unspezi-
fische Banden des RNASEH2A-Antikérpers knapp oberhalb der erwarteten Signale wurden mit Sternen
markiert. Die Expression der RNase H1 wurde mit Hilfe des Antikorpers flag M2 detektiert und die Membran
anschlieBend mit dem B-Actin Antikorper als Ladekontrolle rehybridisiert. B und C: RNASEH1/H2-Aktivitats-
test von der Parentallinie, dem 293T-knockout-Klon KO1 sowie dem mit RNASEH2A bzw. RNASEH1 lentiviral
rekonstituierten Klon KO1. Fiir den Test wurden Gesamtproteinkonzentrationen von 100 ng/ul eingesetzt.
Aufgetragen wurde die Fluoreszenzsignalstarke gegen die Zeit. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus
technischen Triplikaten, Signifikanzen wurden mittels zwei-faktorieller Varianzanalyse errechnet (n=1). Ge-
zeigt ist die Typ |I-RNase H-Aktivitat gegen einzelne in einen DNA-Duplex eingebettete Ribonukleotide (B)
bzw. die Typ I-RNase H-Aktivitdt gegen RNA:DNA-Hybride (C).
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Abbildung 23: Immuncytochemische DNA-Farbungen zur Ermessung der Genom-Integritit. Zweifach-
Fluoreszenzfarbung mit Hoechst 33258 und HCS CellMask™ Deep Red von 293T-Parentalzellen sowie von
(z.T. mit Typ I/Il-RNase H-Aktivitat rekonstituierten) knockout-Klonen (durchgefiihrt von Dr. Bernhard Ellin-
ger, n=2). A: Exemplarische Darstellung der Lokalisation beider Fluoreszenzsignale (Hoechst 33258: blau,
HCS CellMask™ Deep Red: rot). B: Exemplarische Quantifizierung eines Experiments. Dargestellt ist die An-
zahl der Mikronuklei je Zelle + SEM von je zwolf technischen Replikaten, Signifikanzen wurden mittels zwei-
faktorieller Varianzanalyse errechnet. Neben den Parental- und knockout-Zellen kamen stabil mit der nu-
kledren Isoform des RNASEH1-Gens transduzierte Zellen (KO1/2 + H1) sowie stabil mit dem RNASEH2A-Gen

transduzierte Zellen (KO1/2 + H2A) zum Einsatz.

Im Hinblick auf die spezialisierte Fahigkeit der RNase H2 zur Entfernung von falschlicher-
weise in die genomische DNA inkorporierten Ribonukleotiden (Hiller et al., 2012; Reijns et
al., 2012) sollten die generierten knockout-Zellen nachfolgend mit Hilfe zweier Techniken
hinsichtlich erhohter Ribonukleotid-Haufigkeiten analysiert werden. Zum einen wurde der
fluoreszenzbasierte nick-translation assay angewendet, der die gezielte Markierung ribo-
nukleotidreicher DNA-Molekiile erlaubt, zum anderen die alkalische Sensitivitat der Zellen

und somit indirekt die Ribonukleotid-Dichte ermessen.

Die Analyse der genomischen DNA von 293T-Parental- und knockout-Zellen mit Hilfe des
nick-translation assays (siehe Kapitel 2.2.1.3, Seite 37) ergab keine signifikanten Unter-
schiede, dennoch lieR sich eine leichte Tendenz hin zu einem vermehrten Ribonukleotid-
Gehalt bei den untersuchten RNASEH2A-defizienten Klonen feststellen (siehe Abbildung
24, Seite 85). Bei der angewendeten Methode werden in die nukledre DNA inkorporierte
Ribonukleotide mittels RNase HIlI-Hydrolyse und anschlieBender Markierung von so ent-

standenen Einzelstrangbriichen tber den Einbau von fluorophorgekoppelten Nukleotiden
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nachgewiesen. Eine erhohte Fluoreszenzemission zeigt somit eine gesteigerte Ribonu-

kleotidrate an.

Um diese Tendenz weiter zu untermauern wurden von Joseph Dahl aus der Arbeitsgruppe
von Dr. Thomas Kunkel, National Institute of Environmental Health Sciences (NC, US),
DNA Replication Fidelity Group, alkalisch hydrolysierte Nukleinsauren aus den 293T- und
Hela-knockout- und Parentalzellen wie in Nick McElhinny et al. (2010a) beschrieben gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Unter den angewendeten Versuchsbedingungen wird das
DNA-Grundgerist an Stellen, die ein Ribo- statt ein Desoxyribonukleotid enthalten, voll-
standig hydrolysiert (Nick McElhinny et al., 2010b). GroRRe Differenzen lieSen sich auch bei
den Untersuchungen der alkalischen Sensitivitat nicht ableiten, dennoch zeigten die an-
gefertigten Gele sowohl bei der Analyse der 293T- als auch der HelLa-DNA eine Abnahme
an langen DNA-Fragmenten und eine Zunahmen an kiirzeren Hydrolyse-Produkten (siehe

Abbildung 25, Seite 86).
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Abbildung 24: Nick-translation assay. Darstellung der Fluoreszenzsignalstiarke nach RNase HIl-Hydrolyse
der ribonukleotidhaltigen genomischen DNA und anschlieBender Markierung von so entstandenen Einzel-
strangbriichen lber den Einbau von fluorophorgekoppelten Nukleotiden. Aufgetragen wurden die Emis-
sionswerte von 293T-Parentalzellen und allen vier RNASEH2A-defizienten 293T-Klonen (Daten der KOs zu-
sammengefasst) als Mittelwerte + SEM, Signifikanzen wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet (n=3).
Zu Kontrollzwecken wurden auBerdem RNASEH2B-defiziente murine Fibroblasten (H2B-/-) sowie deren Pa-

rentalzellen (H2B+/+) verwendet.
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Abbildung 25: Gelelektrophoretische Auftrennung von alkalisensitiven Nukleinsauren. Exemplarisch dar-

gestellt sind mit Kaliumhydroxyd hydrolysierte genomische DNA-Proben von RNASEH2A-defizienten Zellen

und Parentalzellen im alkalischen Agarose-Gel sowie die Quantifizierung des Fluoreszenzsignals in Abhan-

gigkeit zur Gel-Position (durchgefiihrt von Joseph Dahl, n=2). Die Quantifizierung bezieht sich auf das jeweils

darunter befindliche Gel. A: 293T-Zellen. B: HelLa-Zellen.
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Des Weiteren sollten die aus den akkumulierten genomischen DNA-Schdaden hervorge-
gangenen Mutationen mittels Exom-Sequenzierung sichtbar gemacht werden. Bei dieser
Technik werden gezielt die codierenden Bereiche eines Genoms sequenziert und somit
genetische Variationen aufgezeigt, die eine Verdnderung der Proteinsequenz nach sich
ziehen kénnen. Zu diesem Zweck wurden aus Hela-Parentalzellen sowie dem RNASEH2A-
defizienten Klon HelLa_KO1 die genomische DNA isoliert (siehe Kapitel 2.2.1.1, Seite 36).
Die Analyse der isolierten genomischen DNA sowie deren bioinformatische Auswertung
wurden von Dr. Raheleh Sheibani, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in Kiel, Institut

fr klinische Molekularbiologie, durchgefiihrt.
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Abbildung 26: Exom-Sequenzierung von Hela-Parentalzellen und Hela_KO1. A: Quantifizierung der Ge-
samtanzahl der im Vergleich zur Parentallinie einzigartig in HeLa_KO1 vorkommenden Mutationen. B: Klas-

sifizierung dieser Variationen. C: Quantifizierung der vorkommenden Basenpaarsubstitutionen. D: Darstel-

lung der vorherrschenden InDel-Langen.
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Im Zuge dessen wurden die Daten der Parentalzellen mit denen der HeLa_KO1-Zellen ver-
glichen und so die in dem RNASEH2A-defizienten Klon einzigartig vorkommenden Muta-
tionen identifiziert. Die Analysen ergaben, dass der Grof3teil der spezifischen Variationen
auf InDel-Mutationen zurlickzufiihren war (973 von insgesamt 1141, siehe Abbildung 26A,
Seite 87). Die vorherrschende Deletionen umfassten ein bis sechs Nukleotide, Insertionen
hatten eine Lénge von ein bis fiinf Nukleotiden, wobei die Mehrheit der InDel-Mutationen
ein Nukleotid betraf (siehe Abbildung 26D). Eine ndhere Aufschlisselung der identifi-
zierten Variationen zeigte, dass hauptsachlich nicht-codierende Bereiche wie Intron- oder
intergenische Regionen (IGRs) betroffen waren, wohingegen nur sehr wenige Mutationen
in Bereichen detektiert wurden, die sich direkt auf das Genprodukt auswirken kénnen
(siehe Abbildung 26B). Hinsichtlich der SNPs war kein deutliches Muster zu erkennen, alle
moglichen Substitutionen traten auf. Transitionen waren insgesamt jedoch haufiger ver-

treten als Transversionen (siehe Abbildung 26C).

3.2.1.4 RNASEH2A-defiziente HelLa-Zellen weisen eine ISG-Signatur auf

Viele AGS-Patienten weisen eine Interferon- und ISG-Signatur auf (Crow et al., 2015;
Lebon et al., 1988; Rice et al., 2013). Daher wurden auch die RNASEH2A-defizienten 293T-
und Hela-Zelllinien auf eine erhéhte Expression von proinflammatorischen Cytokinen un-
tersucht. Im Zuge dessen wurden ihre in cDNA umgeschriebenen Transkripte mittels qRT-
PCR analysiert (siehe Kapitel 2.2.1.16, Seite 45). Fir die Auswertung wurden die Daten

aus drei unabhdngigen Experimenten gemittelt.

Alle RNASEH2A-defizienten Klone lieBen tendenziell eine gesteigerte Expression der un-
tersuchten Typ I-Interferone IFN-a; ;3 und IFN-8 sowie der ISGs ISG15 (,interferon-stimu-
lated gene 15°), IFI27 (,interferon alpha inducible protein 27‘) und IFl44 (,interferon in-
duced protein 44‘) erahnen, wenngleich sich diese zumeist nicht als signifikante Veran-
derung der relativen Expression bemerkbar machte (siehe Abbildung 27, Seite 89, und
Abbildung 28, Seite 89). Lediglich in den analysierten Hela-Zelllinien konnten signifikante
Unterschiede festgestellt werden. Diese wiesen eine ISG-Signatur mit ca. achtfach er-

hohter ISG15-und vierfach erhéhter IFI44-Expression auf.
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Abbildung 27: Relative Expression der Typ I-Interferone IFN-a; ;3 und IFN-8. Die Quantifizierung erfolgte
liber die AAC; Methode mit Normierung auf GAPDH. Darstellung der Mittelwerte + SEM, die Signifikanzen
wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet (n=3). A und C: Analyse der 293T-Parentalzelllinie (x=1) und
aller vier RNASEH2A-defizienter Klone (Daten der KOs zusammengefasst). B und D: Analyse der Hela-

Parentalzelllinie (x=1) und beider RNASEH2A-defizienter Klone (Daten der KOs zusammengefasst).
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Abbildung 28: Relative Expression der IFN-stimulierten Gene ISG15, IFI27 sowie IFI44. Die Quantifizierung
erfolgte Uber die AAC; Methode mit Normierung auf GAPDH. Darstellung der Mittelwerte + SEM, die Signifi-
kanzen wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet (n=3). A-C: Analyse der 293T-Parentalzelllinie (x=1)
und aller vier RNASEH2A-defizienter Klone (Daten der KOs zusammengefasst). D-F: Analyse der HelLa-Paren-

talzelllinie (x=1) und beider RNASEH2A-defizienter Klone (Daten der KOs zusammengefasst).
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3.2.2 Charakterisierung von Retroelementexpression und -aktivitat

Non-LTR-Retrotransposonen bilden wahrend des Prozesses der reversen Transkription
und Integration ein RNA:DNA-Intermediat im Nukleus der Wirtszelle. Damit liefern sie
eine denkbare Substratklasse fir die RNase H2, die auf Grund dessen als moglicher Faktor
fir die Regulation von endogenen Retroelementen postuliert wurde. Um diese Hypothese
zu untersuchen, wurden die humanen RNASEH2A-defizienten Zellen mit Hilfe von repor-
tergenbasierten Aktivitatsstudien hinsichtlich einer verdnderten LINE-1- bzw. Alu-Aktivitat

untersucht. Dariber hinaus wurden deren Expressionsmuster analysiert.

3.2.2.1 Die Expression von Retroelementen ist nicht signifikant verandert in knockout-

Zelllinien

Um einen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung endogener Retroelemente durch
die RNase H2 auszuschlieRen, wurde die Expression verschiedener LTR- sowie non-LTR-
Retrotransposon-Gene analysiert. Dafiir wurde die cDNA RNASEH2A-defizienter Zellen
sowie ihrer Parentalzellen mittels gRT-PCR analysiert (siehe Kapitel 2.2.1.16, Seite 45). Fiir
die Auswertung wurden die Daten aus drei unabhangigen Experimenten gemittelt. Unter-
sucht wurden das Gen ORF1 des LINE-1-Elements, die Expression von Alu-Elementen und
zwei der intakten Gene des humanen endogenen Retrovirus K (HERV-K), pro und rec. Ob-
wohl alle untersuchten Gene eine leicht erhéhte Transkriptmenge zeigten, lieRen sich kei-

nerlei signifikante Unterschiede feststellen (siehe Abbildung 29, Seite 91).
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Abbildung 29: Relative Expression der endogenen Retroelemente LINE-1 ORF1, ALU, HERV-K pro und rec.
Die Quantifizierung erfolgte liber die AAC; Methode mit Normierung auf GAPDH. Darstellung der Mittel-
werte *+ SEM, die Signifikanzen wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet (n=3). A-D: Analyse der 293T-
Parentalzelllinie (x=1) und aller vier RNASEH2A-defizienter Klone (Daten der KOs zusammengefasst). E-G:
Analyse der Hela-Parentalzelllinie (x=1) und beider RNASEH2A-defizienter Klone (Daten der KOs zusammen-

gefasst).

3.2.2.2 RNASEH2A-defiziente 293T-Zellen zeigen eine verminderte LINE-1-Retrotrans-

positionsaktivitat

Bedingt durch die Vielzahl inaktiver endogener Retroelemente gestaltet sich die Detek-
tion der vergleichsweise wenigen de novo-Integrationen aktiver REs sehr schwierig. Daher
werden meist reportersystembasierte Nachweismethoden verwendet, um Neuinser-
tionen zu studieren. In dieser Arbeit kamen fir die Analyse der LINE-1-Retrotransposi-
tionsaktivitat zwei verschiedene Systeme zum Einsatz, deren Funktions- und Anwen-
dungsweise in Kapitel 2.2.3.9 und 2.2.3.10 (siehe Seite 57 bis 60) beschrieben steht. Eines
der Systeme nutzt das Reporterprotein Luciferase und bietet den Vorteil, dass simultan

zum Nachweis der Retrotransposition die Transfektionseffizienz ermittelt werden kann.
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Abbildung 30: Analyse der LINE-1-Retrotranspositionsaktivitdt mit Hilfe zweier Reportersysteme. Dar-
stellung der LINE-1-Aktivitdt (A-B) bzw. der Transfektionseffizienz (C) von 293T-Parentalzellen und zwei
RNASEH2A-defizienten 293T-Klonen (Daten der KOs zusammengefasst) als Mittelwerte £ SEM, Signifikanzen
wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet. A: LINE-1-Aktivitdt gemessen im luciferasebasierten Repor-
tersystem (n=6). B: LINE-1-Aktivitdt gemessen im eGFP-basierten Reportersystem (n=4). C: Transfektions-

effizienz gemessen im eGFP-basierten Reportersystem (n=4).

Die fur die Untersuchungen eingesetzten 293T-knockout-Zellen erwiesen sich als deutlich
weniger retrotranspositionsaktiv als die Parentalzellen (siehe Abbildung 30A). Das zweite
eingesetzte Reportersystem nutzt das Fluoreszenzprotein eGFP zum Nachweis von de
novo-Integrationen. Im Gegensatz zum Luciferase-System muss hier die Transfektions-
effizienz separat ermittelt werden. Auch mit dieser Detektionsmethode zeigte sich, dass
RNASEH2A-defiziente 293T-Zellen eine stark verminderte LINE-1-Aktivitat aufweisen (sie-
he Abbildung 30B) und dass diese nicht auf eine signifikante Abnahme der Transfektions-

effizienz zurickzufihren ist (siehe Abbildung 30C).

3.2.2.3 RNASEH2A-defiziente Hela-Zellen weisen eine verminderte Alu-Retrotrans-

positionsaktivitat auf

Fiir die Ermessung der Alu-Retrotranspositionsaktivitdt wurde ein neomycinresistenzgen-
basiertes Reportersystem genutzt, bei dem die Anzahl der Alu-Neuintegrationen tber den
Nachweis von G418-resistenten Kolonien ermittelt wurde (siehe Kapitel 2.2.3.11, Seite
61). Die Mobilisierung der nicht-autonomen Alu-Elemente wurde dabei von dem LINE-1-
Protein ORF2p ermoéglicht, dessen Expression durch das Einbringen eines zusatzlich zum

verwendeten retrotranspositionsaktiven oder -inaktiven Plasmids erlaubt wurde. Die
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RNASEH2A-defizienten Hela-Klone wiesen verglichen mit ihren Parentalzellen eine

drastisch verminderte Anzahl an G418-resistenten Kolonien auf (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Analyse der Alu-Retrotranspositionsaktivitit mit Hilfe des neomycinresistenzgen-basierten
Reportersystems. A: Exemplarische Darstellung der mit Trypanblau gefarbten G418-resistenten Kolonien
von Hela-Parentalzellen und den RNASEH2A-defizienten Hela-Klonen. Transfiziert wurde ein retrotrans-
positionsinaktiver (-) oder ein retrotranspositionsaktiver Ansatz (+). Beide enthielten ein fiir das ORF2p co-
dierendes Plasmid, doch nur der retrotranspositionsaktive Ansatz schloss aulRerdem den fiir die Alu-Repor-
tergen-Kassette codierenden Vektor mit ein, wohingegen der inaktive Ansatz stattdessen ein Kontrollplas-
mid enthielt. B: Quantifizierung der Alu-Aktivitat. Ausgezahlt wurden alle Kolonien >1 mm. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, Signifikanzen wurden mittels ungepaartem t-Test errechnet (Daten der KOs zusammen-

gefasst, n=3).
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4 Diskussion

Das Aicardi-Goutieres-Syndrom (AGS) stellt eine selten auftretende Autoimmun-Erkran-
kung dar, die durch die Fehlinterpretation endogener Nukleinsdaurederivate als Fremd-
molekiile induziert wird und daher phinotypische Uberlappungen zu intra-uterin er-
worbenen Virusinfektionen aufweist (Crow et al., 2006b; Lee-Kirsch et al., 2014). Mehr als
die Halfte der AGS-ausldsenden Mutationen betreffen eine der drei fir die RNase H2
codierenden Untereinheiten und fliihren zu mitunter drastischen Verminderungen der En-
zymaktivitat (Crow et al., 2015). Immer mehr Hinweise deuten auf eine Involvierung von
endogenen Retroelementen an der AGS-Entstehung hin, wobei eine solche fiir die RNase
H2 bis heute jedoch nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund
wurden in dieser Dissertation RNASEH2A-defiziente humane Zellen generiert und einge-

hend beziiglich allgemeiner und die RE-Biologie betreffender Charakteristika analysiert.

4.1 Das CRISPR-Cas9-System ist geeignet fir die Generierung RNASEH2A-

defizienter Zelllinien

Die fur die Genom-Editierung verwendete CRISPR-Cas9-Technologie bietet den Vorteil,
dass durch sie binnen relativ kurzer Zeit monoklonale knockout-Linien generiert werden
konnen. Auf Grund des geringen Klonierungsaufwands ist es ein leichtes, simultan mul-
tiple, fir die Editierung einsetzbare Plasmide herzustellen und auf ihre Effizienz zu testen.
In der vorliegenden Dissertation wurden so insgesamt drei Cas9-guideRNA-Vektoren kon-
figuriert. Von diesen stellte sich Cas9-guideRNA#4 als das Plasmid mit der hochsten Ge-
nom-Editierungseffizienz dar, was unter Zuhilfenahme der eigens generierten Indikator-

Zelllinie gezeigt wurde (siehe Abbildung 15F, Seite 71).

Fir die CRISPR-Cas9-vermittelte Genom-Editierung der RNase H2 standen auf Grund ihrer
trimeren Struktur drei in Frage kommende Zielgene zur Verfliigung, die fiir die Unterein-
heiten A, B und C codieren: RNASEH2A, RNASEH2B und RNASEH2C (Crow et al., 2006b).
Da fiir die enzymatische Funktionalitdt des Proteinkomplexes die stabile Interaktion aller
drei Untereinheiten miteinander erforderlich ist (Chon et al., 2009), ware grundsatzlich
jede der Untereinheiten ein geeigneter Kandidat fiir die Genom-Editierung gewesen, so-

fern die entstandene Mutation eine Destabilisierung oder Inaktivierung des Komplexes
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hatte gewadhrleisten kénnen. Doch obgleich 53 % aller AGS-relevanten Mutationen eine
der drei RNase H2-Untereinheiten betrifft, sind Studien von Crow et al. (2015) zufolge nur
ein Zehntel dieser Variationen auf die RNASEH2A zuruckzufiihren. Neben TREX1- oder
RNASEH2C-Mutationen fiihren Variationen in der A-Untereinheit den schwerwiegendsten
Krankheitsverlauf herbei (Crow et al., 2015), was dafir spricht, dass sich Mutationen in
der RNASEH2A am kritischsten auf die Funktionalitat oder Stabilitdt des Enzymkomplexes

auswirken.

Tatsachlich beinhaltet die A-Untereinheit nicht nur das katalytische Zentrum des Enzyms
(Chapados et al., 2001), sondern bildet zudem mit ihrem carboxyterminalen Proteinanteil
eine Interaktionsschnittstelle mit den beiden auxilidaren Untereinheiten B und C. Folglich
wird selbst bei einer Deletion, die lediglich den C-Terminus betrifft, die Bildung des He-
terotrimers komplett inhibiert (Figiel et al., 2011; Reijns et al., 2011). Auf Grund dieser
Uberlegungen wurde fiir die vorliegende Arbeit das RNASEH2A-Gen als Ziel fiir die Ge-
nom-Editierung ausgewahlt (Ensemble Identifikationsnummer: ENST00000221486.4, sie-
he Abbildung 11, Seite 65). Eine weitere wesentliche Motivation fiir diese Auswahl stellte
die kommerzielle Verfligbarkeit eines spezifisch gegen die A-Untereinheit gerichteten An-
tikorpers dar, wodurch die immunoblotbasierte Identifikation der knockout-Zelllinien er-

moglicht wurde (siehe Abbildung 16, Seite 73).

Die Identifizierung putativer knockout-Klone via Immunoblot stellt eine recht aufwandige
Strategie dar, weil jeder zu untersuchende Einzelzellklon zundchst expandiert, dann des-
sen Zellmaterial lysiert und letztlich via SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt wer-
den musste, bevor die immunologische Bestatigung des Proteinverlustes erfolgen konnte.
Alternative Identifizierungsstrategien waren die Nutzung einer Restriktionsendonuklease-
Erkennungssequenz am Ort des Doppelstrangbruchs, welche durch die Einfiihrung einer
InDel-Mutation zerstort wiirde, die PCR-basierte Amplifikation des Zielbereichs und nach-
folgende Sanger-Sequenzierung oder die Durchflihrung eines enzymatischen Mutations-
nachweis wie beispielsweise des ,Surveyor nuclease assay’ gewesen (Reljic und Stroud,
2016). Bei letzterem werden spezifisch Nichtlbereinstimmungen in einem DNA-Duplex
durch die Surveyor-Nuklease erkannt und an deren 3‘-Enden ein Doppelstrangbruch indu-
ziert. Die zlgigste Identifizierungstechnik ware die durchflusszytometrische Analyse der
mit dem Genom-Editierungsplasmid transfizierten Zellen und anschliefende Einzelzell-

ablage gewesen, diese ist jedoch nur bei Membranproteinen anwendbar.
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Entscheidend fir die Generierung RNASEH2A-defizienter Klone waren neben der spezi-
fischen Aktivitdt der Cas9-Nuklease zur Erzeugung eines DNA-Doppelstrangbruchs dessen
Reparatur Uber den zelleigenen Reparaturmechanismus non-homologous end joining
(NHEJ). Bei diesem werden die beiden erzeugten DNA-Doppelstrangbruchenden durch
Aneinanderlagerung, Prozessierung und Ligation wieder vereinigt, ohne dass Homologien
zwischen den beiden Enden vorhanden waren und den Prozess steuerten (Chiruvella et
al., 2013). NHEJ gilt daher als fehleranfilliger Mechanismus, der in der Entstehung von
InDel-Mutationen am Ort des Doppelstrangbruchs resultieren kann (Betermier et al.,
2014). Dies beruht auf der Erzeugung kurzer einzelstrangiger Bereiche, die entweder
durch die Verlangerung oder die Verkiirzung eines der beiden von dem Doppelstrang-
bruch betroffenen Strangs produziert werden (Yu und McVey, 2010), und welche die An-
einanderlagerung der Enden erleichtern. In der Genom-Editierungspraxis macht man sich
die so erschaffenen InDel-Mutationen zunutze, da sie mitunter zum Verlust des von dem

betroffenen Gen codierten Proteinprodukts flihren.

Im Falle der vorliegenden Genom-Editierung wurde die RNASEH2A-Defizienz der gene-
rierten Klone eindeutig unter Verwendung dreier Methoden belegt. Die mittels next gene-
ration sequencing identifizierten InDel-Mutationen (siehe Abbildung 18, Seite 78) bewirk-
ten das vollstdandige und dauerhafte Ausbleiben der RNASEH2A-Proteinsynthese in allen
verwendeten monoklonalen knockout-Linien (siehe Abbildung 17A, Seite 76). Der Verlust
einer der drei Untereinheiten flhrte zu der uneingeschrankten Inaktivierung des Enzym-
komplexes, was beispielhaft an 293T-knockout-Klonen gezeigt wurde (siehe Abbildung
17B und C). Dies hatte nicht nur den Wegfall der Typ lI-RNase H-spezifischen Aktivitat zur
Folge, also der Fahigkeit zur Hydrolyse einzelner in ein DNA-Substrat eingebetteter Ribo-
nukleotide (Eder und Walder, 1991), sondern verursachte dariiber hinaus die generelle
EinbulRe der RNA:DNA-hybridabhdngigen Hydrolyse. Damit konnten Literaturangaben be-
statigt werden, dass die RNase H2 die Gberwiegende Mehrheit der RNase H-Aktivitdt im
Menschen ausmacht und die RNase H1 eine untergeordnete Rolle spielt (Frank et al.,

1998).
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4.2 Die humane RNase H2 ist als essentielles Enzym an der Beseitigung

von DNA-Schaden beteiligt

Flir das murine System kann belegt werden, dass die RNase H2 ein essentielles Enzym fiir
die Erhaltung der Genom-Integritat ist, das an der Entfernung von falschlicherweise in die
genomische DNA inkorporierten Ribonukleotiden beteiligt ist (Hiller et al., 2012; Reijns et
al., 2012). Der Umstand, dass alle bis zum heutigen Tag identifizierten humanen, AGS-
auslésenden Variationen ,missense’-Mutationen sind, ldsst vermuten, dass die RNase H2
auch fir den Menschen ein essentielles Protein darstellt (Chon et al., 2009). Missense-
Substitutionen fiihren im Gegensatz zu Null-Mutationen nicht zur Entstehung eines vor-
zeitigen Stopp-Codons und damit zu einer verkiirzten Peptidsequenz oder gar deren voll-
standiger Abwesenheit, sondern sind definiert als Variationen, die lediglich die Substitu-
tion einer Aminosaure fiur eine andere bewirken (Rice et al., 2007). Alle bislang unter-
suchten AGS-Patienten mit Mutationen in einem der drei RNase H2-Gene weisen eine

enzymatische Restaktivitat auf.

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Genom-Editierungsexperimente mit
einer Reihe von unterschiedlichen humanen Zelltypen belegen ebenfalls die Bedeutsam-
keit des Enzyms fiir das menschliche System. So gelang es nicht, lebensfahige RNASEH2A-
defiziente HEK293- oder HAP1-Zellen zu generieren (Daten nicht gezeigt). Erst bei der Ver-
wendung von Zelllinien mit einem P53-inaktiven Hintergrund gliickte die Etablierung der
RNASEH2A-knockout-Linien. Dies steht im Einklang mit Studien muriner embryonaler Fi-
broblasten (MEFs), deren Proliferationsfahigkeit nur bei simultaner RNase H2- und P53-
Defizienz erhalten werden kann (Rabe, 2013; Reijns et al., 2012). Daher wurden die em-
bryonale Nierenzelllinie HEK293T sowie die Cervixkarzinom-Zelllinie HeLa HA flr die Ge-
nerierung der humanen RNASEH2A-defizienten Klone ausgewaéhlt. Bei beiden sind P53-
abhangige Signalwege inhibiert, weshalb sie trotz der durch den RNase H2-Verlust ver-

ursachten Schaden proliferieren kénnen.

293T-Zellen zeichnen sich durch die Uberexpression des Onkoproteins ,SV40 large T-
antigen’ (SV40LT) aus, welches via Interaktion mit P53 dessen Rekrutierung an seine Pro-
motoren verhindert und damit die Transkription von P53-Zielgenen inhibiert (Ahuja et al.,
2005; Bargonetti et al., 1992; Lilyestrom et al., 2006). HeLa HA-Zellen hingegen expri-

mieren das vom humanen Papillomvirus 18 (HPV18) stammende Onkoprotein E6
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(Schwarz et al., 1985), das mit Hilfe von Protein-Protein-Interaktion in vitro-Studien
zufolge fir die rasche Degradation von P53 (iber einen ubiquitinabhdngigen Proteolyse-

Prozess sorgt (Scheffner et al., 1990; Werness et al., 1990).

Der P53-Hintergrund der Zelllinien ist von entscheidender Bedeutung, da das Protein als
Tumorsuppressor agiert und bei der Feststellung von DNA-Schaden sowohl regulatorisch
als auch durch direkte Partizipation an verschiedenen DNA-Reparaturwegen beteiligt ist
(Williams und Schumacher, 2016). Aus diesem Grund wird es auch als ,Wéachter des Ge-
noms’ bezeichnet (Lane, 1992). Bei Aktivierung initiiert P53 die Expression von Genen, die
entweder die Arretierung des Zellzyklus und parallele Reparatur genomischer DNA-Scha-
den, den permanenten Zellzyklusarrest (,Seneszenz‘) oder die Einleitung des Zelltods
(,Apoptose’) steuern (Elias et al., 2014). Ein moglicher Ausloser der P53-abhdngigen DNA-
Schadenantwort ist die intragenomische Akkumulation von Ribonukleotiden, die bei
RNase H2-Defizienz ersichtlich wird und in RNASEH2B-defizienten Mausembryonen zu ei-

nem Proliferationsstopp und vorzeitiger Letalitat fihrt (Reijns et al., 2012).

Auch bei den in dieser Dissertation generierten humanen RNASEH2A-defizienten Zellen
konnte ein Proliferationsdefizit im Vergleich zu den Parentalzellen nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 19, Seite 79). Dies ging mit der Akkumulation von Zellen in der G2-Phase
des Zellzyklus einher (siehe Abbildung 20C und G, Seite 80), was auf eine Aktivierung des
G2/M-Zellzyklus-Kontrollpunkts (,G2/M checkpoint’) schlieRen ldsst. Der an die DNA-Ver-
dopplung ankniipfende Zellzyklusarrest erlaubt die Reparatur entstandener DNA-Scha-
den, bevor die Zelle in die Mitose eintritt (DiPaola, 2002). Ausgeldst wird er in RNase H2-
defizienten Mauszellen vermutlich UGber die P53-induzierte Expression des CDKNI1A-
(,cyclin dependent kinase inhibitor 1A‘) Gens (Hiller et al., 2012), das fiir den Zellzyklus-
inhibitor P21 codiert, welcher nicht nur die G1/S-Transition blockieren, sondern auch den

Zellzyklusarrest in der G2-Phase herbeifiihren kann (Bunz et al., 1998).

Diese Abhédngigkeit der G2/M-Zellzyklus-Kontrollpunkt-Aktivierung von P53 steht im
scheinbaren Widerspruch zur zuvor beschriebenen P53-Inaktivitat der verwendeten 293T-
und Hela-Zellen. Tatsachlich konnten jedoch Arbeiten von Wang et al. (2015) zeigen, dass
in SV40LT-exprimierenden humanen Epithelzellen nur bestimmte P53-Signalwege inhi-
biert werden und die P53-P21-Signalweg-Aktivierung flir den von ihnen beobachteten
mykotoxininduzierten G2-Arrest verantwortlich ist. Diese Erkenntnis deckt sich mit der
Hypothese, dass SVAOLT zwar einige P53-Funktionen blockiert, andere Aktivitaten hin-
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gegen nicht beeintrachtigt werden (Ahuja et al., 2005). Daneben wurde fir Hela-Zellen
beschrieben, dass es unter DNA-Schdden provozierenden Bedingungen zu einer Aktivie-
rung von P53 und nachgeschalteten Signalwegen kommen kann (Butz et al., 1995). Somit
lasst sich mutmalien, dass im Falle der erzeugten RNASEH2A-defizienten Zelllinien wohl
die tempordre Arretierung des Zellzyklus zur Reparatur genomischer DNA-Schaden von-
stattenging, die P53-abhangigen Seneszenz- und Apoptosewege jedoch nicht aktiviert
wurden. Diese Schlussfolgerung beruhte darauf, dass keinerlei Anzeichen fiir ein vermehr-
tes Auftreten von apoptotischen Zellen zu entdecken waren (siehe Abbildung 20D und H,
Seite 80) und die Zellen dariiber hinaus keine morphologischen Veranderungen aufwie-

sen, welche auf Seneszenz hindeuten wirden.

Apoptose und Seneszenz stellen zwei der moglichen Zellantworten auf DNA-Schaden dar
und gelten damit als wichtige Mechanismen fir die Tumorsuppression. Diese erlauben
multizellularen Organismen mit Stressbedingungen umzugehen und ihre Integritdt zu
bewahren, gleichzeitig férdern sie allerdings Alterungsprozesse und kdnnen damit eine
schadliche Wirkung haben (Cerella et al., 2016). Unter zellularer Seneszenz wird ein per-
manenter Zellzyklusarrest verstanden, der mit verschiedenen Prozessen einhergeht, die in
dem Verlust der Replikationsfahigkeit sowie Verdanderungen des Zellmetabolismus, der
epigenetischen Regulation und der Genexpression resultieren (Tan et al., 2014). Senes-
zente Zellen verdndern aulRerdem ihre Morphologie und erscheinen groRer und flacher
als nicht-seneszente Zellen, weisen weniger Zell-Zell-Kontakte und eine VergrofRerung des
lysosomalen Kompartiments auf (Ben-Porath und Weinberg, 2005). Diese besonderen
Merkmale lassen es zu, dass man seneszente Zellen mikroskopisch leicht von normal pro-

liferierenden Zellen diskriminieren kann.

Apoptose hingegen fasst man als streng reguliertes Zelltodprogramm auf, welches aktiv
von der betroffenen Zelle eingeleitet und gesteuert wird. Es geht mit dem Schrumpfen
der Zelle, Blaschenbildung an der Plasmamembran, der Kondensation und Fragmen-
tierung der chromosomalen DNA sowie letztlich der Verpackung der gesamten Zelle in
membranumhillte Apoptosekdrperchen (,apoptotic bodies’) einher, welche in geordneter
Weise von Nachbar- oder Immunzellen entfernt werden (Ashkenazi und Salvesen, 2014).
Auf Grund des Chromatinabbaus durch Endonukleasen und der damit verbundenen Re-
duktion des DNA-Gehalts lassen sich apoptotische Zellen Uber die Quantifizierung der

sub-G0/G1-Population in einer EdU-basierten Zellproliferationsmessung identifizieren.
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4.2.1 RNASEH2A-defiziente Zellen weisen vermehrte DNA-Schaden auf

Zusammenfassend konnte also bereits durch die Analyse des Proliferationsverhaltens der
generierten knockout-Zellen ein erster Riickschluss auf putative Beeintrachtigungen deren
genomischer Integritdat gezogen werden. Weitere Hinweise lieferten die immuncytoche-
mischen Doppelfarbungen von RNASEH2A-defizienten 293T-Klonen auf 53BP1 und geno-
mische DNA, anhand welcher eine signifikant erhéhte Anzahl an 53BP1-positiven Foci je

Zelle nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 21B, Seite 81).

53BP1 z3hlt zu den Proteinen, die als Antwort auf die Detektion von DNA-Schaden zu
chromosomalen Doppelstrangbriichen rekrutiert werden und sich dort zu dynamischen
Foci zusammensetzen, die vermutlich den NHEJ-vermittelten DNA-Reparaturmechanis-
mus erleichtern (Hsiao und Mizzen, 2013). Da in Abwesenheit von DNA-Schiden die
Assemblierung von 53BP1 verhindert wird (Mallette et al., 2012), wurde ein Zuwachs
53BP1-positiver Foci in RNASEH2A-knockout-Klonen indirekt als eine gesteigerte Haufig-

keit von DNA-Schaden interpretiert.

Untermauert wurde diese Hypothese durch die Feststellung cytoplasmatischer DNA-hal-
tiger Strukturen in RNASEH2A-defizienten 293T-Zellen (siehe Abbildung 23B, Seite 84).
Auf Grund ihrer GroRe wurden diese Strukturen als Mikronuklei identifiziert, deren Ein-
fluss auf die Zellhomoostase durchaus kontrovers diskutiert wird. Einig ist man sich aber
Uber ihre Nutzbarkeit als Indikator fir chromosomale Instabilitat (Terradas et al., 2010).
Mikronuklei entstehen durch Absonderungen ganzer Chromosomen oder Chromosomen-
fragmente am Ende der Mitose (Utani et al., 2010). In Abhangigkeit von ihrem Inhalt ent-
halten sie teilweise geschddigte DNA mit nicht reparierten Doppelstrangbriichen, wobei
derzeit noch unklar ist, ob diese Schaden innerhalb der Mikronuklei repariert werden kon-
nen oder ob diese DNA aus der Zelle eliminiert wird und damit deren genetische Informa-

tion verloren geht (Terradas et al., 2009).

Bei der Quantifizierung ergab sich ein signifikanter Anstieg von Mikronuklei in den knock-
out-Zellen im Vergleich zu ihrer Parentalzelllinie, der durch die konstitutive Expression des
RNASEH1-Gens und die damit wiederhergestellte Fahigkeit zur enzymatischen Prozessie-
rung von RNA:DNA-Hybriden nur zu einem gewissen Anteil gesenkt werden konnte (siehe
Abbildung 22B und C, Seite 83, und Abbildung 23B). Die Wiederherstellung des Wildtyp-

zustands war erst durch das Einbringen des RNASEH2A-Gens moglich, was dafir spricht,
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dass fiir die Mikronuklei-Entstehung beide Aktivitaten der RNase H2 relevant sind. Ver-
mutlich fuhrt die RNase H2-Defizienz in den untersuchten humanen Zellen zu einer ver-
mehrten Einlagerung von Ribonukleotiden in deren chromosomale DNA, was wiederum

mit genomischer Instabilitat und Mikronukleiformation einhergeht.

Fir die verstarkte Ribonukleotidinkorporation in RNase H2-defizienten Zellen gab es ver-
schiedene Hinweise, deren Nachweis jedoch nicht als statistisch signifikant angesehen
werden kann. Dennoch lieR sich festhalten, dass die 293T-knockout-Zellen im nick-trans-
lation assay eine leicht erhohte Fluoreszenzrate verglichen mit den Parentalzellen auf-
wiesen, was fir einen héheren Ribonukleotidgehalt in deren chromosomaler DNA spricht
(siehe Abbildung 24, Seite 85). Bei dieser Nachweismethode werden in die genomische
DNA inkorporierte Ribonukleotide mit Hilfe einer bakteriellen RNase HIl hydrolysiert und
die so entstehenden Liicken durch die Aktivitdt der DNA-Polymerase | mit fluoreszenz-
markierten Nukleotiden aufgefiillt. Da natirlich vorkommende, nicht durch die RNase HlI-
induzierte Strangbriiche bei der Berechnung der Fluoreszenzstarke als Hintergrund be-
riicksichtigt wurden, kann die Nettofluoreszenzstirke somit als Maf fiir das Vorhanden-

sein von RNase Hll-abhangigen Einzelstrangbriichen gesehen werden (Hiller et al., 2012).

Bestatigt wurde die leicht vermehrte Inkorporation von Ribonukleotiden in die geno-
mische DNA von RNase H2-knockout-Zellen durch die gelelektrophoretische Auftrennung
von alkalisensitiven Nukleinsduren. Infolge der Behandlung mit Kaliumhydroxyd wird das
DNA-Grundgerist unter definierten Bedingungen an den Positionen hydrolysiert, an de-
nen ein Ribonukleotid statt eines Desoxyribonukleotids in den DNA-Strang eingebaut wur-
de (Nick McElhinny et al., 2010a; Nick McElhinny et al., 2010b). Eine gesteigerte Alkalisen-
sitivitat der knockout-DNA lieB sich anhand der Abnahme von langen Fragmenten und der
Zunahme von kirzeren Hydrolyseprodukten festmachen (siehe Abbildung 25, Seite 86).
Dass die DNA der RNASEH2A-defizienten Klone demzufolge anfalliger fur die alkalische
Hydrolyse ist, weist indirekt auf einen erhohten Ribonukleotidgehalt hin. Abbildung 32,
Seite 102, fasst alle untersuchten Folgen des RNASEH2A-knockouts fiir die genomische

Integritat der verwendeten humanen Zellen zusammen.
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Abbildung 32: Folgen der RNase H2-Defizienz fiir humane Zellen. Bei einem Verlust der RNase H2 (pink)
kommt es zur Inkorporation von einzelnen Ribonukleotiden (R) in die genomische DNA und damit auch zu
einem vermehrten Auftreten von Doppelstrangbriichen (rosa Dreiecke). Dies fiihrt zu chromosomaler Insta-
bilitat, die akkumulierenden DNA-Schaden verursachen einen Arrest der Zellen in der G2/M-Phase des Zell-

zyklus.

4.2.2 Gibt es alternative Reparaturprozesse in RNase H2-defizienten Zellen?

Die Untersuchung RNase H2-defizienter Maus- und Hefezellen liefert sehr klare Ergeb-
nisse hinsichtlich der vermehrten Ribonukleotidinkorporation und zeigt einen Zusammen-
hang zur Beeintrachtigung der genomischen Integritadt in den defizienten Zellen auf (Hiller
etal., 2012; Nick McElhinny et al., 2010a; Reijns et al., 2012). In den in dieser Dissertation
generierten 293T- und Hela-knockout-Zellen fielen die Ergebnisse weniger deutlich aus,
was fir die Aktivitdt eines Reparaturmechanismus zur Beseitigung der durch den irrtiim-

lichen Einbau von Ribonukleotiden entstanden Schaden sprechen kdnnte.

Neben dem RNase H2-abhangigen, als ribonucleotide excision repair (RER) bezeichneten
Prozess konnte in der Hefe ein alternativer Mechanismus identifiziert werden, der sich
auf die Tatigkeit der Topoisomerase 1 (TOP1) stitzt (Kim et al., 2011). TOP1 ist ein essen-
tielles Enzym, das an der Auflosung von Torsionsspannungen beteiligt ist, die im Zuge der
DNA-Replikation, Transkription und Chromatinkondensation entstehen (Leppard und
Champoux, 2005). Darliber hinaus besitzt das Protein jedoch auch Endoribonukleaseakti-

vitat und ist somit in der Lage, misinkorporierte Ribonukleotide innerhalb der geno-
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mischen DNA zu prozessieren (Sekiguchi und Shuman, 1997). Diese Aktivitdt kann von
2-bis-5-bp-Deletionen in kurzen, repetitiven Sequenzen begleitet werden, welche durch
die zweimalige Hydrolyse des ribonukleotidhaltigen DNA-Abschnitts in einem Abstand
von wenigen Nukleotiden entstehen und in dem Verlust dieses hydrolysierten Oligo-

nukleotids resultieren (Cerritelli und Crouch, 2016).

In der Hefe hat eine Deletion der A-Untereinheit der RNase H2 zur Folge, dass 40 % der
daraus hervorgehenden de novo-Mutationen auf TOP1-induzierte 2-bis-5-bp-Deletionen
zurilickzufiihren sind (Kim et al., 2011). Auch bei dem mittels Exom-Sequenzierung unter-
suchten RNASEH2A-defizienten HelLa-Klon konnten insgesamt 1141 neuentstandene Vari-
ationen entdeckt werden, von denen 973 auf /InDel-Mutationen zuriickzufiihren waren
und 168 auf SNPs beruhten (siehe Abbildung 26A, Seite 87). 71 % dieser InDel-Mutationen
umfassten jedoch nur ein Basenpaar und nicht die TOP1-typischen 2-bis-5-bp-Deletionen
(siehe Abbildung 26D), was dafir spricht, dass der TOP1-abhangige Reparaturmecha-
nismus zwar auch im humanen System vorhanden ist, dort jedoch mit Hilfe einer mog-
licherweise andersgearteten Prozessierungsstrategie auch kirzere Deletionen hervor-
rufen kann oder aber nicht den Hauptteil der RNase H2-unabhangigen Ribonukleotidpro-
zessierung ausmacht. Neuere Untersuchungen ergaben auBerdem, dass der TOP1-ab-
hangige Ribonukleotidprozessierungsmechanismus fast ausschlieBlich im kontinuierlichen
Strang (,/leading-strand’) aktiv ist, wohingegen bei dem normalerweise stattfindenden
RER-Mechanismus sowohl Ribonukleotide aus dem kontinuierlichen als auch dem dis-
kontinuierlichen Strang entfernt werden (Williams et al., 2015). Auch diese Erkenntnis
lasst vermuten, dass es weitere, bisher nicht-identifizierte Reparaturmechanismen geben
konnte, da lediglich eine leicht vermehrte Inkorporation von Ribonukleotiden in die geno-
mische DNA von RNase H2-knockout-Zellen festgestellt werden konnte (siehe Abbildung
24, Seite 85, und Abbildung 25, Seite 86). Bei einer Reparatur von misinkorporierten
Ribonukleotiden, die ausschlieRlich eine Stranghdlfte des DNA-Doppelstrangs betrafe,

waren sonst wohl starkere Auswirkungen zu erwarten.

Dass es bei der Ribonukleotidprozessierung durch TOP1 jedoch nur zur Entstehung von
kurzen Deletionen und nicht von Insertionen kommt (Huang et al., 2015), in dem RNASE-
H2A-defizienten Hela-Klon jedoch beide Mutationsformen identifiziert wurden, kdnnte
auch dafir sprechen, dass die Ribonukleotidinkorporationen in Zellen ohne funktionale

RNase H2 (iberwiegend oder zumindest zu einem substanziellen Anteil nicht durch TOP1
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prozessiert werden, folglich zu Doppelstrangbriichen fliihren und diese dann via NHEJ-ver-

mittelter (und InDel-Mutationen erzeugender) Reparatur beseitigt werden.

Den mit Abstand gréRten Anteil der via Exom-Sequenzierung identifizierten Variationen in
dem untersuchten HelLa_KO1-Klon machten Mutationen in Intronsequenzen oder interge-
nischen Regionen aus (siehe Abbildung 26B). Dies erscheint zunachst seltsam, da im Zuge
einer Exom-Sequenzierung eigentlich nur die codierenden Regionen gezielt angereichert
und sequenziert werden sollen, die ca. 1 bis 1,5 % des gesamten humanen Genoms aus-
machen (Samuels et al., 2013). Dennoch stammen oftmals viele (50-60 %) der sequen-
zierten Fragmente auch von aullerhalb der Zielregionen, was neben Intronsequenzen
Promotoren, konservierte nicht-codierende Sequenzen, untranslatierte Bereiche und an-
dere funktionelle Regionen mit einschlie8t (Guo et al., 2012). Dass unter all den vorhan-
denen Sequenzdaten jedoch eben diese nicht-codierenden Fragmente besonders von
Mutationen betroffen waren, lasst vermuten, dass die durch RNase H2-Defizienz ent-
standenen de novo-Variationen in codierenden Bereichen i.d.R. nicht mit dem Leben der

betroffenen Zelle vereinbar und daher kaum nachweisbar waren.

In diesen enthalten sind sowohl ,missense’- als auch ,nonsense‘-Mutationen, ,frame shift'-
Deletionen oder -Insertionen, ,in frame‘-Deletionen sowie die SpleiBstelle verdandernde
Mutationen. Alle diese Variationen des entsprechenden Gens fiihren demnach zu einer
veranderten Proteinsequenz, da sie den Aminosdurecode modifizieren oder die Entste-
hung vorzeitiger Stopp-Codons bewirken. Daher scheint deren letale Wirkung als die plau-
sibelste Erklarung fir die Feststellung, dass die codierenden Sequenzen nicht einmal 3 %
der Mutationen beinhalteten, obwohl sie ca. die Halfte der gesamten sequenzierten Da-
ten ausmachen sollten, zumal Daigaku et al. (2015) zeigen konnten, dass gencodierende
Regionen in Hefen mit einem RNase H2-defizienten Hintergrund verglichen mit 5'- oder
3‘-untranslatierten Bereichen oder Promotorsequenzen eine leicht erhdhte Frequenz von
Ribonukleotidinkorporationen, und mutmaflich daher auch TOP1- oder doppelstrang-
bruchinduzierten Mutationen, zeigen. Widersprichlich ist in diesem Zusammenhang je-
doch die Erkenntnis, dass RNASEH2A-defiziente Hela- und 293T-Zellen eben keine signifi-
kant erhéhte Apoptoserate aufweisen, was bei einer Akkumulation letal wirkender Varia-

tionen zu antizipieren ware.
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4.2.3 Die AGS-typische Interferonsignatur lasst sich nur teilweise nachweisen

Die Einschrankung der Aktivitat der RNase H2 sowie der anderen mit AGS assoziierten
Proteine fihrt beim Menschen zu einem erhoéhten Typ I-Interferonspiegel (Crow et al.,
2015; Lebon et al., 1988; Rice et al., 2013). Die Expressionssteigerung dieses pro-inflam-
matorischen Cytokins wird als ursachlich fiir die Entstehung des Aicardi-Goutieres-Syn-
droms angesehen (Akwa et al., 1998) und gilt in Kombination mit einer anhaltenden ISG-
Signatur als Kennzeichen der Autoimmun-Erkrankung (Rice et al., 2013). Die Entziindungs-
antwort wird in RNase H2-defizienten Organismen Uber den cytoplasmatischen DNA-
Sensor ,cyclic GMP-AMP (cGAMP) synthase‘ (cGAS) und dessen Adapterprotein STING
(,stimulator of interferon genes‘) vermittelt, was als abnormale Aktivierung durch zell-
eigene Nukleinsauren interpretiert wird (Bartsch, 2016; Mackenzie et al., 2016; Pokatayev
et al., 2016). cGAS liegt in Abwesenheit von cytoplasmatischer DNA in einem autoinhi-
bierten Zustand vor und erlangt erst bei Substratbindung enzymatische Aktivitat (Li et al.,
2013). Durch eine Konformationsanderung im aktiven Zentrum wird die Synthese des se-
kundaren Botenstoffs cGAMP ermdglicht, welcher den an das endoplasmatische Retiku-
lum gebundenen Adapter STING aktiviert, der dann seinerseits durch die Aktivierung von

Kinasen die Induktion der IFN- und Cytokinexpression antreibt (Chen et al., 2016).

In 293T-Zellen werden weder cGAS noch STING exprimiert, weshalb die Zellen unfahig
sind cGAMP zu produzieren und ebenso wenig eine IFN-Antwort auf cytoplasmatische
DNA induzieren kénnen (Sun et al., 2013). Aus diesem Grund waren weder statistisch sig-
nifikant erhohte Typ I-Interferonspiegel noch eine vermehrte Expression der Interferon-
stimulierten Gene ISG15, IFI27 und IFI44 detektierbar (siehe Abbildung 27A und C, Seite
89, und Abbildung 28A bis C, Seite 89), die normalerweise als AGS-Biomarker ausgelesen
werden (Rice et al., 2013). In Hela-Zellen ist der cGAS-STING-Signalweg hingegen aktiv
(Lam und Falck-Pedersen, 2014), was sich in einer I1SG-Signatur mit signifikant erhéhten
ISG15-und IFI44-Expressionsspiegeln niederschlug (siehe Abbildung 28D bis F). Daraus
lasst sich ableiten, dass in Abwesenheit der RNase H2 in Hela-Zellen und moglicherweise
auch in 293T-Zellen cytoplasmatische Nukleinsdurederivate akkumulieren, welche im-

munstimulatorische Eigenschaften besitzen.
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4.3 Die RNase H2 wirkt sich fordernd auf die Retrotransposition von

LINE-1- und Alu-Elementen aus

Eine Aktivierung des Immunsystems kann durch die Wahrnehmung von Replikationsinter-
mediaten endogener Retroelemente erfolgen und zu Apoptose oder Entziindungszeichen
fhren (Hancks und Kazazian, 2016). Die exprimierten RE-Transkripte sind auf Grund ihrer
Prozessierung, die 5-Kappe und 3‘-Polyadenylierung mit einschlief3t, fir die Zelle per se
nicht von den Gbrigen zelluldren mRNAs zu unterscheiden. Dennoch kann sie vermutlich
durch das Vorliegen von Hybridstrukturen Replikationsintermediate von wirtseigenen Nu-
kleinsduren unterscheiden (Stetson, 2012). Dies konnen sowohl die RNA:DNA-Hybride
sein, die wahrend der reversen Transkription entstehen, als auch doppelstrangige RNA-
Strukturen, welche beispielsweise gelegentlich in den 3-UTRs von zellularen mRNAs mit
einer erhéhten Dichte von invertierten Alu-Elementpaaren vorliegen (Carmi et al., 2011).
Das mit der Auspragung von AGS assoziierte Enzym ADAR1 unterdriickt durch die Editie-
rung dieser doppelstrangigen Alu-Bereiche die Aktivierung einer IFN-Antwort, indem die
ADAR1-vermittelte mRNA-Deaminierung die Rekrutierung des RNA-Sensors MDADS verhin-
dert (Liddicoat et al., 2015). TREX1 hingegen ist an der Prozessierung der revers transkri-
bierten cDNA endogener Retroelemente beteiligt und agiert so als wichtiger Restriktions-
faktor fiir die Mobilisierung von LTR-Retrotransposonen. Da sich auch fiir weitere AGS-
relevante Proteine die Hinweise flr eine Beteiligung an der Regulation der Retroelement-
aktivitdt haufen, wurde eine generelle anti-retrovirale Wirkung fiir AGS-assoziierte Pro-
teine postuliert (Stetson, 2012; Stetson et al., 2008). So existiert die Hypothese, dass die
RNase H2 fiir die Prozessierung des RNA-Anteils von Retroelement-RNA:DNA-Hybriden

verantwortlich sein konnte und somit deren Aktivitat einschrankt (Bhoj und Chen, 2008).

Untersuchungen der in dieser Dissertation generierten RNASEH2A-defizienten humanen
Zelllinien ergaben hingegen, dass von der RNase H2 keine restringierende Wirkung auf die
Aktivitat von Retroelementen ausgeht, sondern dass sie sich forderlich auf deren Retro-
transposition auswirkt. Anhand dreier reportersystembasierter Nachweismethoden konn-
te die signifikant verminderte Aktivitdt der markierten LINE-1- und Alu-Elemente in
RNASEH2A-knockout-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 30, Seite 92, und
Abbildung 31, Seite 93). Dass dabei tatsachlich nur die de novo-Integration des Retroele-

ments die Expression des Markergens ermoglichen kann, liegt in dem strukturellen Auf-
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bau der Expressionskassette begriindet, bei dem das durch ein Intron inaktivierte Repor-
tergen erst nach erfolgter Transkription, Prozessierung, reverser Transkription und Inte-
gration als funktionelle Einheit vorliegt (siehe Abbildung 10, Seite 58). Eine allgemein ver-
anderte transkriptionelle Regulation der Retroelemente als Ursache fir die verzeichneten
Unterschiede wurde anhand der Analyse ihrer Expressionsprofile ausgeschlossen. Es zeig-
te sich, dass die durch Abwesenheit der RNase H2 verursachten Verdanderungen der nor-
malen Zellhomoostase weder die relative Expression von non-LTR-Retrotransposonen

noch die von LTR-Retroelementen negativ beeinflusste (siehe Abbildung 29, Seite 91).

Die Bildung von RNA:DNA-Hybriden findet bei non-LTR-Retrotransposonen wie LINE-1-
und Alu-Elementen im Zellkern der Wirtszelle wahrend des als ,target-primed reverse
transcription’ (TPRT) bezeichneten Mechanismus statt. Insofern konnte die RNase H2 auf
Grund ihrer nukledren Lokalisation einen mdglichen Hilfsfaktor dieses Prozesses darstel-
len. Neben der rdumlichen Ubereinstimmung gibt es einen weiteren Hinweis, der die vom
LINE-1-Element codierten Proteine und die RNase H2 miteinander verbindet: der gemein-
same Interaktionspartner PCNA. Taylor et al. (2013) konnten zeigen, dass ORF2p, aber
nicht ORF1p, mit PCNA interagiert und dass diese Interaktion essentiell flr eine erfolg-
reiche Retrotransposition des LINE-1-Elements ist. Sowohl Mutationen in der ORF2-PIP-
Box reduzieren die Retrotranspositionsaktivitdt bedingt durch eine verhinderte Bindung
an PCNA als auch die Expressionssenkung (,knockdown‘) von PCNA (ber RNA-Interferenz.
AuBerdem sind beide enzymatischen ORF2p-Funktionen, also Endonuklease- und reverse

Transkriptaseaktivitat, fur die Interaktion erforderlich (Taylor et al., 2013).

Damit ergeben sich drei denkbare Interaktionsszenarien fiir non-LTR-Retrotransposonen
und die RNase H2: |) Die RNase H2 prozessiert in ihrer Funktion als DNA-Reparaturenzym
einzelne in die genomische DNA inkorporierte Ribonukleotide und liefert so zuséatzlich zu
den von der ORF2p-Endonukleaseaktivitdt erzeugten nicks weitere Einzelstrangbriche,
welche von der LINE-1-Maschinerie genutzt werden kénnen und so die Initiation der re-
versen Transkription erleichtern. Il) Die Typ II-RNase H-Aktivitat ermoglicht die Entfernung
von wahrend der reversen Transkription in die RE-cDNA inkorporierten Ribonukleotiden
und verhindert so die Akkumulation von Mutationen und damit verbundene Inaktivierung
des Retrotransposons. Ill) Die RNase H2 prozessiert wahrend des TPRT-Ablaufs die RE-
RNA und ermdglicht damit die Zweitstrangsynthese und vollstandige Integration des Ele-

ments.
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Die erste Theorie wird unterstitzt von Erkenntnissen, die belegen, dass es einen endonu-
kleaseunabhangigen Retrotranspositionsmechanismus gibt, welcher die Integration des
Retroelements an bestehenden DNA-Ldsionen ermdoglicht. Die Einzel- oder Doppelstrang-
briiche liefern eine freiliegende 3‘-Hydroxygruppe, von der ausgehend die reverse Tran-
skription initiiert werden kann (Morrish et al., 2002). Strittig sind bis heute die Frequenz
mit der dieser wenig untersuchte Mechanismus genutzt wird, sowie ob es sich tatsachlich,
wie von Sen et al. (2007) postuliert, um einen alternativen DNA-Reparaturmechanismus
handelt. Trotz des Wegfalls von durch die RNase H2 eingefiihrten Einzelstrangbriichen
wiesen die in dieser Dissertation generierten Zellen jedoch insgesamt mehr DNA-L3dsionen
und somit eine verminderte genomische Stabilitat auf. Dies duflerte sich jedoch nicht in
einer vermehrten endonukleaseunabhdngigen Retrotransposition, was gegen einen star-
ken Einfluss der Typ II-RNase H-Aktivitat auf die Generierung von Einzelstrangbriichen zur

Insertion von non-LTR-Retroelementen spricht.

Das zweite Szenario wird gestiitzt von Belegen Uber einen vermehrten Einbau von Ribo-
nukleotiden wahrend der reversen Transkription des exogenen Retrovirus HIV-1. Die vi-
rale reverse Transkriptase erreicht in Makrophagen Inkorporationsraten von einem Ribo-
nukleotid je 146 Nukleotiden, womit bekannte Raten der replikativen Polymerasen deut-
lich Gbertroffen werden. Die akkumulierenden Ribonukleotide flihren in vitro zu einer
Unterbrechung der reversen Transkriptaseaktivitat der HIV-1 RT und besitzen mutagenes
Potential (Kennedy et al., 2012). Da lber Ribonukleotidinkorporationsraten der LINE-1-
ORF2p-reversen Transkriptase jedoch derzeit nichts bekannt ist, ist deren Einfluss auf die

Retrotransposition kaum abzuschatzen.

Fir die zuletzt genannte Theorie hingegen spricht, dass LINE-1-Elemente von Saugetieren
keine erkennbare RNase H-Aktivitat codieren (Piskareva und Schmatchenko, 2006; Taylor
et al., 2013). Die Entfernung der RNA-Matrize von der neusynthetisierten cDNA ist jedoch
eine Voraussetzung fiir die Zweitstrangsynthese und wird vermutlich von wirtszelleigenen
DNA-Reparaturmechanismen kontrolliert (Luan et al., 1993). Dies wiirde zumindest auch
die Tatsache erklaren, dass die 5-Enden von non-LTR-Retrotransposonen mehrheitlich
trunkiert sind, wohingegen die 3-Enden prazise integriert werden (Szak et al., 2002). Die
Einleitung des TPRT-Prozesses erfordert die sequenzspezifische Erkennung und Hybridi-
sierung von RE-RNA und der genomischen Ziel-DNA und generiert somit exakte 3‘-cDNA-

Termini (siehe Abbildung 33C, Seite 110). Nach der Initiation kénnte die Integration je-
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doch auch bei einem vorzeitigen Abbruch der cDNA-Synthese oder bei der Nutzung einer
verkiirzten RE-RNA-Matrize erfolgen, wenn die Integration des 5-Endes unspezifische
DNA-Reparaturfunktionen involviert (Luan et al., 1993). Eine mdgliche Annahme ware
dementsprechend, dass die RNase H2 von PCNA an den Ort der Retrotransposition rekru-
tiert wird und dort simultan zur oder anschlieBend an die reverse Transkription, die mit
Unterstitzung durch PCNA von ORF2p ausgefiihrt wird, die Prozessierung des RNA-Anteils
vollzieht (siehe Abbildung 33D-E). PCNA ist auch bei anderen zellularen Prozessen wie der
Replikation und DNA-Reparatur fir die Rekrutierung der RNase H2 verantwortlich und
verstarkt ihre enzymatischen Aktivitaten, sowohl die Typ |- als auch die Typ ll-abhdngige
(Bubeck et al., 2011), wobei es Malik (2005) zufolge eine Typ I-RNase H-Aktivitat ist, die
fur die RE-Biologie entscheidend ist. Dass die humane RNase H2 im Gegensatz zu ihren
prokaryotischen Gegenstlicken in prozessiver und nicht in distributiver Weise agiert (Chon
et al., 2009), macht sie zu einem idealen Kandidaten fiir den Abbau der mehrere Kilo-
basen langen RNA-Matrize. Bliebe der Abbau des RNA-Anteils wahrend des TPRT-Pro-
zesses und somit die Vollendung der Retrotransposition aus, so lieRe sich damit die dras-

tisch verminderte Retrotranspositionsrate in RNASEH2A-defizienten Zellen erklaren.

Diese wahrend der reversen Transkription gebildeten, nicht prozessierten RE-RNA:cDNA-
Hybride kénnten fir die Auslésung einer Immunantwort und damit die Entwicklung von
AGS mitverantwortlich sein. So dokumentiert eine unldngst veroffentlichte Publikation
von Pokatayev et al. (2016) den Anstieg cytoplasmatischer LINE-1-DNA in Mausen, welche
Mutationen in der A-Untereinheit der RNase H2 tragen, die der AGS-auslésenden hu-
manen Variation G37S entsprechen. Weiterhin belegt die Studie die Aktivierung des
CGAS-STING-Signalweges durch die Perzeption bisher nicht naher spezifizierter Nuklein-
saurederivate, moglicherweise genau dieser LINE-1-DNA-Molekiile. Auch in TREX1-defi-
zienten Mausen akkumulieren RE-abgeleitete DNA-Molekiile im Cytoplasma und sind dort
vermutlich fiir die Auspragung des inflammatorischen Phanotyps verantwortlich (Stetson
et al., 2008). Dieser kann durch die Behandlung mit nukleosidischen reverse Transkrip-
tase-Inhibitoren unterdriickt werden, was das immunstimulatorische Potential von Retro-
transpositionsintermediaten dariber hinaus untermauert (Beck-Engeser et al., 2011),
ebenso wie die Untersuchungen von Beck-Engeser et al. (2011), die einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von LINE-1-Retrotransposonen und erhohten

Interferon- und ISG-Spiegeln festgestellt haben.
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Abbildung 33: RNase H2-abhdngiges Modell des LINE-1-TPRT-Prozesses. A: Die Endonukleaseaktivitat des
LINE-1-Proteins ORF2p (grun) fligt einen Einzelstrangbruch (rosa Dreieck) in der praferierten Zielsequenz
(5'-TTTTA-3‘) der chromosomalen DNA (schwarz) ein. Das Ringklemmenprotein PCNA (gelb) unterstiitzt
moglicherweise diesen Prozess. B: Bislang unidentifizierte wirtseigene Proteinfaktoren (lila) mit DNA-abhan-
giger Helikaseaktivitdt |6sen die beiden DNA-Strange in einem kurzen Abschnitt voneinander. C: Dadurch
wird die Bindung der LINE-1-RNA (blau) an die Erkennungssequenz erméglicht. D: Der reverse Transkrip-
taseanteil von ORF2p verlangert mit Hilfe von PCNA die freiliegende 3‘-OH-Gruppe und generiert so die
LINE-1-cDNA (rosa) nach dem Abbild der RNA-Matrize. Wirtsfaktoren oder ein weiteres ORF2p-Protein fiih-
ren darliber hinaus einen zweiten Einzelstrangbruch in einigen Nukleotiden Entfernung vom ersten nick ein.
E: Der RNA-Anteil des LINE-1-RNA:cDNA-Hybrids wird abgebaut, moglicherweise von der RNase H2 (pink)
nach Rekrutierung durch PCNA. F: Die Zweitstrangsynthese sowie Ligation der Strangbriiche erfolgt auf
bisher ungeklarte Weise, vermutlich unter Zuhilfenahme weiterer Wirtsfaktoren. Die doppelstrangige LINE-

1-DNA wird beiderseits von kurzen Duplikationsstellen (TSDs) umrahmt.
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Zusammenfassend zeigen die hier dargelegten Untersuchungsergebnisse erstmalig auf,
dass die RNase H2 einen positiven Regulator der RE-Aktivitdt darstellt und demonstrieren
so eine bisher unbekannte zusatzliche Funktion des Enzyms. AulRerdem liefern sie weitere
Hinweise darauf, dass endogenen Retroelementen eine Schliisselrolle bei der Entstehung
des Aicardi-Goutieres-Syndroms zuteilwird, da somit alle AGS-relevanten Enzyme in den

RE-Metabolismus involviert sind.

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation konnte festgestellt werden, dass die RNase H2 im huma-
nen System einen forderlichen Einfluss auf die Aktivitat von konstruierten non-LTR-Retro-
transposonen ausibt. Dieser Effekt wurde Ubereinstimmend in zwei unterschiedlichen
Zelllinien, 293T und Hela HA, verifiziert. Da es Uber den dahinter liegenden Mechanismus
bislang jedoch noch keine Erkenntnisse gibt, sollten zukiinftige Projekte sich vornehmlich
auf dessen Entschliisselung konzentrieren. Sehr interessant ware in diesem Zusammen-
hang zu klaren, welche der beiden Aktivitaten der RNase H2 fiir die positive Wirkung auf
Retroelemente verantwortlich ist. Dieser Fragestellung konnte man sich durch die Kombi-
nation von reportergenbasierten Retrotranspositionsstudien mit Rekonstituierungsexperi-
menten nahern, in welchen man sich die von Chon et al. (2013) beschriebene Mutation
zunutze macht, bei der die Typ |- und die Typ II-RNase H-Aktivitaten des Enzyms vonein-
ander getrennt werden. Sollte die RNase H2 tatsachlich der verantwortliche Wirtsfaktor
fiir den Abbau des RE-RNA-Strangs wahrend der reversen Transkription sein, so waren bei
einer Rekonstituierung mit dieser Mutante keinerlei Unterschiede zur Parentallinie zu
erwarten, da die Mutation nur die Prozessierung einzelner Ribonukleotide in einem DNA-
Hybrid unterbindet. Ist hingegen die Typ II-RNase H-Aktivitdat der RNase H2 ausschlag-
gebend, so wiirde erst die Rekonstituierung mit der Wildtyp-RNASEH2A den Normalzu-
stand wiederherstellen. Weiterhin interessant ware in diesem Zusammenhang die Frage,
ob auch die nukledre Isoform der RNase H1 den Abbau der RNA-Matrize katalysieren

konnte.

Fur eine vertiefende Einsicht in den Mechanismus des TPRT-Prozesses ware es zudem auf-
schlussreich zu erfahren, ob eine Interaktion der RNASEH2B mit PCNA fiir deren Einfluss

auf die LINE-1- oder Alu-Aktivitat entscheidend ist. Da sich der RNASEH2A-knockout hem-
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mend auf die Expression der B-Untereinheit auswirkt (siehe Abbildung 22, Seite 83),
konnten die in dieser Arbeit generierten Linien fiir initiale Versuche verwendet werden.
Denkbar ware die transiente Rekonstituierung der RNASEH2A-defizienten Zellen mit den
drei Untereinheiten des Enzyms, wobei statt der Wildtyp-B-Untereinheit eine mutierte
RNASEH2B mit veranderter PIP-Box und dadurch gestérter PCNA-Bindefdhigkeit verwen-

det werden koénnte.

Dariber hinaus ist die physiologische Relevanz der hier gezeigten Untersuchungsergeb-
nisse zu ermessen. Tragen die von Pokatayev et al. (2016) identifizierten cytoplasma-
tischen LINE-1-cDNAs in Mdusen mit mutierter A-Untereinheit einen Anteil an der Ent-
stehung des Aicardi-Goutieres-Syndroms? Bisweilen ist noch unklar, ob diese cDNA-An-
reicherungen auch im humanen System auftreten. Daneben fehlt der zweifelsfreie Be-
weis, der diese mit einer Aktivierung des Immunsystems und der Auslosung von AGS in
Verbindung bringen wiirde. Wenn auf Grund der RNase H2-Defizienz auBerdem der Ab-
bau des RNA-Anteils von retroelementabgeleiteten RNA:DNA-Hybriden verhindert wirde,
stellt sich die Frage, ob neben diesen DNA-Molekiilen bei Beeintrachtigung der RNase H2
nicht auch RE-RNA:cDNA-Heteroduplexe im Cytoplasma der betroffenen Zelle akkumu-
lieren mussten. Die Identifizierung samtlicher immunstimulatorischer Nukleinsduren in

RNase H2-defizienten Zelllinien sollte daher ein weiteres Forschungsziel darstellen.
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5 Zusammenfassung

Hypomorphe Mutationen in einer der drei Untereinheiten der humanen RNase H2 fiihren
zur Auspragung des Autoimmun-Defekts Aicardi-Goutieres-Syndrom (AGS) (Crow et al.,
2006b). Es handelt sich dabei um eine seltene, frihkindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems, deren Phinotyp klinische und biochemische Uberlappungen mit einer
intra-uterin erworbenen Virusinfektion zeigt (Aicardi und Goutiéres, 1984). Ursachlich fiir
die Aktivierung der Entziindungsantwort bei AGS ist vermutlich die Akkumulation endo-
gener Nukleinsduren. Bei diesen kdnnte es sich einerseits um geschadigte DNA handeln
(Bartsch, 2016; Mackenzie et al., 2016; Pokatayev et al., 2016), andererseits konnten es
auch die Prozessierungsprodukte aktiver endogener Retroelemente bzw. Retroviren sein,

die die Interferon-a-Produktion stimulieren (Crow und Manel, 2015).

Um ein exakteres Bild von den Mechanismen der Krankheitsauspragung zu erhalten, wur-
den im Rahmen der vorliegenden Dissertation mit Hilfe des CRISPR-Cas9-Systems mono-
klonale RNase H2-defiziente, humane Zelllinien generiert. Diese wiesen signifikante Proli-
ferationsdefizite im Vergleich zu ihren Parentalzellen auf, was auf eine Arretierung des
Zellzyklus in der G2-Phase zurlickzufiihren war. Dieses erste Anzeichen fir das Vorliegen
von DNA-Schaden konnte unter Verwendung verschiedener Methoden bestatigt werden.
So waren RNASEH2A-defiziente Zellen von vermehrten Strangbriichen, cytoplasmatischen
DNA-haltigen Strukturen (sog. Mikronuklei) sowie hoheren Mutationsraten betroffen,
was als Ausdruck fiir genomische Instabilitdt gedeutet wurde. Des Weiteren gab es Hin-
weise auf eine leicht vermehrte Inkorporation von Ribonukleotiden in die genomische
DNA der RNase H2-knockout-Zellen. Beim Vorliegen eines intakten cGAS-STING-Signal-
weges flihrte diese Beeintrachtigung der genomischen Integritdt zu der Auspragung einer
fir AGS typischen ISG-Signatur, was die Relevanz der Untersuchungsergebnisse unter-

streicht.

Dariber hinaus konnte in dieser Arbeit erstmalig festgestellt werden, dass die RNase H2
einen positiven Einfluss auf die Mobilisierung von non-LTR-Retrotransposonen ausiibt.
Damit rickt sie die Regulation endogener Retroelemente sowie damit einhergehende
Veranderungen der Homoostase retroelementabgeleiteter Nukleinsdurederivate zuneh-
mend in den Fokus weiterflihrender Analysen zur Entstehung von AGS und anderer Auto-

immun-Erkrankungen.
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6 Summary

Hypomorphic mutations in one of the three subunits of the human RNase H2 lead to the
manifestation of the autoimmune defect Aicardi-Goutiéres syndrome (AGS) (Crow et al.,
2006b). AGS is a rare, early-onset neurodevelopmental disorder that displays clinical and
biochemical overlap with an intra-uterine acquired viral infection (Aicardi and Goutieres,
1984). Activation of the inflammatory response in AGS is potentially caused by the accu-
mulation of endogenous nucleic acids. The interferon-a production might either be stimu-
lated by damaged DNA (Bartsch, 2016; Mackenzie et al., 2016; Pokatayev et al., 2016) or
by processing intermediates of active endogenous retroelements and retroviruses, re-

spectively (Crow and Manel, 2015).

To gain a more detailed insight into the mechanisms underlying the disease’s develop-
ment and progression within the framework of this dissertation, monoclonal RNase H2-
deficient human cell lines were generated by means of the CRISPR-Cas9 system. They fea-
tured a significant proliferative deficit compared to their parental cells that was ascribed
to a G2-dependent cell cycle arrest. This first hint towards the existence of DNA-damage
could subsequently be confirmed by the use of various techniques. The RNASEH2A-defi-
cient cells were affected by increased numbers of strand breaks as well as cytoplasmic
DNA-containing structures called micronuclei plus higher mutation rates, which was inter-
preted as a signal for elevated genomic instability. In addition to that, a lightly increased
incorporation rate of ribonucleotides within the genomic DNA of RNase H2 knockout cells
could be detected. In the presence of an intact cGAS-STING signalling pathway, impair-
ment of the genomic integrity led to the development of an ISG signature, as typically

seen in AGS patients, which underlines the relevance of the obtained findings.

Beyond that, it could be proved for the first time within this work that the RNase H2
exerts a positive influence on the mobilisation of non-LTR-retrotransposons. Thereby it
spotlights the regulation of endogenous retroelements and the therewith accompanied
alterations in the homeostasis of retroelement-derived nucleic acid derivatives for future

analyses concerning the development of AGS and other autoimmune diseases.
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11 Anhang

11.1 Sequenzdaten der CRISPR-Cas9-Plasmide

11.1.1 LeGO-Cas9-guide#1: U6-Promotor-protospacer-tracrRNA

TTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATT
TGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAG
TTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCG
ATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGACACGGACTTTGTCGGCTGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAG
TCGGTGCTTTTTTCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTCGCTTCACGAGATTCCAGCAGGTCGA
GGGACCTAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATATTAAGGGTTCCAAGCTTAAGCG
GCCGGCCGC

11.1.2 LeGO-Cas9-guide#3: U6-Promotor-protospacer-tracrRNA

TTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATT
TGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAG
TTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCG
ATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCGTTCCAGGAAATATCGGTGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAG
TCGGTGCTTTTTTCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTCGCTTCACGAGATTCCAGCAGGTCGA
GGGACCTAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATATTAAGGGTTCCAAGCTTAAGCG
GCCGGCCGC

11.1.3 LeGO-Cas9-guide#4: U6-Promotor-protospacer-tracrRNA

TTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATT
TGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAG
TTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCG
ATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGCTCCTTGCGGCACACCGCGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAG
TCGGTGCTTTTTTCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTCGCTTCACGAGATTCCAGCAGGTCGA
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GGGACCTAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATATTAAGGGTTCCAAGCTTAAGCG
GCCGGCCGC

11.2  Klonierung und Sequenzdaten von LeGO-H2A-eGFP

11.2.1 Klonierung

Fiir die Erzeugung einer murinen RNASEH2A-Indikator-Zelllinie wurde ein lentiviral nutz-
barer Vektor generiert, der die Expression eines RNASEH2A-eGFP-Fusionskonstrukts er-
laubt. Als Grundgerist wurde das LeGO-iG2-Transferplasmid verwendet, welches freund-
licherweise von Prof. Dr. Boris Fehse zur Verfligung gestellt wurde. Dieser Vektor besitzt
einen Polylinker (,multiple cloning site‘, MCS), der zwischen einen SFFV-Promotor und
eine IRES-eGFP-Kassette geschaltet ist (Weber et al., 2008). Da bei der Verwendung einer
internen ribosomalen Eintrittsstelle die Translation des nachgeschalteten Gens unab-
hangig von dem sich 5‘-befindlichen Zielgen initiiert wird und somit der knockout des
RNASEH2A-Gens keinen Effekt auf die Fluoreszenz gezeigt hatte, musste die IRES-Sequenz
aus dem Vektor entfernt werden. Dies wurde durch die enzymatische Hydrolyse des
Vektors mit den Restriktionsendonukleasen Notl und Mscl erreicht (siehe Kapitel 2.2.1.7,
Seite 41). AnschlieBRend wurden die Fragmente gelelektrophoretisch separiert und das
Vektorgrundgerist aus dem Agarosegel extrahiert (siehe Kapitel 2.2.1.11 bis 2.2.1.12,
Seite 43).

Als Matrize fir die Vervielfaltigung der humanen RNASEH2A-Sequenz mittels Polymerase-
kettenreaktion (siehe Kapitel 2.2.1.4, Seite 38) diente das Plasmid pcDNA4TO-H2A-3xflag
(Jessica Schneider, Universitat Kiel, Institut fiir Biochemie). Die dazu verwendeten Oligo-
nukleotide Ind_H2A-F und Ind_H2A-R2 besaRen ihrerseits die Erkennungssequenzen der
oben genannten Enzyme und ermdglichten damit die gezielte Klonierung des RNASEH2A-
eGFP-Fusionskonstrukts. Das amplifizierte PCR-Produkt wurde mit Hilfe von Silicagel-
Membran-Saulen aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.1.6, Seite 40) und anschlieBend mit Notl
und Mscl hydrolysiert. Die DNA wurden abermals Gber Sdulen gereinigt und Vektor und
Zielgen miteinander ligiert (siehe Kapitel 2.2.1.10, Seite 42). Der Ligationsansatz wurde in
E. coli Bakterien transformiert (siehe Kapitel 2.2.1.13, Seite 43), das Zielgen RNASEH2A via
colony-PCR nachgewiesen und die Plasmid-DNA des fertigen Konstrukts LeGO-H2A-eGFP
aus den Bakterien isoliert (siehe Kapitel 2.2.1.2, Seite 36). Die Korrektheit des RNASEH2A-
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eGFP-Fusionsgens wurde mittels Sanger-Sequenzierung (siehe Kapitel 2.2.1.18, Seite 47)

unter Verwendung der Oligonukleotide Ind_H2A-F und Ind_H2A-R2 nachgewiesen.

11.2.2 Sequenzdaten von LeGO-H2A-eGFP: SFFV-Promotor-RNASEH2A-eGFP

TGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTGCAGTAACGCCATTTTGCAAGGCATGGAAA
AATACCAAACCAAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGGCGGGTACATGAAAATAGCTAACGTTGG
GCCAAACAGGATATCTGCGGTGAGCAGTTTCGGCCCCGGCCCGGGGCCAAGAACAGATGGTCAC
CGCAGTTTCGGCCCCGGCCCGAGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATATGGCCCAACCCTCAGC
AGTTTCTTAAGACCCATCAGATGTTTCCAGGCTCCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGCGCCTTAT
TTGAATTAACCAATCAGCCTGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCTGCTTCCCGAGCTCTATAAAA
GAGCTCACAACCCCTCACTCGGCGCGCCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGATCCCAGTGT
GGTGGTACGGGAATTCCTGCAGGCCTCGACGAGGGCCGGCGCGCCGCGGCCGCATGGATCTCA
GCGAGCTGGAGAGAGACAATACAGGCCGCTGTCGCCTGAGTTCGCCTGTGCCCGCGGTGTGCLCG
CAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTCGATGAGGCGGGCAGGGGCCCCGTGCTGGGCCCCATGGT
CTACGCCATCTGTTATTGTCCCCTGCCTCGCCTGGCAGATCTGGAGGCGCTGAAAGTGGCAGACT
CAAAGACCCTATTGGAGAGCGAGCGGGAAAGGCTGTTTGCGAAAATGGAGGACACGGACTTTGT
CGGCTGGGCGCTGGATGTGCTGTCTCCAAACCTCATCTCTACCAGCATGCTTGGGCGGGTCAAAT
ACAACCTGAACTCCCTGTCACATGATACAGCCACTGGGCTTATACAGTATGCATTGGACCAGGGC
GTGAACGTCACCCAGGTATTCGTGGACACCGTAGGGATGCCAGAGACATACCAGGCGCGGLTGC
AGCAAAGTTTTCCCGGGATTGAGGTGACGGTCAAGGCCAAAGCAGATGCCCTCTACCCGGTGGT
TAGTGCTGCCAGCATCTGTGCCAAGGTGGCCCGGGACCAGGCCGTGAAGAAATGGCAGTTCGTG
GAGAAACTGCAGGACTTGGATACTGATTATGGCTCAGGCTACCCCAATGATCCCAAGACAAAAGC
GTGGTTGAAGGAGCACGTGGAGCCTGTGTTCGGCTTCCCCCAGTTTGTCCGGTTCAGCTGGCGCA
CGGCCCAGACCATCCTGGAGAAAGAGGCGGAAGATGTTATATGGGAGGACTCAGCATCCGAGA
ATCAGGAGGGACTCAGGAAGATCACATCCTACTTCCTCAATGAAGGGTCCCAAGCCCGTCCCCGT
TCTTCCCACCGATATTTCCTGGAACGCGGCCTGGAGTCAGCAACCAGCCTGGCCACAACCATGGT
GAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT
AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGAC
CTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCG
CCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACC
CGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACT
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TCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTA
TATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAG
GACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGALCGGLCCLGTGC
TGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGC
GATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTA
CAAGTAA

11.3  Klonierung und Sequenzdaten von Efla-RNaseH1-3xflag(C) und Efla-
H2A-IRES-puro

11.3.1 Klonierung

Zur lentiviralen Rekonstituierung von RNASEH2A-defizienten Zellen wurden die beiden
Transferplasmide Efla-H2A-IRES-puro sowie Efla-RNaseH1-3xflag(C) generiert, welche
das RNASEH2A-Gen bzw. das Gen fur die nukledre Isoform der RNASEH1 codieren. Fur die
Klonierung von Efla-RNaseH1-3xflag(C) musste zunachst ein C-terminales flag-Epitop an
die RNASEH1-Sequenz angefiigt werden, da kein spezifischer Antikorper fiir das Protein
vorlag. Daher wurde das Gen zundchst unter Verwendung der Oligonukleotide HindlIlI-
RNaseH1-F und RNaseH1-Notl-R sowie aus 293T-Zellen gewonnener cDNA als Matrize
amplifiziert (siehe Kapitel 2.2.1.4, Seite 38, und Kapitel 2.2.1.14 bis 2.2.1.15, Seite 44 bis
45). Das amplifizierte PCR-Produkt wurde mit Hilfe von Silicagel-Membran-Saulen aufge-
reinigt (siehe Kapitel 2.2.1.6, Seite 40) und anschlieffend mit den Restriktionsendonu-
kleasen Hindlll und Notl hydrolysiert, ebenso wie der Vektor pcDNA4TO-H2A-3xflag (siehe
Kapitel 2.2.1.7, Seite 41). AnschlieBend wurden beide Hydrolyseprodukte gelelektropho-
retisch separiert und das Vektorgrundgeriist sowie das Transgen aus dem Agarosegel ex-
trahiert (siehe Kapitel 2.2.1.12, Seite 43). Die Ligation von Vektor und Zielgen resultierte
in der Generierung des Expressionsvektors pcDNA4TO-RNase H1-3xflag (siehe Kapitel
2.2.1.10, Seite 42). Der Ligationsansatz wurde in E. coli Bakterien transformiert (siehe
Kapitel 2.2.1.13, Seite 43), das Zielgen via colony-PCR nachgewiesen und die Plasmid-DNA

des fertigen Konstrukts aus den Bakterien isoliert (siehe Kapitel 2.2.1.2, Seite 36).

Das so erzeugte RNASEH1-3xflag-Konstrukt wurde fiir die Generierung des Transferplas-

mids Efla-RNaseH1-3xflag(C) mittels PCR unter Verwendung der Oligonukleotide EcoRI-
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RNaseH1-F und CflagSTOP-EcoRI-R amplifiziert, welche EcoRI-Erkennungssequenzen ent-
hielten. Fir die Klonierung von Ef1a-H2A-IRES-puro hingegen wurden die Oligonukleotide
H2A-EcoRI-F und H2Astop-EcoRI-R1 und das Plasmid pcDNA4TO-H2A-3xflag (Jessica
Schneider, Universitat Kiel, Institut flir Biochemie) als Matrize verwendet und so die
humane RNASEH2A-Sequenz amplifiziert. Dabei wurde jedoch das C-terminale flag-Epitop
nicht bei der Amplifikation bericksichtigt. Stattdessen wurde die RNASEH2A-Sequenz mit
einem Stopp-Codon sowie den fiir die Klonierung erforderlichen Erkennungssequenzen
der Restriktionsendonuklease EcoRI versehen. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden
mit Hilfe von Silicagel-Membran-Saulen aufgereinigt und anschlieend mit EcoRI hydroly-

siert.

Der fur die Klonierung vorgesehene Endvektor Efla_Large T-antigen_Ires_Puro wurde
Uber die Plattform addgene bezogen. Auch er wurde unter Verwendung von EcoRI enzy-
matisch hydrolysiert. AnschlieBend wurden samtliche Hydrolyseprodukte gelelektropho-
retisch separiert und das Vektorgrundgerist sowie die Transgene aus dem Agarosegel ex-
trahiert. Bedingt durch die Hydrolyse wurde der Vektor an zwei Seiten gedffnet und das
Gen fur das Large T-antigen entfernt. Die Ligation von Vektor und Zielgenen resultierte in
der Generierung der lentiviral nutzbaren Transferplasmide Ef1a-H2A-IRES-puro und Efla-
RNaseH1-3xflag(C). Beide Ligationsansatze wurden in E. coli Bakterien transformiert, die
Zielgene RNASEH2A bzw. RNASEH1 via colony-PCR nachgewiesen und die Plasmid-DNA
der fertigen Konstrukte aus den Bakterien isoliert. Die Korrektheit der Plasmide wurde
mittels Sanger-Sequenzierung (siehe Kapitel 2.2.1.18, Seite 47) unter Verwendung des
Oligonukleotids Efla_Seg-F nachgewiesen. Die fertigen Plasmide wurden fiir die lenti-

virale Transduktion von 293T-knockout-Zellen verwendet (siehe Kapitel 2.2.3.7, Seite 55).

11.3.2 Sequenzdaten von Efla-H2A-IRES-puro: Efla-Promotor-RNASEH2A

GTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCG
GCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACT

GGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGT

TCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTG
GCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTC
TTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCC
TTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGG
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CACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTG
CGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTTCGG
TTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGG
GCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGT
GCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGLCTGGCCCGGTCGGCACCA
GTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGC
GGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAG
CCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGC
TTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGA
GTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTT
TGAGTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAG
GTGTCGTGAGGAATTAGCTTGGTACTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGGTA
AGCTTGATATCGAATTCATGGATCTCAGCGAGCTGGAGAGAGACAATACAGGCCGCTGTCGCCT
GAGTTCGCCTGTGCCCGCGGTGTGCCGCAAGGAGCCTTGCGTCCTGGGCGTCGATGAGGLCGGGL
AGGGGCCCCGTGCTGGGCCCCATGGTCTACGCCATCTGTTATTGTCCCCTGCCTCGCCTGGCAGA
TCTGGAGGCGCTGAAAGTGGCAGACTCAAAGACCCTATTGGAGAGCGAGCGGGAAAGGCTGTTT
GCGAAAATGGAGGACACGGACTTTGTCGGCTGGGCGCTGGATGTGCTGTCTCCAAACCTCATCTC
TACCAGCATGCTTGGGCGGGTCAAATACAACCTGAACTCCCTGTCACATGATACAGCCACTGGGC
TTATACAGTATGCATTGGACCAGGGCGTGAACGTCACCCAGGTATTCGTGGACACCGTAGGGAT
GCCAGAGACATACCAGGCGCGGCTGCAGCAAAGTTTTCCCGGGATTGAGGTGACGGTCAAGGCC
AAAGCAGATGCCCTCTACCCGGTGGTTAGTGCTGCCAGCATCTGTGCCAAGGTGGCCCGGGACC
AGGCCGTGAAGAAATGGCAGTTCGTGGAGAAACTGCAGGACTTGGATACTGATTATGGCTCAGG
CTACCCCAATGATCCCAAGACAAAAGCGTGGTTGAAGGAGCACGTGGAGCCTGTGTTCGGCTTCC
CCCAGTTTGTCCGGTTCAGCTGGCGCACGGCCCAGACCATCCTGGAGAAAGAGGCGGAAGATGT
TATATGGGAGGACTCAGCATCCGAGAATCAGGAGGGACTCAGGAAGATCACATCCTACTTCCTCA
ATGAAGGGTCCCAAGCCCGTCCCCGTTCTTCCCACCGATATTTCCTGGAACGCGGCCTGGAGTCA
GCAACCAGCCTCTAG

11.3.3 Sequenzdaten von Efla-RNaseH1-3xflag(C): Efla-Promotor-RNASEH1I-
3xflag

GTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCG
GCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACT
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GGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGT
TCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTG
GCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTC
TTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCC
TTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGG
CACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTG
CGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTTCGG
TTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGG
GCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGT
GCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGLCTGGCCCGGTCGGCACCA
GTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGC
GGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAG
CCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGC
TTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGA
GTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTT
TGAGTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAG
GTGTCGTGAGGAATTAGCTTGGTACTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGGTA
AGCTTGATATCGAATTCATGTTCTATGCCGTGAGGAGGGGCCGCAAGACCGGGGTCTTTCTGACC
TGGAATGAGTGCAGAGCACAGGTGGACCGGTTTCCTGCTGCCAGATTTAAGAAGTTTGCCACAG
AGGATGAGGCCTGGGCCTTTGTCAGGAAATCTGCAAGCCCGGAAGTTTCAGAAGGGCATGAAAA
TCAACATGGACAAGAATCGGAGGCGAAAGCCAGCAAGCGACTCCGTGAGCCACTGGATGGAGA
TGGACATGAAAGCGCAGAGCCGTATGCAAAGCACATGAAGCCGAGCGTGGAGCCGGLGLCTCC
AGTTAGCAGAGACACGTTTTCCTACATGGGAGACTTCGTCGTCGTCTACACTGATGGCTGCTGCTC
CAGTAATGGGCGTAGAAGGCCGCGAGCAGGAATCGGCGTTTACTGGGGGCCGGGCCATCCTTTA
AATGTAGGCATTAGACTTCCTGGGCGGCAGACAAACCAAAGAGCGGAAATTCATGCAGCCTGCA
AAGCCATTGAACAAGCAAAGACTCAAAACATCAATAAACTGGTTCTGTATACAGACAGTATGTTT
ACGATAAATGGTATAACTAACTGGGTTCAAGGTTGGAAGAAAAATGGGTGGAAGACAAGTGCA
GGGAAAGAGGTGATCAACAANGAGGACTTTGTGGCACTGGAGAGGCTTACCCAGGGGATGGAC
ATTCAGTGGATGCATGTTCCTGGTCATTCGGGATTTATAGGCAATGAAGAAGCTGACAGATTAGC
CAGAGAAGGAGCTAAACAATCGGAAGACGGGCGGCCGCTCGAGGGAGGCGGTGGAGCCGACT
ACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGG
GGCCCGTTTAA
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11.4 NGS-Daten
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Abbildung 34: Grafische Auswertung der NGS-Daten von RNASEH2A-defizienten Zellen unter Verwendung
der Software ,Integrative Genomics Viewer‘. Am oberen Bildrand dargestellt ist ein Ausschnitt der huma-
nen, genomischen RNASEH2A-Sequenz, deren Position im Chromosom 19 durch einen vertikalen roten Bal-
ken angegeben ist. Nachfolgend sind die Sequenzvergleiche der jeweiligen knockout-Klone mit dem hu-
manen Referenzgenom gezeigt. Jeder graue Balken der Referenzsequenz steht dabei fiir eine Nukleotid-
Gibereinstimmung. Treten bei den RNASEH2A-defizienten Zellen Deletionen im Vergleich zum Referenzge-
nom auf, so sind diese durch schwarze horizontale Balken gekennzeichnet. Insertionen hingegen sind durch
einen vertikalen blauen Strich dargestellt. Die genaue Sequenzabfolge sowie die Aminosauresequenz sind

am unteren Bildrand zu finden. A: 293T-Klone. B: HeLa HA-Klone.
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