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1 Zusammenfassung

Bahnbrechende Studien der letzten Jahrzehnte haben DNA-Schaden wund ihr
Reparaturnetzwerk in der Pathogenese onkologischer und degenerativer Krankheiten wie
chronischer Nierenerkrankungen ins Blickfeld gerlickt’’. Dabei wurden R-loops als
bemerkenswerte Mediatorstrukturen beschrieben® .

Die vorliegende Arbeit basiert auf dem Befund, dass der nierenspezifische Verlust sowohl von
Ercc1, einem zentralen DNA-Reparaturprotein, als auch von Aatf, einem Schllsselfaktor der
p53 abhangigen DNA-Damage Response, in der Maus zur fibrotischen Degeneration der Niere
fuhrt.

Da der Verlust von Aatf die Entstehung von R-Loops im Nierenepithel fordert, hat sich diese
Arbeit zunachst mit der Frage beschaftigt, welche Folgen der Verlust von Aatf im R-loop-
Signaling  Netzwerk  hervorruft.  Durch  Immunfluoreszenzfarbungen und die
massenspektrometrische Analyse humaner U20S Zellen konnten neue Erkenntnisse uber
Auswirkungen des AATF-Verlusts auf die Zusammensetzung von R-loop-assoziierten
Proteinkomplexen und die Funktion und Lokalisation von AATF und R-loops in der Zelle
gewonnen werden. Dabei wurden unter anderem an ribosomalen und genregulatorischen
Vorgangen beteiligte Proteine als potenzielle R-loop-Komponenten identifiziert. Fir die
experimentelle Analyse von R-loops unter Replikationsstress wurde eine induzierbare
genetisch veranderte Ribonuklease H1 (D210N) eingesetzt. In erweiterten Interaktomanalysen
in humanen U20S Zellen konnten neue Verknupfungen zwischen R-loops und zilidren
Proteinen, welche an der Pathogenese von Ziliopathien beteiligt sein kénnten, aufgedeckt
werden. Proteine des kanonischen WNT-Signalwegs scheinen ein Teil dieser Verbindung zu
sein. Es handelt sich hierbei um einen vielversprechenden Ansatz zukunftiger Untersuchungen
zum weiteren Verstandnis der phanotypischen Merkmale und der pathophysiologischen
Entstehung von Ziliopathien.

Darilber hinaus wurden auch die in vivo-Konsequenzen der Akkumulation von DNA-Schaden
in der Niere untersucht. Um die Frage zu beantworten, welche Mechanismen zum
degenerativen Prozess der Fibrosierung der Niere flihren, wurden Untersuchungen an einem
nierenspezifischen Ercc1-defizienten Mausmodell durchgefihrt. In diesem Modell ist Ercc1 im
distalen Teil des Nephrons deletiert, was in einer Nierenfibrose resultiert. Anhand steigender
Retentionsparameter und biometrischer Daten wie dem Koérpergewicht liel sich bereits
phanotypisch eine Krankheitsprogression erahnen. Mittels qPCR konnte eine erhohte
Expression Seneszenz-assoziierter Gene in Nieren von 8, 12 und 16 Wochen alten Mausen
festgestellt werden, welche auf Proteinebene in histologischen Schnitten weiter untersucht
wurde. Die Daten zeigen weiterhin, dass neben Seneszenz auch regulierter Zelltod an der
Fibrogenese beteiligt ist.

Die durch diese Arbeit gewonnenen Ergebnisse und Erkenntnisse liefern interessante neue
Anknupfungspunkte in den Forschungsbereichen der DNA-Damage Response und R-loops,
der Pathogenese fibrotischer Nierenerkrankungen und renaler Ziliopathien, sowie zu
moglichen Verbindungen zwischen diesen beiden Pathologien.
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2 Einleitung

2.1 Die Niere

Nieren sind paarig im Retroperitoneum angelegte, zum Urogenitaltrakt gehérende Organe und
verantwortlich flr diverse essenzielle Funktionen des Korpers. Dazu gehoren unter anderem
die Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen, die Regulation des Flussigkeits- und
Elektrolythaushalts, des Blutdrucks und des S&aure-Basen-Haushalts, sowie endokrine
Funktionen und die Produktion von Erythropoetin und anderen Hormonen. Um diesen
Aufgaben nachzukommen, hat die Niere einen komplexen Aufbau und wird als eines der
stoffwechselaktivsten Organe des Korpers mit 20% des Herzzeitvolumens versorgt'?13,

Die kleinste Funktionseinheit der Niere ist das Nephron, bestehend aus je einem Glomerulum
und dem sich anschlieBendem Tubulussystem. Jede Niere besitzt ca. 1 Million Nephrone.
Tubuli und Glomeruli bestehen aus verschiedensten Zellen, die aufeinander abgestimmt
arbeiten und miteinander kommunizieren'*. Defekte im Bereich der Niere wirken sich durch
ihre zentrale Rolle im Stoffwechsel und als Ausscheidungsorgan oft auf den ganzen
Organismus aus. Umgekehrt ist die Niere bei Systemerkrankungen haufig stark mitbetroffen.

2.2 Chronische Nierenerkrankungen

Chronische Erkrankungen der Nieren (CKD) sind haufig und durch die Assoziation mit
héherem Lebensalter eine weltweit wachsende Herausforderung fir die Gesundheitssysteme.
Aktuell leiden 9,1% der Weltbevolkerung an einer CKD. Die durchschnittliche Pravalenz stieg
in den letzten 30 Jahren um 29,3%5. Dies Iasst sich auch auf die demographische Entwicklung
und den Anstieg des durchschnittlichen Lebensalters zuriickflihren'. Neben der Pravalenz
stieg auch die Mortalitat um 41,5%'®. CKD standen bereits im Jahr 2017 mit 4,6% aller
Todesfalle an zwdlfter Stelle der global haufigsten Todesursachen'”. Wichtige beglinstigende
Faktoren fur die CKD sind Hypertonie und Diabetes’®.

Wahrend CKD haufig ist, sind die einzelnen Erkrankungen, die zur CKD flhren, oft recht
selten. Zu diesen Erkrankungen gehort die Gruppe der sogenannten Ziliopathien. Als
Ziliopathien bezeichnet man eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die auf den
Funktionsverlust primarer Zilien zurickzufuhren ist. Primare Zilien sind antennen-ahnliche
sensorische Organellen auf der Oberflache vieler Zelltypen, die als Signalplattform fur eine
Vielzahl regulatorischer Signalwege dienen. Obwohl genetische Veranderungen dieser
Organellen den gesamten Korper betreffen und es sich dabei folglich um Systemerkrankungen
handelt, dominiert bei vielen der monogenetischen Krankheitsbilder ein renaler Phanotyp.
Dieser weist je nach vorliegender Mutation eine unterschiedliche Morphologie auf. So kann es
in unterschiedlichem Ausmaf® zur Ausbildung von Zysten, zur Hyperproliferation, zur
Fibrosierung oder zur Degeneration des Nierengewebes kommen™®.

2.3 Die Ziliopathie Nephronophthise

Die Fibrosierung des Nierengewebes ist vor allem bei der Nephronophthise (NPH), einer
padiatrischen, autosomal-rezessiv vererbten, zystischen Nierenerkrankung ein zentraler
Krankheitsaspekt. Diese Ziliopathie ist die haufigste angeborene Ursache eines terminalen
Nierenversagens im Kindesalter. Bisher wurden Mutationen in Uber 20 verschiedenen Genen
als Ursache dieses Krankheitsbildes entdeckt?®. Den mutierten Genen ist gemeinsam, dass
sie fast alle fur ziliar lokalisierte Proteine kodieren. Zilien sind sensorische Organellen, die die
Signale aus der Zellumgebung in die Zelle weiterleiten und zusatzlich mit dem Zellzyklus
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verknlipft sind®. Welche Rolle die aus den Mutationen resultierende zilidre Dysfunktion
wahrend der Fibrogenese spielt, ist noch nicht hinreichend geklart.

Das klinische Bild der NPH ist charakterisiert durch Polyurie, Polydipsie, sekundare Enuresis,
Anamie und Wachstumsretardierung. Bei 15% der Patienten kommt es aullerdem zu
extrarenalen Symptomen, welche Augen, Leber, Knochen und das zentrale Nervensystem
betreffen kénnen. Hier handelt es sich meist um sogenannte NPH-verwandte Ziliopathien
(NPH-related ciliopathies; NPH-RC)??. Dazu zahlen unter anderem das Senior-Laken
Syndrom, das Alstromsyndrom, das Bardet Biedl Syndrom und das Joubert Syndrom sowie
schwerere Formen wie das Jeune Syndrom oder das Meckel Gruber Syndrom. Klinisch lasst
sich die NPH an veranderten Laborparametern, welche die zuriickgehende Nierenfunktion
anzeigen, und sonographisch feststellen. Im Ultraschall zeigen sich bei 50% der Patienten
kleine bis normal groRe echodichte Nieren mit Zysten am kortikomedulldren Ubergang. Dies
entspricht dem histologischen Korrelat, welches neben Zysten und diffuser interstitieller
Fibrose auch Veranderungen der tubuldren Basalmembran, Tubulusatrophie und chronische
Inflammation des Gewebes aufweist®*?*. Eine Biopsie oder eine genetische Untersuchung
sind fUr die Diagnosestellung in der Regel nicht erforderlich.

Obwohl sich eine Vielzahl an Studien mit NPH und NPH-RC beschéftigt und inzwischen einige
Ansatze und Ideen fir die symptomatische Behandlung dieser Erkrankungen existieren, ist
zum jetzigen Zeitpunkt noch keine ursachenbekdmpfende Therapie fur Menschen
verfigbar®®?®, so dass die Betroffenen auf regelmaRige Dialyse oder eine
Nierentransplantation angewiesen sind.

2.4 Alterungsprozesse der Niere

Auch im physiologischen Alterungsprozess der Niere lassen sich strukturelle Veranderungen,
die Parallelen zu den Veranderungen bei CKD aufweisen, feststellen. Mit fortschreitendem
Alter nehmen das funktionelle Nierenvolumen und die Anzahl funktionsfahiger Nephrone und
dadurch die glomerulare Filtrationsrate ab. Gleichermalien sinken zunehmend die
Stresstoleranz und die Effizienz renaler DNA-Reparaturmechanismen. Zudem Iasst sich im
peritubularen Gewebe ein Verlust von Kapillaren beobachten, welcher ebenfalls mit
interstitieller Fibrose einhergeht?. Vorgange wie Inflammation und eine Zunahme des Anteils
seneszenter Zellen im Gewebe werden als Ursachen des Funktionsverlustes diskutiert,
genauere Kausalzusammenhénge bleiben jedoch weiterhin Bestandteil der Forschung?.

2.5 Renale Fibrose

Fibrotische Veranderungen des interstitiellen Gewebes sind ein wichtiges Kennzeichen der
Nierenalterung und chronisch degenerativer Nierenerkrankungen?. Als Fibrose bezeichnet
man eine pathologische Vermehrung von hauptsachlich kollagenem Bindegewebe in einem
Organ oder Gewebe, welche zu einer irreversiblen Verhartung und im fortgeschrittenen
Stadium auch zu einer Funktionseinschrankung der betroffenen Region fuhrt. Durch die
Periodsaure Schiff (PAS)-Reaktion lassen sich Glykogen und andere Kohlenhydrate, wie sie
sich in kollagenhaltigem fibrotischem Gewebe finden, leicht darstellen (Abbildung 1).

Uber Fibrose im Allgemeinen ist bekannt, dass sie durch extrazellulare Matrix produzierende
Myofibroblasten verursacht wird, welche durch inflammatorische Zytokine und
Wachstumsfaktoren aktiviert wurden®®. Myofibroblasten entstehen unter anderem aus
Fibroblasten des Knochenmarks, Endothelzellen, Perizyten, interstitiellen Fibroblasten oder
Epithelzellend'.
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Abbildung 1: PAS-Farbung humaner Nierenbiopsie mit Quer- und Longitudinalanschnitten verschiedener
Nierentubuli. Vor allem die untere Bildhalfte zeigt fokale tubulointerstitielle Fibrose, direkt angrenzend an Areale mit
reguldrer Tubulusarchitektur. (Abbildung 6a aus Ito et al.®2, Nachdruck genehmigt durch Elsevier, Copyright
Clearance Center)

Dabei spielt vor allem der durch Transforming growth factor-8 (TGF-8) induzierte Vorgang der
epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) eine bedeutende Rolle®. Erst kirzlich konnte
gezeigt werden, dass auch bei Ziliopathien eine durch TGF-f induzierte EMT stattfindet.
Hierbei werden renale Tubulusepithelzellen zu Myofibroblasten umgewandelt3*.

Um das Auftreten und Fortschreiten des irreversiblen Prozesses der Fibrose zu verhindern,
braucht es detaillierte Kenntnisse Uber Signalibertragung und Messenger in diesem
Geschehen. In Signalwegen wie dem Wnt (Wg (Wingless) and Int-Gen)-*52¢ und Shh (Sonic
Hedgehog)-Signalweg® konnten im Zusammenhang mit der Entstehung von NPH und NPH-
RC bereits Veranderungen detektiert werden, doch lasst sich durch einen Defekt innerhalb
dieser Signalkaskaden noch kein direkter erklarender Kausalzusammenhang zur Entstehung
der Fibrose finden. Es ist daher nétig, die Mechanismen hinter diesem vielschichtigen Prozess
sowohl auf Zell- als auch Protein- und Genebene weiter aufzuschlisseln, um madgliche
Therapiestrategien entwickeln zu kénnen.

2.6 Inflammation, Zelltod und Seneszenz — Ursachen oder Folgen der Fibrose?

Die zellularen Vorgange, die hinter dem Vorgang des fibrotischen Gewebeumbaus stehen,
sind komplex. Schadigungen und unzureichende Reparatur von Nierenepithelzellen
stimulieren die renale Fibrosierung®. Mechanismen wie chronische Inflammation, oxidativer
Stress, zelluldre Seneszenz und regulierter Zelltod tragen maRgeblich dazu bei®. Bereits seit
Jahren wird diskutiert, welche Vorgange primare Ausloser sind, und welche Reaktionen nur
sekundare Folgen in diesem Geschehen sind. Ein mogliches Modell zur Veranschaulichung
der groben Kausalzusammenhange zwischen DNA-Damage, Inflammation, Zelltod und
Seneszenz ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Abbildung orientiert sich an einer Skizze der an
der DNA-Damage Response (DDR) und Inflammation beteiligten Vorgange von Nakad et al.4°
und inhaltlichen Erganzungen zu Ferroptose und DDR von Chen et al.4!.
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Abbildung 2: Modell zur Skizzierung der an DNA-Damage Response (DDR) und Fibrogenese beteiligten
Vorgange. DNA-Damage |0st auf zellularer Ebene die DDR aus. Durch die DDR kann es zum transienten
Zellzyklusarrest kommen, der Reparaturvorgdnge induziert, welche der Fibrogenese entgegenwirken.
Demgegenuber stehen verschiedene Formen des Zelltods, die zum Beispiel durch Nekroinflammation zu Fibrose
fuhren koénnen, sowie die zellulare Seneszenz. Durch die Aktivierung des SASP (Seneszenz-assoziierter
sekretorischer Phanotyp) kommt es zur Sekretion verschiedener Zytokine und zur Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Dies kann eine chronische Inflammation herbeifiihren, welche wiederum durch Gewebsumbau
Fibrose herbeifiihren kann. Created in BioRender.com

2.6.1 Inflammation

Daten verschiedener Arbeitsgruppen unterstreichen, dass durch Replikationsstress
entstandene DNA-Schaden einen entscheidenden Einfluss auf den Prozess der Fibrosierung
der Niere haben konnten*?#*. Im Kontext der NPH wurde gezeigt, dass Proteine, welche
gehauft im Primarzilium vorkommen, scheinbar eine protektive Rolle gegeniber der
Akkumulation dieser Schaden spielen und dass ziliare Signaldefekte mit einer veranderten
Reaktion der Zelle auf jene Schaden einhergehen. Mittels RNA-Sequenzierungsanalyse der
Gesamt-RNA aus Nierentubulifragmenten wurde in Mausen mit einem NPH-Phanotyp kurzlich
aulRerdem eine im Vergleich zum Wildtyp erhéhte Expression Inflammations-assoziierter Gene
im Gewebe festgestellt*. Dies konnte dafiirsprechen, dass Immunvorgénge in der zellularen
Antwort auf DNA-Schaden, der DDR, eine Rolle spielen. Auch Chaki et al. beschaftigten sich
im Kontext von Ziliopathien mit der DDR. Sie konnten zeigen, dass genetische Varianten in
drei an der DDR beteiligten Proteinen, MRE11, ZNF423 und CEP164, eine NPH-RC
verursachen konnen?.

Die DDR ist ein Ausldser von gesteigertem Immunsignaling und chronischer Inflammation. Sie
induziert die Produktion verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie Interferone und
Liganden, die an Immunrezeptoren binden kénnen. Dieser Vorgang konnte zum Beispiel flr
die Liganden NKG2D, einem Mitglied der C-Typ Lektin-dhnlichen Superfamilie, und DNAM-1
(DNAX Akzessorisches Molekill-1) gezeigt werden®. Andersherum fiihrt chronische
Inflammation eines Gewebes selbst auch zur Schadigung nukledrer und mitochondrieller DNA.
Grund dafur ist die vermehrte Aktivitdt von Enzymen wie der NADPH-Oxidase und der

Stickstoffmonoxid-Synthetase in entzindeten Geweben. Neutrophile Granulozyten und
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Makrophagen generieren dadurch zunehmend mutagene Substanzen wie reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffradikale, welche die DNA schadigen*+48,

2.6.2 Zelltod

2.6.2.1 Apoptose

Apoptose, eine Caspase-abhangige Form des regulierten Zelltodes, spielt wahrend der
Entwicklung und im Rahmen von Regenerationsprozessen in der Niere eine Rolle. Bei der
Apoptose kommt es Uber einen intrinsischen und extrinsischen Signalweg zu einer
kontrollierten Abrundung und Schrumpfung beschadigter Zellen, bis diese in Vesikel, welche
funktionsfahige Organellen und kondensiertes Chromatin enthalten, =zerfallen. Um
umliegendes Gewebe vor Schaden zu schiitzen, werden die Vesikel in der Regel schnell und
effizient durch Phagozytose aufgenommen, so dass eine Inflammationsreaktion ausbleibt. Um
Apoptosevorgdnge im experimentellen Setting zu untersuchen, eignet sich die
immunhistochemische Untersuchung von Geweben mittels Antikdrper gegen prozessierte
Caspasen wie Cleaved Caspase 3*°. Zahlreiche Arbeiten der letzten Dekaden beschéftigten
sich mit der Bedeutung von Apoptose bei Nierenerkrankungen. Nach neuesten Erkenntnissen
ist Apoptose jedoch ein eher untergeordneter Prozess, der die Pathogenese der CKD und vor
allem akuter Nierenschadigungen (AKI) nicht hinreichend erklaren kann®°.

2.6.2.2 Regulierte Nekrose

Vielmehr scheint die synchronisierte, regulierte Nekrose (SRN) ein wichtiger Mechanismus bei
der Entstehung von Tubulusnekrosen und Nephronverlust zu sein. Zur regulierten Nekrose
gehoren Ferroptose und Nekroptose, zwei Signalwege, die im Gegensatz zur Apoptose mit
einem Verlust der Membranpermeabilitat einhergehen®’.

Bei Ferroptose handelt es sich um einen eisenabhangigen Vorgang des Zelluntergangs durch
unkontrollierte Lipid-Peroxidation, welcher eintritt, wenn die Homdostase innerhalb einer Zelle
durch Antiredox-Systeme nicht mehr gewahrleistet ist. Wachsende Evidenz belegt die
Bedeutung dieses Vorgangs im Rahmen von akuten und chronischen Nierenerkrankungen®?.
Nekroptose ist ein Kinase-abhangiger Prozess, bei dem RIPK3 (Rezeptor-interagierende
Serin/Threonin-Proteinkinase 3) mit Ripk1 und FADD eine amyloidartige Struktur, das
sogenannte Nekrosom, bildet. RIPK3 phosphoryliert dann MLKL (Mixed Lineage Kinase
Domain Like Pseudokinase), was Uber noch unklare Mechanismen, wahrscheinlich jedoch
durch Porenbildung, eine Plasmamembranruptur herbeifihrt. MLKL gehoért zu den am
starksten signifikant hochregulierten Genen in einer Vielzahl von Modellen fiir AKI%:53,

Erst kirzlich stellten Belavgeni et al. ein Modell vor, in dem der Untergang von
Nephronstrukturen im Rahmen eines AKI auf einem Phanomen beruht, welches als
,Todeswelle“ bezeichnet wird>*. Nach diesem Modell ist die SRN getriggert durch Nekroptose
und wird durch Ferroptose ausgefihrt. Der Untergang einzelner Zellen fuhrt dabei zur
Ausbreitung des Zellsterbens auf Nachbarzellen®'®, Durch die Freisetzung von DAMPs
(Damage associated molecular patterns) und Antigenen aus den nekrotischen Zellen wird eine
Immunreaktion ausgeldst, welche als Nekroinflammation bezeichnet wird. Dabei agieren
klassische dendritische Zellen als antigenprasentierende Zellen und aktivieren uber T-Zellen
die adaptive Immunantwort. Es kommt aul3erdem zur Reifung und Freisetzung von Zytokinen.
Méglicherweise findet in diesem Rahmen auch ein Crosstalk zwischen dendritischen Zellen
und Myofibroblasten statt, deren proproliferative Signale einen fibrotischen Umbau und damit
irreversiblen Nephronverlust auslosen®.
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Zusammenfassend konnte im Bereich akuter Nierenschaden somit bereits ein
Zusammenhang von Immunvorgangen mit Ferroptose und Nekroptose gezeigt werden. Die
Datenlage hinsichtlich detaillierter Kausalzusammenhange bei CKD und Fibrogenese ist
bisher jedoch unzureichend, um Kausalaussagen tber die Entstehung der Nierenschaden und
Fibrose durch regulierte Nekrose und Inflammation treffen zu kénnen, so dass es intensiver
weiterer Nachforschungen bedarf.

2.6.3 Seneszenz

Ein weiterer Vorgang bei der Entstehung chronischer Nierenerkrankungen ist die Seneszenz®®.
Zellulare Seneszenz wird definiert als permanenter Zellzyklusarrest, in dem die Zellen einen
persistierenden proinflammatorischen Phanotyp entwickeln*®. Sie kann als Reaktion auf
verschiedene Arten von Schaden auftreten. Bekannte Ausldser sind intensive onkogene
Signallibertragung, DNA-Schaden und die Verkirzung chromosomaler Telomere®®.
Seneszente Zellen finden sich vor allem im Zusammenhang mit dem Alterungsprozess, Krebs
und Gewebereparatur. Charakteristika vorzeitiger Seneszenz zeigen sich beispielsweise auch
an beschadigten Tubuluszellen nach akutem Nierenversagen. Betroffene Zellen generieren
profibrotische Faktoren, welche die Fibrosierung der Niere fordern®’.

Eine andauernde DDR sowie erhodhte Spiegel freier Sauerstoffradikale konnen direkt oder
indirekt die Transkriptionsfaktoren NF-kB und C/EBP-B aktivieren, welche wiederum zur
Aktivierung des Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phanotyps (SASP) fihren. Zum SASP
gehodren unter anderem p21 und p16°, TNF-a, IL-6 und IL-1a*, IL-1b und Foxo4*°. Die
gesteigerte Expression der Zellzyklusinhibitoren p21 und p16 fihrt zum permanenten
Zellzyklusarrest. Durch die Sekretion verschiedener Zytokine, Immunmodulatoren und
Wachstumsfaktoren kommt es zur Rekrutierung von Immunzellen mit dem Ziel, Antigene und
beschadigte Zellen zu eliminieren, sowie zur Proliferation und Differenzierung der renalen
Progenitor- und Stammzellen. Falls dieser Mechanismus zur Regeneration des Gewebes nicht
ausreicht, akkumulieren seneszente Zellen, und der Prozess der Zellalterung wird
beschleunigt, was zu altersbedingten Veranderungen des Nierengewebes von der
Fibrosierung bis hin zum terminalen Nierenversagen fiihren kann*.

2.7 DNA-Schéaden
2.7.1 Ursachen und Folgen von DNA-Schadigungen

Bei der Vielzahl an Vorgangen kdonnte DNA-Damage ein interessanter, Ubergeordneter
Knotenpunkt sein. Zudem ist genomische Instabilitdt durch DNA-Schaden der Hauptausloser
der meisten Krebserkrankungen®®, aber auch vieler anderer Krankheits- und
Alterungsprozesse.

Die DNA-Doppelhelix mit ber 3 Milliarden Basenpaaren ist der Speicher der Erbinformation
jeder einzelnen Zelle. Das Erbgut wird bei der Zellteilung idealerweise unverandert an
zahlreiche nachste Generationen von Zellen und Organismen weitergegeben. Aufgrund der
Komplexitat und der hohen Frequenz, mit der der Vorgang der Replikation stattfindet, aber
auch ohne Replikation durch genotoxische Einflisse kommt es regelmalig zu Schaden der
DNA, welche die genomische Integritat der Zellen gefahrden. Fehlpaarungen einzelner DNA-
Basen, Doppelstrangbriiche, Dysfunktionen in der Aktivitdt von Topoisomerase | und Il und
anderer Enzyme, reaktive Sauerstoffradikale, welche als Nebenprodukte in
Stoffwechselprozessen der Zelle anfallen, aber auch Defekte, die bei diversen anderen
Reaktionen entstehen konnen, sind bekannte endogene Trigger von DNA-Schaden*. In der
Niere sind auch uramische Toxine als Ausléser genomischer Schaden relevant®.
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Im letzten Jahrzehnt konnte zudem gezeigt werden, dass R-loops, Hybrid-Strukturen aus DNA
und RNA, die unter anderem wahrend der Transkription entstehen, DNA-Schaden
verursachen kénnen, wenn sie nicht rechtzeitig wieder aufgeldst werden®”.

Neben endogenen Ausldsern gibt es auch zahlreiche exogene Ausléser von DNA-Schaden.
Nennenswert sind hierbei UV-Licht, ionisierende Strahlung und verschiedenste chemische
oder medikamentose Noxen®2.

2.7.2 Zentrale Komponenten der DNA-Damage Response

Da es in jeder Korperzelle taglich zu bis zu 10° Lasionen der DNA kommt®3%4  ist es essenziell,
dass die DNA regelmaRig auf Schaden untersucht wird. In verschiedenen Phasen des
Zellzyklus bieten sogenannte Checkpoints regulativen Enzymen die Mdglichkeit der Kontrolle
und Entschleunigung des Vorgangs der Zellteilung, um je nach Ausmall des Schadens
entweder Reparaturen stattfinden zu lassen, die Zelle in die replikative Seneszenz oder in den
programmierten Zelltod, die Apoptose, zu schicken®. Diese Checkpoints finden sich in der G-
S, intra-S und G2-M Phase®®. Die detektierten DNA-Lasionen missen an Effektoren gemeldet
und zelluldare Mechanismen in Gang gesetzt werden, die die Rekrutierung von DNA-
Reparaturfaktoren regulieren. Hierbei spielen die Enzyme Ataxia teleangiectasia mutated
(ATM), Ataxia teleangiectasia Rad-3 related (ATR) und die DNA-abhangige Proteinkinase
(DNA-PK) (Familie der Phosphatidylinositol 3-Kinase ahnlichen Proteinkinasen) sowie die
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerasen 1 und 2 (PARP 1/2) eine bedeutende Rolle®”. ATM und ATR
werden zu DNA-Doppelstrangbriichen und mit Replikations-Protein A (RPA) bedeckter
einzelstrangiger DNA (ssDNA) rekrutiert®%. Die darauffolgende Aktivierung der beiden
Kinasen fihrt unter anderem zur Lockerung des Chromatins an den beschadigten Stellen und
tragt zur Aktivierung von p53, der Mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2
(MK2) und den Checkpointkinasen-1 und -2 (CHK1/2) bei. Gemeinsam mit ATM und ATR
senken CHK1 und 2 die Aktivitdt der den Zellzyklus vorantreibenden, Zyklin-abhangigen
Kinasen (CDKs), so dass mehr Zeit fir Reparaturen bleibt, bevor die DNA repliziert wird oder
die Zelle in die Mitose Ubergeht®. Eine Hauptaufgabe ATMs und ATRs ist auRerdem die
Induktion von DNA-Reparaturproteinen. Diese kann durch verschiedenste Veranderungen wie
Phosphorylierungen, Acetylierungen, Ubiquitinierung oder Sumoylierung wahrend und nach
der Transkription erreicht werden. Ein prominentes Beispiel ist in diesem Zusammenhang
die Modifikation des Doppelstrangbriiche flankierenden Histons H2AX an Serinrest-139 und
die Phosphorylierung am Tyrosinrest-142, welche maRgeblich zur DDR beitragen’""2. Die
phosphorylierten Mediatorproteine beschleunigen die DDR, indem sie weitere ATM- und ATR-
Substrate rekrutieren.

Neben schnellen Modifikationen wird ein signifikanter Anteil des DDR-Signalings zusatzlich
durch langsame transkriptionelle Veranderungen vermittelt, welche die Integration neuer
Informationen Uber die Zeit hinweg ermdglichen. Dabei ist der Transkriptionsfaktor p53 von
zentraler Bedeutung, denn dieser beeinflusst die Expression zahlreicher Apoptose- und
Zellzyklus-steuernder Proteine. Aufgrund dieser Eigenschaften handelt es sich bei p53 um ein
Tumorsuppressorgen. Durch den Faktor werden unter anderem die Transkription des CDK-
Inhibitors p21 und der proapoptotischen Proteine Bcl-2-associated protein X (Bax), Bcl-2
antagonist/killer (Bak) und P53 Upregulated Modulator of Apoptosis (PUMA) reguliert. So kann
p53 die Apoptose, Seneszenz oder einen voribergehenden Zellzyklusarrest, in dem
notwendige Reparaturen stattfinden kdnnen, einleiten und bestimmt dadurch das Schicksal
der Zelle®®. An der Aktivierung einiger Reparaturmechanismen wie der homologen
Rekombination, der nichthomologen End-zu-End-Verknipfung und der
Nukleotidexzisionsreparatur (NER), ist p53 (zum Beispiel Uber die Regulation der NER-
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Faktoren Xeroderma Pigmentosum, complementation group C (XPC) und Damage Specific
DNA Binding Protein 2 (DDB2)) sogar direkt beteiligt”.

2.8 AATF im DDR-Signaling

Der Apoptosis Antagonizing Transcription Factor (AATF), auch bekannt unter der Bezeichnung
CHE-1 oder Traube, ist ein wichtiger Vermittler der zellularen Reaktion auf die p53-gesteuerte
DDR. Das humane AATF-Gen liegt auf Chromosom 17 und kodiert flr das 558 Aminosauren
lange Protein, dessen Name Apoptosis Antagonizing Transcription Factor bereits seine
Funktion als Apoptose-Inhibitor andeutet’. Sobald es in der Zelle zu genotoxischem Stress
durch DNA-Schaden, oxidative Schaden, hyperosmotischen Stress oder eine Hypoxie kommt,
wird AATF durch die DDR-Mediatoren MK2, ATM und CHK2 modifiziert und aktiviert’>76.
Posttranslationale Veranderungen des Proteins sind dabei meist Phosphorylierungen. Aber
auch Poly(ADP-ribosyl)ierung durch PARP 1, Ubiquitinierung und Isomerisation konnten
nachgewiesen werden’’. Sie bestimmen die Funktion von AATF und regulieren weitere
Interaktionen und damit das zellulare Outcome. PARP 1 beispielsweise stabilisiert AATF bei
DNA-Schaden und vermittelt als DNA-Damage Sensor die Rekrutierung der DNA-
Reparationsmaschinerie an den Ort des Defekts’”.

Weitere bekannte Interaktoren von AATF sind die RNA-Polymerase |II, die
Transkriptionsfaktoren p65 und STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3),
das Retinoblastom-Protein (Rb), dessen wachstumsunterdriickende Aktivitat durch AATF
gehemmt wird, sowie die proapoptotische DIk/ZIP Kinase und NRAGE (Neutrophilin Receptor
Interacting MRAGE homolog)"®7°.

AATF kann zentrosomal oder im Zytoplasma an MRLC3 (Myosin Regulatory Light Chain)
gebunden vorliegen®. AulRerdem ist bekannt, dass AATF auch an verschiedene RNA-Formen
wie rRNA, mRNA und snoRNA bindet. Dabei liegt die Funktion AATFs vor allem in der
Forderung der Ribosomenbiogenese. Ein Zusammenhang konnte insbesondere fir rRNA-
Prozessierung und den Zusammenbau der kleinen ribosomalen Untereinheit festgestellt
werden®'®2, In seiner aktivierten Form befindet AATF sich vorwiegend in Zellkern und Nukleoli,
wo es als kotranskriptioneller Faktor die Promotoren der Gene p21 und p53 rekrutiert. So
verhindert es die p53-gesteuerte Transkription der proapoptotischen Proteine PUMA, Bax und
Bak und sichert damit das Zelliberleben. Daran, dass AATF an Interphase-Zentrosomen
bindet, fir deren Duplikation sorgt, und die Ausbildung der Mitosespindel reguliert, wird
deutlich, dass es nicht nur anti-apoptotische Funktionen hat, sondern durch die Kontrolle des
Mitoseeintritts auch den Zellzyklus reguliert®®. Weitere Lokalisationen in der Zelle, an denen
AATF detektiert wurde, sind primare Zilien. Als Regulator des Zilienaufbaus und Modulator der
DNA-Schadensantwort, verbindet AATF somit Signalwege der DDR mit der Pathogenese von
Ziliopathien®.

Alles in allem scheint AATF also ein wesentlicher Regulator zellularer Prozesse zu sein. Seine
Unentbehrlichkeit unterstreicht eine Studie an Mauseembryonen, denen Aatf fehlt. Sie sterben
aufgrund schwerer Stérungen der Zellproliferation unmittelbar nach dem Morulastadium, noch
vor der Implantation®:,
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2.9 DNA-Reparaturmechanismen

Je nach DNA-Lasion greifen unterschiedliche hochspezialisierte Reparaturmechanismen.
Eine Ubersicht der wichtigsten DNA-Reparaturmechanismen zeigt Abbildung 3.

DSB Base Adducts

Small . : ;
Breaks (oxidative damage) Bulky, helix-distorting In replication

Stalled DNA

Stalled transcription <
polymerase 8¢

SSBin
replication

Repair
System:

Template

NHEJ or HR BER TCR TC-NER GG-NER TLS e
switching

Abbildung 3: DNA-Lasionen und korrespondierende DNA-Reparatur- und Instandhaltungssysteme.
Doppelstrangbriiche (DSB) und Einzelstrangbriiche (Single strand breaks/SSB) werden durch nichthomologe End-
zu-End-Verknulpfung (NHEJ) oder homologe Rekombination (HR) repariert. Andere Lasionen (Basenaddukte/Base
Adducts), wie kleine oxidative Schaden (small oxidative damage), DNA-Helix deformierende Lasionen (Bulky, helix-
distorsing lesions) oder Lasionen wahrend der Replikation (in replication) fiihren dazu, dass die Transkription oder
die DNA-Polymerase ©0/¢ ins Stocken gerat (stalled transcription/DNA polymerase &/g). Folgende
Reparaturmechanismen greifen: Basenexzisionsreparatur (BER), Transkriptions-gekoppelte Reparatur (TCR),
transkriptions-gekoppelte und globale genomische Nukleotidexzisionsreparatur (TC- und GG-NER), translasionale
Synthese (TLS) und Template Switching. (Ausschnitt aus Hoeijmakers 2009, Abb. 252, reproduced with permission,
Copyright Massachusetts Medical Society)

Doppelstrangbriiche werden in der Regel durch nichthomologe End-zu-End-Verknipfung
(NHEJ) oder homologe Rekombination (HR) repariert. Die HR ist auRerdem auch fur die
Reparatur von kleinen Schaden wie Einzelstrangbrichen (SSB) durch oxidative Schaden
wahrend der Replikation zustandig. Basenexzisionsreparatur (BER) findet statt, wenn kleine
DNA-Lasionen wie Oxidationen und Alkylierungen vorliegen. Falls diese Lasionen den
Elongationsvorgang der RNA-Polymerase stéren, kommt es zu einer Transkriptions-
gekoppelten Reparatur (TCR). Wahrend der Replikation koénnen Strangbriiche und
Querverbindungen (Crosslinks) die DNA-Polymerasen & und € an ihrer Arbeit hindern. In
diesem Fall kann die Behebung der Schaden ebenfalls durch HR, allerdings in Form von
Template Switching erfolgen. Alternativ kann ein Ersatz des ganzen Stranges oder auch die
translasionale Synthese (TLS) erfolgen®2. DNA-Helix deformierende Lasionen (Bulky, helix-
distorsing lesions) kommen relativ haufig vor, denn sie werden vor allem durch UV-Strahlung
erzeugt, welche der quantitativ am starksten schadigende Faktor der oben genannten
exogenen DNA-Damage Ausloser ist. Diese durch UV-Strahlen und elektrophile Substanzen
ausgeldsten Schaden werden durch NER behoben?.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Modell mit defizientem Ercc1 (Excision Repair Cross-
Complementation Group 1) verwendet. Dieses spielt vor allem bei der NER eine zentrale Rolle,
ist aber auch an der Reparatur von Doppelstrangbriichen und der Interstrand Crosslink Repair
beteiligt®®.
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2.9.1 Nukleotidexzisionsreparatur und die Rolle von ERCC1

Die NER ist ein vielschrittiges Verfahren, an dem mehr als 30 Proteine beteiligt sind®. Sie lauft
Uber zwei Hauptwege ab: die globale genomische NER (GG-NER) und die transkriptions-
gekoppelte (TC)-NER® (Abbildung 4). GG-NER dient der Erkennung und Entfernung
genomweiter helikaler Distorsionen mittels XPC. TC-NER erkennt und entfernt selektiv
Distorsionen wahrend der Transkription aktiver Gene durch die RNA-Polymerase.

GG-NER TC-NER

uv uv
/ cs8 /é‘\
“oxy

Uv-DDB & ~
Erkennung )

RAD238

NApG

Verifizierung

Exzision
DNA polymerases
IDIDX}UID}<TID}<UIIIL
Verschluss des Defekts PCNA
DNA ligase
Ligation

Abbildung 4: Nukleotidexzisionsreparatur - GG-NER und TC-NER Signalweg. Erkennung: UV (Ultraviolett)-
Strahlung ist ein méglicher Ausléser von DNA-Lasionen. RAD23B (UV-Exzisionsreparaturprotein RAD23 Homolog
B) und UV-DDBs (UV-DNA Damage binding proteins) erkennen die Lasionen und leiten die globale, genomweite
Nukleotidexzisionsreparatur (GG-NER) durch Oligonukleotidexzision ein (links). Ins Stocken geratene Transkription
an der RNA-Polymerase Il (RNApol Il) fiihrt zur transkriptionsgekoppelten Nukleotidexzisionsreparatur (TC-NER)
(rechts). Die Cockayne Syndrom Proteine A und B (CSA, CSB) verschieben die RNApol Il, so dass die DNA-Lasion
fur Reparaturvorgange zuganglich wird. Verifizierung und Exzision: Die DNA-Schaden werden verifiziert und es
erfolgt ein Einschnitt auf der 5'-Seite durch die Endonuklease ERCC1-XPF (Excision Repair Cross-
Complementation Group 1-Xeroderma Pigmentosum Protein F) und auf der 3'-Seite der Lasion durch XPG
(Xeroderma Pigmentosum Protein G). Verschluss des Defekts und Ligation: Die nach dieser Exzision entstandene
Lucke wird durch DNA-Resynthese durch die DNA-Polymerase aufgefiillt und mit der DNA-Ligase wieder zu einem
geschlossenen Doppelstrang verbunden. TFIIH: Transkriptionsfaktor [IH. XPA: Xeroderma Pigmentosum,
Complementation Group A. RPA: Replikationsprotein A. PCNA: Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen. (Ausschnitt aus
Abbildung 1 aus Faridounnia et al.8%, open access article distributed under the terms and conditions of the Creative
Commons Attribution (CC BY 4.0) license (http.://creativecommons.org/licenses/by/4.0/))

Wahrend der NER bildet ERCC1 ein Heterodimer mit der Endonuklease Xeroderma
Pigmentosum Protein F (XPF) und katalysiert den Einschnitt des 5‘-Endes der DNA zur
Entfernung der DNA-Lasionen. Die Endonuklease XPF-ERCC1 ist auRerdem an der DNA-
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Rekombination, der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen und der Wiederherstellung von
Crosslinks zwischen den DNA-Strangen beteiligt®. Auf der gemeinsamen Endstrecke von TC-
NER und GG-NER, an der ERCC1 beteiligt ist, kommt es zur Entwindung der DNA im
Lasionsbereich, um zunachst eine Stabilisierung und Untersuchung des beschadigten DNA-
Fragmentes zu ermoéglichen und dann die Licke des Einzelstranges aufzufillen und zu
ligieren.

Am Beispiel des Knockouts des Gens Ercc1 in Mausen zeigt sich, dass eine fehlerbehaftete
NER innerhalb kurzer Zeit zu einer Akkumulation einer grol3en Menge von DNA-Schaden fuhrt.
Mause mit einem Ganzkdrperknockout Ercc1s sind nicht Uberlebensfahig und entwickeln im
Alter von ca. 3 Wochen ein Leberversagen®. Ein Hybrid-Genotyp (Ercc1 /A7), entwickelt sich
zu einem Phanotyp mit segmentaler progeroider, beschleunigter Alterung, welcher auch dem
humanen Phanotyp friihzeitiger Alterungssyndrome ahnelt®®®2, Der Ercc1 ‘2" Genotyp ist
hemizygot fur ein Allel mit vollstdndiger Deletion des Gens und eine Variante, bei der die
letzten 7 Aminosauren am C-Terminus des Wildtyp-Proteins verandert sind, sodass zwar die
Funktion, nicht jedoch die Stabilitat des Proteins beeintrachtigt ist. Um Ercc1-verknipfte
Signalwege wie die NER in einzelnen Organen genauer zu untersuchen und die Versuchstiere
langer am Leben zu halten, existiert die Moglichkeit, Gber Cre-lox Systeme organspezifische
Knockouts zu erzeugen, wie es von Doig et al. bereits zur Untersuchung der Haut durchgeftihrt
wurde®.

ERCC1 wird in der US National Library of Medicine im Jahre 1984 im Zusammenhang mit der
Erkrankung Xeroderma Pigmentosum das erste Mal erwahnt®*. Das humane ERCC7-Gen liegt
auf Chromosom 19q13.32 und kodiert fir das gleichnamige Protein ERCC1, welches im
Signalweg der NER ein wichtiger Regulator und Downstream-Effektor der DDR ist. Das Gen
und sein Genprodukt finden sich auch unter den Synonymen COFS4, RAD10 und UV20 in der
Literatur wieder. Bekannte, mit ERCC7-Mutationen assoziierte Erkrankungen sind das
Cerebrooculofacioskeletale Syndrom 4 und das Cockayne Syndrom. Im weiteren Sinne
besteht auch eine Verbindung zu pathologisch veranderten Signalwegen bei der Fanconi
Anamie. Polymorphismen, die die Expression von ERCC1 verandern, scheinen aullerdem
eine Rolle in der Karzinogenese zu spielen®.

2.10 R-loops

Sowohl fir ERCC1 als auch fir AATF wurde ein Zusammenhang mit R-Loops gezeigt, was
diesen Strukturen, bestehend aus einem DNA/RNA-Hybrid und einem Einzelstrang DNA®%, im
Rahmen dieser Arbeit eine zentrale Bedeutung einraumt*>%-9  \Wahrend sich kurze
DNA/RNA-Hybridabschnitte vorubergehend wahrend der Transkription und DNA-Synthese
bilden kénnen, handelt es sich bei R-loops um langere Abschnitte, die durchschnittlich 200-
300 Basenpaare umfassen® ' Sje entstehen bevorzugt in der Promoter-Region
transkriptionell aktiver Gene, wenn sich ein Transkript eines DNA-Strangs wieder an den
Template-DNA-Strang anlagert und die RNA-Polymerase |l die entstandene RNA und die
Template-DNA nicht weit genug voneinander separieren kann®. Vor allem durch einen hohen
Anteil G-reicher RNA- und C-reicher DNA-Regionen kdnnen sie eine hohere
thermodynamische Stabilitat als doppelstrangige DNA erreichen.

Nachdem R-loops viele Jahrzehnte fiir biologisch irrelevant gehalten wurden, riickten sie in
den vergangenen Jahren immer mehr in den Fokus der Forschung, denn es werden standig
neue Funktionen dieser Strukturen aufgedeckt. Im Rahmen dieser Arbeit sind sie vor allem
aufgrund ihrer Wirkung und regulativen Einflisse im DDR-Signaling von grof3er Bedeutung.

23



Sie regulieren die Genexpression, die DNA-Replikation sowie DNA- und
Histonmodifikationen''. Auch beim Isotypenwechsel der Immunglobuline von B-Zellen spielen
sie eine wesentliche Rolle: R-loops bilden sich zu Beginn des Klassenwechsels (CSR — Class
Switch Recombination) an der G-reichen Switch-Region des IgH-Lokus aus. Dort rekrutieren
sie die Activation-induced Cytidin-Deaminase (AID), indem sie diese mit einem stabilen
ssDNA-Substrat versorgen, in welchem Cytidin zu Uracil umgewandelt wird und dann durch
Basenexzision wieder entfernt wird. Damit triggern sie die Entstehung von
Doppelstrangbriichen, die durch NHEJ wieder repariert werden. Dies fuhrt letztendlich zur
evolutionar bedeutsamen Diversitat der entstehenden Antikorper™'. Eine protektive Funktion
von R-loops konnte aulRerdem in verschiedenen Bereichen menschlicher Gene festgestellt
werden. An 5-Enden schitzt DNA/RNA Hybridisierung vor tibermaRiger DNA-Methylierung'%?,
an 3‘-Enden vermittelt sie effizient die Transkriptionstermination®3.

Paradoxerweise kommen neben diesen glnstigen auch immer mehr nachteilige
Eigenschaften von R-loops ans Licht. Das im Zusammenhang mit der CSR in B-Zellen
beschriebene Potential der R-loops, Doppelstrangbriiche zu erzeugen, kann in anderen Zellen
und an anderen Stellen des Genoms gravierende Folgen nach sich ziehen und zum Beispiel
zu DNA-Damage und genomischer Instabilitat fihren®'. R-loops kénnen die DNA dadurch
anfallig fir schadigende Substanzen machen und chromosomale Instabilitat sowie
Chromosomenbriche und -verluste verursachen. Durch die Bildung von R-loops an
bestimmten Trinukleotid-Repeats kommt es aulderdem zur Heterochromatinbildung und die
Transkription bestimmter Gene wird verhindert, die mit neurologischen Erkrankungen wie
frontotemporaler Demenz und amyotropher Lateralsklerose, der Friedreich Ataxie und dem
fragilen X-Syndrom assoziiert sind'%. Weiterhin finden sich auch immer mehr Beweise dafir,
dass R-loops an Prozessen beteiligt sind, die bei Krebs dysreguliert sind'®. Aus diesen
Grinden ist es wichtig, dass in Zellen eine physiologische Balance an R-loops
aufrechterhalten wird und die Bildung dieser Strukturen streng kontrolliert wird.

Vor einigen Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen transkriptionsgekoppelten NER-
Faktoren und der Entstehung von R-loops und R-loop-assoziierter genomischer Instabilitat
durch DNA-Schaden festgestellt. R-loops werden durch die NER-Endonukleasen XPF und
XPG aktiv zu DNA-Doppelstrangbriichen prozessiert (Abbildung 5).

Transcription

(Wﬂw\/ ‘

4 |
XPG XPF XPG XPF
L L

Replication
—> = DSB—
Abbildung 5: Skizzierung der Entstehung von DNA/RNA-Hybridstrukturen und Doppelstrangbriichen im
Zusammenhang mit der Transkription. DSB: Doppelstrangbruch, CSB: Cockayne Syndrom Protein B, XPF und

XPG: Xeroderma Pigmentosum Protein F und G. (Abbildung 4E aus Sollier et al.'%, Nachdruck genehmigt durch
Elsevier, Copyright Clearance Center)

Der Stillstand des Transkriptionskomplexes inklusive der RNA-Polymerase ermdglicht dem
Faktor CSB, die Faktoren XPG und XPF zu rekrutieren. Diese kdénnen dann einen Spalt
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generieren, welcher durch DNA-Replikation zu einem Doppelstrangbruch umgewandelt wird.
Andersherum ist es auch moglich, dass XPG und XPF die R-loops an beiden Strangen
schneiden und somit einen Doppelstrangbruch herbeifiihren'%.

Auch flr Ercc1, als direktem Bindungspartner von XPF, konnte kirzlich ein Zusammenhang
mit R-loops nachgewiesen werden. In einem murinen Ercc1 Knockout Modell fir das humane
Progeroidsyndrom XFE kam es durch das Fehlen adaquater DNA-Reparaturen in
Pankreaszellen zum Verlust der Gewebearchitektur und Fibrose. Durch anhaltende
Akkumulation irreparabler DNA-Schaden lief3 sich die vermehrte Bildung von R-loops und eine
Freisetzung von ssDNA im Zytoplasma nachweisen. Dies triggerte eine Immunantwort
innerhalb dieser Gewebe®. Eine andere Arbeit zeigt, dass ein Komplex aus den
Endonukleasen ERCC1-XPF und XPG mit XAB2 (XPA Bindeprotein 2), einem Spleil3faktor,
aufRerhalb der NER an DNA/RNA-Hybride bindet und damit die R-loop Bildung beglnstigt. Hier
wird die spleiRosomale Reaktion auf DNA-Schaden mit R-Loop-Prozessierung und
Auswirkungen auf transkriptionsgekoppelte DNA-Reparaturstérungen in Verbindung
gebracht®®. Ebenso scheint AATF, der RNA-bindende Transkriptionsfaktor, eine bedeutende
Rolle im R-loop Metabolismus zu spielen. In Myelomzellen kolokalisieren AATF und R-loops
und AATF bindet an die R-loop-auflésende long noncoding RNA (IncRNA) NEAT1_2 (Nuclear
paraspeckle assembly transcript 1). Ein Fehlen von AATF fUhrt zur Akkumulation von R-loops
und zur Aktivierung von Interferonen, was wiederum eine Inflammationsreaktion hervorruft®.
Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden, dass NEAT1 das Voranschreiten renaler
Fibrose beschleunigt'®’.

Auch in einem Mausmodell, in dem Aatf mit Hilfe embryonal aktiver Ksp1.3/Cre in distalen
Nephronen der Niere deletiert wurde, konnte eine Akkumulation von R-loops beobachtet
werden. Dieses Modell zeigt eine Anhaufung von DNA-Doppelstrangbrichen und weist einen
Phanotyp mit schwerer Tubulusatrophie, interstitieller Fibrose und Zysten auf, der dem
Phanotyp der NPH ahnelt*. Hierbei wird ein Zusammenhang von R-loops mit Ziliopathien
hergestellt, der durch Erkenntnisse untermauert wird, dass DNA-Damage, als bekannter
Ausloser der Entstehung von R-loops, bei NPH entscheidend zum fibrotischen Phanotyp
beitragt'® 1% Eine Aufdeckung molekularer Mechanismen im R-loop-Signaling verspricht
demnach auch neue Erkenntnisse in der Entstehung NPH-assoziierter Fibrose.

Weitere bekannte Faktoren, die die Entstehung von R-loops beeinflussen, sind das evolutionar
hochkonservierte Enzym Ribonuklease H (RNase H) und verschiedene Helikasen. Sowohl
RNase H1 als auch RNase H2 kénnen den RNA-Strang der R-loops schneiden und entfernen.
RNase H1 besitzt dazu eine hybride Bindungsdomane, wahrend RNase H2 aus drei
verschiedenen katalytischen Untereinheiten besteht, deren genaue Funktionen noch nicht
vollends geklart sind. RNase H1 ist auch an der mitochondrialen Replikation beteiligt,
wohingegen RNase H2 die zusatzliche Funktion besitzt, einzelne Ribonukleotide, die
falschlicherweise bei der nuklearen DNA-Replikation in Okazaki-Primer eingebaut wurden, zu
entfernen''®. Spezialisierte DNA/RNA-Helikasen wie Senataxin (SETX) und Death-box
Helicase (DDX21), die vor allem auch fur Transkription und Prozessierung der RNA-
Polymerasen | & Il bendtigt wird'", oder die ATP-abhangige RNA-Helikase A (DHX9)'% sind
dabei notwendig, um den zu entfernenden Strang zu entwinden, so dass RNase H binden
kann. Ein wichtiger RNase H1-bindender Interaktor ist auch das Replikationsprotein A (RPA),
welches sich an ssDNA an blockierten Replikationsgabeln und an beschadigte DNA setzt.
RPA kolokalisiert sowohl mit RNase H1 als auch mit R-loops und scheint diese erkennen zu
kénnen, bevor sie zu Doppelstrangbriichen fiihren''2.

Ebenfalls eine wichtige Rolle in der R-loop Regulation spielt die RNA Helikase Aquarius (AQR),
die als Teil des Spleiflosom-Komplexes zur Entfernung der Introns aus transkribierten Genen
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verantwortlich fiir effektives pra-mRNA SpleiRen ist. Bei einem Knockdown des AQR-Gens
akkumulieren R-loops und es kommt zu genomischer Instabilitat'®. Auch die Topoisomerase
1 kann die Bildung von R-loops unterdriicken, denn sie verhindert die Kollision zwischen
Transkriptions- und Replikationskomplexen®'. Zuletzt wurden nicht nur Proteine, sondern auch
andere nicht-kanonische Nukleinsaurestrukturen mit R-loops in Verbindung gebracht. Dazu
gehdren G4 Quadruplexe (G4s), die sich wie R-loops bevorzugt an G-reichen Regionen wie
Telomeren, Mikrosatelliten CpG-Inseln bilden. Diese DNA-Sekundarstrukturen werden aus
zwei oder mehr gestapelten Guanin-Tetraden gebildet, die durch Hoogsteen-
Wasserstoffbriicken zusammengehalten und durch Kalium und Natrium stabilisiert werden.
G4s regulieren ahnlich wie R-loops die Funktionen von Nukleinsduren und die genomische
Stabilitat lebender Zellen. Sie sind strukturell mit R-Loops verwandt und kompatibel. Der
Wirkmechanismus von G4-Bindern wird nach neuesten Erkenntnissen vermutlich
entscheidend von R-loops reguliert''3.

Insgesamt ist es offensichtlich, dass ein komplexes Netzwerk an Enzymen und Strukturen mit
R-loops interagiert, so dass vor allem der Akkumulation von DNA-Schaden durch die
Pravention und Beseitigung von R-loops vorgebeugt wird. Ein besseres Verstandnis von
Signalwegen in diesem Gebiet verspricht Erkenntnisse in der Entstehung DDR-dysregulierter
Erkrankungen.
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2.11 Zielsetzung der Arbeit

DNA-Schaden und  fehlerbehaftete DNA-Reparaturmechanismen  spielen bei
Alterungsprozessen, der Tumorentstehung und -therapie sowie bei vielen degenerativen
Erkrankungen eine zentrale Rolle. Diese Arbeit wird sich mit der Aufdeckung ausgewahlter
molekularer Mechanismen hinter diesem Phanomen in vitro und in vivo beschaftigen und
basiert auf der Beobachtung, dass sowohl der Verlust von Aatf, als einem Regulator der p53
abhangigen Signaltransduktion, als auch der Verlust des DNA-Reparaturenzyms Ercc1 in der
Niere zu schweren degenerativen Phanotypen fuhrt, die mechanistisch nicht gut verstanden
sind. Nierenspezifische Ercc1 Knockout-Tiere entwickeln eine Nierenfibrose, wahrend Aatf
Knockoutmause einen zystisch-degenerativen fibrotischen Phanotyp ahnlich einer NPH mit
einer Akkumulation sogenannter R-Loops in renalen Epithelzellen zeigen*®. R-loops, die
kirzlich als relevante Mitspieler im Netzwerk des DDR-Geschehens entdeckt wurden®'%%° und
ihre Verbindung zu AATF werden dabei im ersten Teil dieser Arbeit genauer beleuchtet. Der
zweite Teil beschaftigt sich mit den in vivo-Konsequenzen der Akkumulation von DNA-
Schéaden im Ercc1-Mausmodell.

Bei der Untersuchung zur Rolle von AATF im Kontext von R-loops wird die Lokalisation von
AATF und DNA/RNA Hybriden auf subzellularer Ebene in humanen U20S TREX RNase H1
(D210N) GFP Zellen, in denen eine inaktive, und damit R-loop bindende, aber nicht aufldsende
Mutante der Ribonuklease H1 induzierbar ist und einer humanen Zelllinie, die GFP-markiertes
AATF Uberexprimiert, studiert. Um neben AATF weitere Interaktoren, die im R-loop-Komplex
von Relevanz sein kdnnten, aufzudecken, wird weiterhin das R-loop-Interaktom in humanen
U20S Zellen massenspektrometrisch analysiert. Dabei soll es vor allem um den Vergleich
dieses Interaktoms mit den Genen/Proteinen, die unter einem zellularen Knockout von AATF
an den R-loop-Komplex binden, gehen. Ziel dieser Analyse ist es, ein besseres Verstandnis
der Rolle AATFs im R-loop Netzwerk zu erlangen, und auf weiteres Verhalten der Hybride und
AATFs im Rahmen von DNA-Schaden schlieRen zu kdnnen. Da AATF auch im primaren Zilium
lokalisiert ist, kbnnen in diesem Kontext mdglicherweise auch Hinweise auf Verbindungen
zwischen Zilien und zilidren Signalwegen mit R-loops aufgedeckt, und durch AATF vermittelte
Vorgange der Fibrogenese bei NPH verstanden werden.

Interessanterweise weisen Mause mit einem konditionalen Knockout von Ercc1 in
Tubulusepithelzellen der Niere (Ercc1*°) einen durch renale Fibrose gepragten degenerativen
Phanotyp auf. In diesem Modell wird im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit der
Zusammenhang zwischen DNA-Damage Reparaturdefekten und Nierenfibrose unter dem
Ausschluss systemischer Effekte in vivo untersucht. Zunachst werden dabei biometrische
Daten und laborchemische Parameter der Versuchstiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten
erhoben und histopathologische Nierengewebeveranderungen analysiert. Dann werden, der
Hypothese folgend, dass Vorgange wie Seneszenz und programmierter Zelltod zur
Entstehung des fibrotischen Phanotyps beitragen, Experimente auf Proteinebene und an
histologischen Gewebeschnitten zur genaueren Aufschlisselung dieser Teilprozesse
durchgefuhrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller Produkthummer
96-well plate gPCR/ Fast Applied Biosystems 4346907
Thermal Cycling Plates 96

well 0,1 ml

96-well Platte mit Greiner 655180
durchsichtigem Boden (BCA

Assay)

adhasive gPCR Folie Sarstedt 95.1999
Biosphere Pipettenspitzen Sarstedt 70.1116.210
mit Filter 10 pl, steril

Biosphere Pipettenspitzen Sarstedt 70.762.211
mit Filter 1000 pl, steril

Biosphere Pipettenspitzen Sarstedt 70.760.211
mit Filter 200 pl, steril

Deckglaser (rund, 12/18 mm | Menzel CB00120RAC/CB00180RAC
Durchmesser) Nr. 1,5

Falcons (Polypropylen Greiner 227261
konisches Roéhrchen) 15 mL

Falcons 50 mL Greiner 188271
Filterpapier/ Whatmanpaper/ | Sartorius FT-2-521-580600 G
Blotting papier

Gelkassetten 1 mm Novex NC2010
Histosetten®I zur Simport M499/11
Paraffineinbettung

Nitrilhandschuhe S Abena 224685
Objekttrager mit Mattrand, Engelbrecht K123
geschnitten (76x26 mm, 3x1

inch)

PAP-Pen Liquid Blocker (5 Plano L4197

mm)

Parafilm ,M* Brand 163-9170002
Phiolen zur Sarstedt 72.377
Kryokonservierung von

Zellen

PVDF-Membran Immobilon | Millipore IPFLOO010
FL

PVDF-Membran Immobilon | Millipore IPVHO00010
P

gPCR Reagenzgefall 0,2 ml | Sarstedt 72985002
gPCR Reagenzgefalldeckel | Sarstedt 65989002
Reagiergefald (1,5 ml) Sarstedt 72690
Reagiergefall (2 ml) Sarstedt 72691

Safe Lock Reagenzgefaly Eppendorf 0030 123.328

(1,5 ml)
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Stripetten 10 ml Corning 4101
Stripetten 25 ml Corning 4251
Stripetten 50 ml Corning 4501
Stripetten 5 ml Corning 4051
tC18 Cartridges (Stage Tips) | Sep-Pak WAT036790
TipOne Pipettenspitzen, Starlab S1111-3700
wiederbeflllbar 10 pl
TipOne Pipettenspitzen, Starlab S1111-6700
wiederbeflllbar 1000 pl
TipOne Pipettenspitzen, Starlab S1111-1700
wiederbeflllbar 200 pl
TipOne sterile Starlab S1110-3810
Pipettenspitzen 0,1-10 pl
TipOne sterile Starlab S1111-6811
Pipettenspitzen 101-1000 pl
TipOne sterile Starlab S1111-1816
Pipettenspitzen 1-200 ul
Unsterile Pipettenspitzen Starlab S1110-3700
10/20 pl
Unsterile Pipettenspitzen Starlab S1111-6701
1000 pl
Unsterile Pipettenspitzen Starlab S1111-1700
200 pl
Westernkamme (10 well, 1 Thermo Fisher NC3010
mm) far Polyacrylamidgele
Wiegeschalchen (89 x 89 Roth 2150.1
mm)
Zellkulturplatten 12 well Corning 3513
Zellkulturplatten 24 well Corning 3257
Zellkulturplatten 6 well Corning 3516
Zellkulturschalen 10 cm Corning 430167
Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien
3.2 Ausstattung/Laborgerate
Autoklav Systec V-150
Axiovert Mikroskop Zeiss 200M
Block Thermostat VWR 460-0350P
Confokales Mikroskop/ Zeiss LSM 710
Axiobserver
Cycler Applied Biosystems 7900 HT
Elektrophorese-Netzteil Consort (Sigma-Aldrich) 2337447
Fusion Solo PeqglLab 60-FU-Solo
Chemiluminometer
Hamilton Pipette (50 pl) VWR 549-1155
Kreisschuttler IKA 0002980200
Mikrotom Leica RM2235
Mikrowelle Severin MW7809 19CW
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Minizentrifuge VWR 521-2844

Mithras multimodaler Platten | Perkin Elmer 2300-0000

Reader EnSpire (BCA)

MJ Mini Personal Thermal BIO-RAD MMO005670

Cycler (RNA)

Multichannelpipette (8 VWR 613-0887

Kanale) 30 — 300 pl

Nanodrop PeqlLab 1000

Spectrophotometer

Netzteil PowerPac HC BIO-RAD 1645052

(Transfer)

Pinzette fur Deckglaser VWR 232-0111

Pipetboy acu Integra 613-4428

Pipetten Gilson P2, P10, P20, P100, P200,
P1000

Precellys 24 Homogenisator | Bertin Tecnologies 432-3750

Real-Time PCR System Applied Biosystems/ Thermo | 7900HT

Fisher

Rollermixer fur Falkons

Stuart™ (Aldrich)

Z675113-1EA

Rotations-Vakuum- Christ Martin™ 12314073
Konzentrator RVC 2-25

Semi-Dry Elektroblotting PeqglLab

System (Transferkammer)

Slidescanner Leica SCN400

Sterile Hood SCANLAF Class 2 Mars B2
Temperierbare Zentrifuge Eppendorf 2262140-8

5415 R

Temperierbare Zentrifuge Eppendorf 2262180-7
5417R

Temperierbare Zentrifuge Eppendorf 5428000410
5430R

Thermoschuttler Grant 80076-377
Tischzentrifuge fur PCR Mini | VWR 521-2844

Star Silverline

Tuberoller Neolab D-8400
Uberkopfschiittler Elmi ELME10030
Ultraschall-Homogenisator Brandson EDP100214239R (250/450)
Digital Sonifier ®

Ultraschall-Homogenisator Bandelin HD2070

Sonoplus

Vakuum Saugpumpe
Zellkultur

Hettich Benelux

HETTBE_29004B

Vortex Mixer/ Schittler VWR 444-1372
Wasserbad 37°C GFL 1003
Wasserbad zur Leica HI1210

Paraffinschnittherstellung
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XCell SureLock Invitrogen 100601-1408
Elektrophoresesystem
Zellkulturinkubator Binder BD115
Tabelle 2: Ausstattung/Laborgerate
3.3 Softwares und Programme
Software Hersteller Version
DataAssist Applied Biosystems 2.01
FusionCAPT Vilber Lourmat 15.16
GraphPad Prism Graphpad Software, Inc. 6.07
ImageJ/Fiji Wayne Rasband 1.49h
ImageScope Aperio 12.0.1.5030
Microsoft 365 Microsoft 2021
Nanodrop 1000 Thermo Scientific 3.7
RQ Manager Applied Biosystems 1.21
SDS Software Applied Biosystems 24
ZEN Zeiss 3.0
MaxQuant Max Planck 1.5.5.1
Perseus Max Planck 1.5.53
Tabelle 3: Softwares und Programme
3.4 Chemikalien/Reagenzien und Losungen
Name Hersteller Produkthummer
ABC-Reagenz Vector labs PK 7100
Acetic Acid (Essigsaure) Sigma (Fluka) 49199
Acetonitrile (ACN) AppliChem 701881.1611
Agarose Sigma A9539
Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich A6141
Ammoniumpersulfat (APS) Applichem A1142,0250
Bovines Serum Albumin (BSA) | Sigma A9418
Bromphenolblau Roth A512
CaCl2 0,25 M Merck 10035048
Chloroform Merck 1.02445.1000
Citric Acid Roth 1818.1
Citric Acid Monohydrat >99,5% | Fluka 27490
Coumarinsaure 90 mM Sigma C9008
D(+)-Saccharose Roth 4621.1
DAB-L6sung Thermo Scientific 34002
Dithiothreitol (DTT) Thermo Fisher R0862
DMSO (Dimethylsulfoxid) AppliChem A3672.0100
dNTPs 100 mM Thermo Fisher R0182
Doxyzyklin Hyclat AppliChem A2951.0025
Dulbecco's Modified Eagle Gibco=ThermoFisher 31966-021
Medium DMEM (1x) Glutamax
Ethanol 299.9% Roth 9065
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Ethylen glycol-bis(2- Sigma-Aldrich E4378-100G

aminoethylether)-N,N,N’,N’-

tetraacetic acid (EGTA)

Ethylendiamin-tetraacetic acid | Sigma E5134-250G

(EDTA) 99%

Ethylenediaminetetraaceticacid | Sigma 60-00-4

disodium salt dehydrate

(EDTA)

Fetales Bovines Serum (FBS) | Gibco (by life technologies | 10270-106
™)

Formaldehyd 37% Th. Geyer 4979.1

Formic Acid ~98% Sigma (Fluka) 94318

(Ameisensaure)

Glycerol Roth 3783

HEPES 1 M Sigma H0887

Histomount National Diagnostics HS-103

Hydroxyurea 10 mM Sigma-Aldrich H8627

Hygromycin B Gold 100 mg/ml | InvivoGen Ant-hg-5

lodoacetamide Merck 8.04744.0025

Incidin PLUS Igefa 225194

Incuwater-Clean AppliChem A5219,0100

Isopropanol Roth 5752.3

Kaliumchlorid (KClI) Sigma/Roth P5405/6781

KH2PO4 Sigma P5655

LC-MS-grade Wasser zur Merck 1.15333.2500

Chromatographie

Lipofectamin® RNAIMAX Thermo Scientific 13778150
Transfektionsreagenz

Luminol 250 mM in DMSO Sigma (ehem. Fluka) 09253
Magnesium Sulfat Heptahydrat | Roth P027
Mayer’'s Haematoxylin Sigma-Aldrich MHS 128-4L
Methanol 299.9% Roth 4627
MgCl, Merck 1.05833.0250
N,N,N’,N’- Roth 2367.3
tetramethylethylenediamin

(TEMED)

NasVO4 (Stock 0,1 M) Sigma S6508
Phosphatase Inhibitor 2 mM

geldst in H20

Natrium Acetat Merck 6268
Natrium Acid 99% Roth K305.1
Natrium(di-)hydrogenphosphat | Sigma S9390
heptahydrat (Na,HPO,)

Natriumchlorid (NaCl) Sigma S5886
Natriumdeoxycholat (Na-DOC) | Sigma D6750
Natriumhydroxid (NaOH) 2 N Roth T135
NEB 2.1 (10X) NewEngland Biolabs B72025
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Normal Donkey Serum (NDS) | Jackson Immunoresearch | 017-000-121
Opti-MEM® Gibco/Invitrogen 31985-074
PageRuler™ Plus, Thermo Scientific 26620
vorgefarbter Proteinmarker 10

— 250 kDa

Paraformaldehyd (PFA) 4% Sigma P6148
Penicillin/Streptomycin 10 000 | Gibco 15140-122
U/ml

Periodsaure 99% Roth 3257
Phenol (TriReagent) Sigma T9429-200ML
PIM (Protease Inhibitor Mix) Roche 11836145001
PMSF (Stocklésung 1 mg/mL) | AppliChem A0999
Protease Inhibitor, in Ethanol

gel6st auf 44 pg/ul

Polyacrylamid Roth T802.1
Power SYBR® Green PCR Thermo Fisher Scientific 4367659
Master Mix

Prolong Diamond Antifade Invitrogen (ThermoFisher) | P36971
Mountant (Eindeckmedium) mit

DAPI

Puromycin InvivoGen ant-pr-1
Ribonuklease A 10 mg/ml AppliChem A2760
RNase freies Wasser Invitrogen 10977-035
Rotiblock (10x) Roth A151.2
Schiff's Reagenz VWR 1.090.330.500
Sodium dodecyl sulfat (SDS) AppliChem A2263,0500
fur Transferpuffer

Sodium dodecyl sulfat-Pellets | Roth CN30.3
(SDS) fur Laufpuffer

Tetrazyklin-freies FBS Clonetech 631106
Trinatrium-citrate-dihydrate Roth HN12.4
299%

Tris-Base (Trizma® base) Sigma T1503
Tris-HCL (Hydrochlorid) Roth 9090.3
Triton-X Merck 1086431000
Trypsin-EDTA (1X) 0,05% Gibco 25300096
Tween®-20 Caesar & Lorentz 3472

Urea Sigma-Aldrich u1250
Wasserstoffperoxid H,O, 30% | Roth 8070.2
Xylol 298% Geyer 0371.5000
Zirkonia/Glas Kigelchen, 1mm | Roth N035.1

Durchmesser

Tabelle 4: Chemikalien/Reagenzien und Lésungen
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3.5 Kits/Assays

Kit/Assay Hersteller Produktnummer
Avidin/Biotin blocking kit Vector Labs SP-2001
(Vector sp2001)
High-Capacity cDNA Applied Biosystems/ Thermo | 4368813
Reverse Transcription Kit Fisher
inkl. MultiScribeTM Reverse
Transkriptase 50 U/uL
MycoPCR Mycoplasmen- Promokine PK-CA91-1096
Detektionskit I/C
Pierce™ BCA Pierce TM 23227
(Bichinchoninic Acid) Protein
Assay Kit inkl. BCA
Reagenz A/B
Rodent Polymer Mouse on Vector Labs PK-2200
Mouse (M.O.M.®) Elite®
Peroxidase blocking Kit
Super Signal® West Femto | Thermo Scientific 34045
maximum Sensitivity
Substrate
Tabelle 5: Kits/Assays
3.6 Primare Antikorper
Antigen Wirt Klonalitidt | Hersteller Produktnummer | Verwendung
(Verdiinnung)
AATF/Che- | Kaninchen | polyclonal | Geschenk - IF (1:200)
1 von Maurizio
Fanciulli,
Rom, ltalien
(Fanciulli et
al. 2000)®
Cleaved Kaninchen | polyklonal | CellSignaling | 9661 IHC (1:500)
Caspase 3
(Asp 175)
DNA-RNA | Maus monoclonal | Kerafast ENHO001 IF (1:400)
Hybrid
(S9.6)
GFP (FL) | Kaninchen | polyclonal | SantaCruz sc-8334 WB (1:1000)
Histone Kaninchen | polyklonal | CellSignaling | 2595 WB (1:1000)
H2A.X
P16 (M- Kaninchen | polyklonal | SantaCruz Sc-1207 IHC (1:200)
156)
P16INK4a | Maus monoklonal | Abcam ab54210 IHC (1:200)
P21 Maus monoklonal | SantaCruz Sc-817 IHC (1:200)
P21 (H- Kaninchen | polyklonal | SantaCruz Sc-756 IHC (1:200)
164)
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Phospho- | Kaninchen | polyklonal | CellSignaling | 2577 WB (1:1000)
Histone IF (1:500)
H2A.X
Ser139
B-Tubulin Kaninchen | polyklonal | SantaCruz sc-9104 WB (1:500)
(H-235)
Tabelle 6: Primare Antikorper
3.7 Sekundare Antikorper
Antigen/ Tag Wirt Klonalitat | Hersteller | Produkt- Verwendung
Epitop nummer (Verdiinnung)
Kaninchen- | HRP Ziege | polyklonal | Dako P0448 WB (1:30 000)
IgG (H+L) IHC (1:500)
Kaninchen- | Cy™3 Esel polyclonal | Jackson 711-165- IF (1:400)
IgG (H+L) Immuno 152
Research
Kaninchen- | Cy™5 Esel polyklonal | Jackson 715-175- IF (1:500)
IgG (H+L) (DL649) Immuno 150
Research
Maus-1gG Biotin Esel polyklonal | Jackson 715-065- IHC (1:500)
(H+L) Immuno 151
Research
Maus-1gG HRP Ziege | polyklonal | Dako P0447 IHC (1:500)
(H+L)
Maus-1gG Cy™3 Esel polyclonal | Jackson 715-165- IF (1:400)
(H+L) Immuno 150 IF S9.6 (1:500)
Research

Tabelle 7: Sekundare Antikorper

3.8 Antikorperverdiinnung

AATF

Immunfluoreszenzfarbung (IF) U20S
AATF/GFP.GFP TALEN mit S9.6 und

2% BSA/PBS

AATF

Immunfluoreszenzfarbung (IF) U20S
TREX RNase H1 (D210N) GFP mit

0,5% Triton-PBS (Primarantikorper zusatzlich + 5%
NDS)

Immunhistochemie (IHC)

1% BSA/TBS

Western Blot (WB)

Proteinwaschpuffer (300 mM NaCl, 30 mM Tris,
0,3% Tween-20 (v/v))

Tabelle 8: Antik6rperverdiinnung

Die Durchflihrung der Versuche erfolgte,

falls nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur.

Die beschriebenen Lésungen wurden, falls nicht anders angegeben, in ddH,O angesetzt.

3.9 Zellkultur

Die fur die Experimente verwendeten immortalisierten Zellen wurden fur bis zu 10 Passagen
auf 10 cm-Zellkulturschalen in 37°C warmen Inkubatoren bei einem stabilen CO,-Partialdruck
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von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 95% aufbewahrt. Je nach Zelllinie wurden durch die
Verwendung unterschiedlicher Medien optimale Wachstumsbedingungen gewahrleistet.

Die Kultivierung humaner U20S Wildtyp Zellen (human bone osteosarcoma epithelial cells)
erfolgte in DMEM(1X)Glutamax Medium mit Zusatz von 10% fetalem bovinen Serum (FBS).
Dem Medium der U20S TALEN Zellen mit integriertem GFP-AATF bzw. GFP (Kontroll)-
Konstrukt wurde zusatzlich 2 ug/ml Puromycin hinzugeftigt. Die U20S RNaseH1(D210N) GFP
Zellen wuchsen unter 1 pg/ml Puromycin und 50 upg/ml Hygromycin Selektion in
DMEM(1X)Glutamax mit 10% tetrazyklinfreiem FBS und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin.

Die Arbeit an den Zellen erfolgte stets an Sicherheitswerkbanken mit Abzugshauben unter
sterilen Konditionen, indem Gerate und Materialien sowie Arbeitsflachen vor und nach der
Benutzung mit 70%igem Ethanol desinfiziert und ausschlief3lich steril filtrierte und autoklavierte
Losungen verwendet wurden. Zum Erhalt der Zellen wurden diese konfluenzabhangig in
regelmafiigen Abstdnden auf neue Zellkulturschalen verteilt. Dazu wurde zunachst bei
Raumtemperatur das Medium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt, daraufhin ein kurzer
Waschschritt mit PBS durchgefiihrt, und dann 1 ml 0,05%iges Trypsin-EDTA hinzugegeben,
welches nach 5 Minuten Inkubation bei 37°C die Adharenz der Zellen am Boden der Schale
aufgeldst hatte. Durch Zugabe von 9 ml des auf 37°C vorgewarmten Mediums der jeweiligen
Zelllinie konnte die Zellsuspension aufgenommen und in einer Verdiinnung von 1:10-20 auf
neue Zellkulturschalen verteilt werden.

1XPBS-Puffer (Phosphat Buffered Saline) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Naz;HPO4,
2 mM KH2PO4 (zur Zellkulturarbeit steril

gefiltert)

Tabelle 9: Zusammensetzung PBS-Puffer

Zelllinien

U20S AATF.GFP TALEN Zellen

NephroLab, Kdln

U20S GFP.GFP TALEN Zellen (ctrl)

NephroLab, Kbln

U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP

Pavel Janscak, Zurich

U20S wt

NephroLab, Kdln

Tabelle 10: Zelllinien

Zellkulturmedien

U20S wt

Dulbecco's Modified Eagle Medium DMEM
(1X) Glutamax, 10% FBS (v/v)

U20S AATF/GFP.GFP TALEN

Dulbecco's Modified Eagle Medium DMEM
(1X) Glutamax, 10% FBS (v/v)

Zusatz:

2 pg/ml Puromycin

U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP

Dulbecco's Modified Eagle Medium DMEM
(1X) Glutamax, 10% tetrayzklinfreies FBS
(v/v), 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
Zusatze:

1 pg/ml Puromycin

50 pg/ml Hygromycin B

Tabelle 11: Zellkulturmedien
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3.9.1 Zellen einfrieren und auftauen

Zur Kryokonservierung wurden die trypsinisierten Zellen mit 9 ml des jeweiligen
Zellkulturmediums versetzt und in einem 15 ml Reagenzréhrchen bei Raumtemperatur 5
Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml
zelllinienspezifischem Einfriermedium resuspendiert und zigig in eine Kryophiole transferiert,
um dann mit Hilfe eines Gefrierbehalters langsam und gleichmaRig auf -80°C abgekulhlt zu
werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen schnell auf 37°C erwarmt und in ein 15 ml Reagenzréhrchen
mit 5 ml frischem, warmen Medium transferiert, um dann bei Raumtemperatur 5 min bei 1000
rpm zu einem Pellet herunterzentrifugiert zu werden. Nach der Aspiration des DMSO-haltigen
Uberstandes wurde das Pellet erneut in 10 ml warmem Medium resuspendiert und die Zellen
wurden auf einer 10 cm Zellkulturschale ausgesat. Fur neu aufgetaute Zellen wurde
routinemaflig mit einem Mycoplasmendetektionskit (Promokine) eine PCR zum Ausschluss
einer Mykoplasmeninfektion durchgefihrt.

Einfriermedien
U20S AATF/GFP.GFP TALEN 70% FBS (v/v)

20% U20S AATF/GFP.GFP TALEN
Zellkulturmedium (v/v)

10% DMSO (v/v)

U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP 80% U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP
Zellkulturmedium (v/v) mit tetrazyklinfreiem
FBS
20% DMSO (v/v)

U20S wt 50% FBS (v/v)

40% U20S wt Zellkulturmedium (v/v)
10% DMSO (v/v)

Tabelle 12: Einfriermedien

3.9.2 Transfektionen durch Lipofektion zur RNA-Interferenz

Zur temporaren Ausschaltung von Genen wurden U20S Wildtyp und U20S AATF-GFP
TALEN sowie U20S GFP-GFP TALEN Zellen durch Lipofektion mittels small interfering RNAs
(siRNAs) transfiziert. Durch die lipophile Eigenschaft von Zellwanden koénnen siRNAs
enthaltende Lipidkomplexe per Endozytose von Zielzellen aufgenommen werden und die
spezifischen siRNAs intrazellular an die zum Zielprotein komplementare mRNA binden.

Die durch enzymatische Spaltung durch eine Endoribonuklease (Dicer) gebildete
doppelstrangige siRNA wird zytosolisch vom RISC-Komplex (RNA induced silencing complex)
gebunden, welcher daraufhin die komplementdaren mRNA-Strange abbaut, so dass die
Expression des Zielproteins verhindert wird.

In einem 1,5 ml Reagenzgefald wurden dazu Optimem, Lipofectamine RNAimax und die
jeweilige siRNA im Verhaltnis 1000:15:6 vermischt, wobei zunachst die Halfte des bendtigten
Optimems mit Lipofectamine RNAimax und die andere Halfte mit den siRNAs vermischt und
dann beide Lésungen zusammengemischt wurden. Nach einer 20-mindtigen Inkubationszeit,
in der sich durch die anionischen Eigenschaften der Phosphatgruppen der Nukleinsauren und
die kationischen Eigenschaften der Lipide Mizellen bildeten, wurde die Transfektionsldésung
gleichmaRig im Zellkulturmedium der zu ftransfizierenden Zellen verteilt. Je nach
Verwendungszweck, wurden Zellen mit einer Konfluenz von 50-70% in 10 cm
Zellkulturschalen, 6-, 12- oder 24-well-Platten mit oder ohne Deckglaser kultiviert. Nach einer
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Inkubationszeit von 48 Stunden wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden zum
Beispiel fur Immunfluoreszenzfarbungen fixiert oder geerntet. Fir jede Transfektion wurde
parallel eine Kontrolltransfektion mit SiCtrl RNA durchgefiihrt, in welcher die Expression des
Zielproteins konstant blieb.

ON-TARGETplus SMARTpool siRNA

Sequenzen (5> 3)

Ctrl siRNA/Non-targeting pool 20 nmol UGGUUUACAUGUCGACUAA

Dharmacon (D-001810-10) UGGUUUACAUGUUGUGUGA
UGGUUUACAUGUUUUCUGA
UGGUUUACAUGUUUUCCUA

humane AATF siRNA 5 nmol CAAGCGCUCUGUCUAUCGA

Dharmacon (L-004373-00) GUGAUGACCUUCUCUAGUG
GCACUUAAAGCAUUGUUGA
CCAGGGUGAUUGACAGGUU

humane AQR siRNA 5 nmol CGUCAUGAACGUCGAAUUU

Dharmacon (L-022214-01) GCUUACAGCUGGCACGAUU
GGAUGGAUUUAGCCGACUA
UAGAAGAAGUCAAACGAUU

Tabelle 13: siRNA Sequenzen

3.9.3 Induktion der RNaseH1-GFP mit Hilfe des T-REx™ Systems

Das in die U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP Zelllinie integrierte T-REx™ System
ermoglicht die Induktion einer inaktiven Ribonuklease H1-Mutante mittels Tetrazyklinen. Das
System nutzt dazu regulatorische Elemente des nativen Tet Operons'4''5  Die
Hauptbestandteile des Systems sind der induzierbare Expressionsvektor des zu
untersuchenden Gens, welcher durch einen starken CMV-Promoter''®'"” mit zwei Tet
Operator 2 Seiten kontrolliert wird, und ein regulatorisches pcDNA6 Plasmid, das unter dem
CMV-Promoter fur Tetrazyklin fur den Tet Repressor kodiert. Zur Induktion der Ribonuklease
H1 mit D210N-Mutation wurde Doxyzyklin Hyclat in der Konzentration 1 ng pro ml
Zellkulturmedium in die subkonfluenten Zellkulturschalen gegeben und flir 24 Stunden bei
37°C inkubiert.

3.9.4 Induktion von DNA-Schaden

Um in den Zellen Schaden an der DNA zu verursachen, wurde Hydroxyurea verwendet. Das
Zytostatikum wurde in einer Konzentration von 10 mM ins Zellkulturmedium gegeben und fur
16 Stunden bei 37°C mit den Zellen inkubiert.

3.9.5 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Darstellung der intrazelluldren Lokalisation von
Proteinen und anderer Strukturen, gegen deren spezifische Epitope Primarantikérper gerichtet
sind. Durch Bindung fluoreszenzmarkierter Sekundarantikérper an die Primarantikérper wird
das Signal mikroskopisch sichtbar. Die fur die Immunfluoreszenzfarbung verwendeten Zellen
wurden in 24- oder 12-well-Zellkulturplatten auf runden Deckglasern mit einem Durchmesser
von 12 bzw. 18 mm ausgesat und entweder unbehandelt oder nach einer Lipofektion oder
Zytostatikabehandlung bei einer 70-90%igen Konfluenz weiterverarbeitet. Aufnahmen der
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Zellen erfolgten unter Verwendung des 63x Immersionsobjektivs mit dem konfokalen
Mikroskop LSM710 von ZEISS.

3.9.5.1 Immunfluoreszenzfarbung U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP mit
AATF-Antikorper

Um AATF, ein vorrangig nukleares, Chromatin-gebundenes Protein besser darstellen zu
konnen, wurde eine Praextraktion der Zellen durchgefiihrt!''®'®, Dadurch kann das Signal
zytosolischer, nicht Chromatin-gebundener Proteine vermindert werden. Hierzu wurden die
Zellen nach einem kurzen Waschschritt mit PBS zur Praextraktion 10 Minuten auf Eis mit CSK-
Puffer inkubiert und daraufhin 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 4% PFA (Paraformaldehyd)
fixiert. Nachdem die Zellen drei weitere Male mit PBS gewaschen wurden, folgte ein
funfminutiger Permeabilisationsschritt mit 0,5%igem Triton in PBS. Daraufhin wurden die
Zellen 30 Minuten in Blockpuffer mit 5% Eselserum geblockt, um unspezifisches
Hintergrundsignal mdglichst gering zu halten. Zur Inkubation mit Primarantikdrpern in den
oben angegebenen Verdinnungen wurden die mit den Zellen bedeckten Deckglaser Uber
Nacht bei 4°C in einer angefeuchteten Farbekammer gelagert.

Danach wurden die Zellen drei Mal fur jeweils 5 Minuten vorsichtig in PBS gewaschen und 1
Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln in im Verhaltnis von 1:400 in 0,5%igem Triton-PBS
verdinnten jeweiligen speziesspezifischen Sekundarantikérpern inkubiert. Darauf folgten drei
weitere kurze Waschschritte in PBS, woraufhin die Deckglaser mit einem DAPI-haltigem
Eindeckmedium auf Objekttragern fixiert wurden.

CSK(Praextraktions)-Puffer 300 mM D(+)-Saccharose, 50 mM NaCl, 1
mM EDTA, 3 mM MgCl,, 25 mM HEPES,
0,5% Triton x-100 (v/v) in Aqua dest.

Permeabilisationspuffer 0,5% Triton x-100 (v/v) in 1XPBS
IF-Blockpuffer 3% NDS (v/v), 0,5% Triton x-100 (v/v) in
1XPBS

Tabelle 14: Zusammensetzung IF-Puffer

3.9.5.2 Immunfluoreszenzfarbung U20S AATF/GFP.GFP TALEN mit S9.6 und
AATF

Nach einem kurzen Waschschritt mit PBS wurden 0,5 ml Methanol in jedes Well gegeben und
die Zellen zur Fixation 5 Minuten bei -20°C inkubiert. Nachdem das Methanol entfernt wurde,
erfolgten drei Waschschritte mit PBS. Um spater ein spezifisches Signal fir R-loops
(DNA/RNA Hybride) mittels des S9.6 Antikdrpers zu erhalten, wurden die Zellen 30 Minuten
bei 37°C mit 3 pg/ml Ribonuklease A (AppliChem, A2760) in RNaseA-Puffer inkubiert, so dass
einzelstrangige RNA abgebaut wurde. Zur weiteren Reduktion des Hintergrundsignals wurden
die Zellen fur 4 Stunden bei Raumtemperatur in 2% bovinem Serum Albumin (BSA) in PBS
geblockt. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit Primarantikbrpern Uber Nacht und den
jeweiligen Sekundarantikérpern analog zur Immunfluoreszenzfarbung der U20S TREX RNase
H1 (D210N) GFP-Zellen (s. 0.). Die Verdunnung der Antikérper erfolgte in 2% BSA in PBS.

RNaseA-Puffer 500 mM NaCl, 1% 10XNEB 2.1 (v/v) in Aqua
dest.

Tabelle 15: Zusammensetzung RNaseA-Puffer
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3.10 Protein Biochemie
3.10.1 Zellen ernten und lysieren mit RIPA-Puffer

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen nach einem kurzen Waschschritt mit PBS
bei Raumtemperatur durch die Zugabe weniger Tropfen 0,05%igen Trypsin-EDTAs (5 Minuten
Inkubation bei 37°C) vom Boden der Zellkulturplatte geldst. Durch Zugabe von 1 ml kaltem
PBS (pro Well bei 6-well-Platten) bzw. 3 ml PBS (in 10 cm Zellkulturschalen) konnten die
Zellen aufgenommen und in ein Reagenzgefald transferiert werden. Dieses wurde dann 5
Minuten bei 4°C und 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand des entstandenen Pellets wurde
vorsichtig mit einer Vakuumpumpe abgenommen. Das Pellet wurde daraufhin in 1 ml kaltem
PBS resuspendiert und in einem 1,5 ml Reagenzgefald nochmals 5 Minuten bei 4°C und 1000
rom herunterzentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen wurde, wurden 40 pl 4°C
kalter RIPA-Puffer mit Protease- und Phosphataseinhibitoren auf das Pellet gegeben. Nach
15-30 Minuten Lyse bei 4°C wurden die Proben 90 Sekunden lang (1 circ., 40% Power) per
Ultraschall homogenisiert.

RIPA-Zelllysis-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,5 mM
EGTA, 1% Triton x-100 (v/v), 0,1% Na-DOC
(v/v)

Zusatze zur Zelllyse flr Western Blot: + 2 mM NazVOs + 4,4 pg/ml PMSF

Tabelle 16: Zusammensetzung RIPA-Puffer

3.10.2 Proteinkonzentrationsmessung

Um die Proteinkonzentration der Proben einander anzugleichen, wurde im Anschluss an die
Zelllyse ein BCA-Assay zur Quantifizierung der totalen Proteinmenge der Proben
durchgefuhrt. Dazu wurde das Pierce™ BCA (Bicinchoninic acid) Protein Assay Kit von
Thermo Scientific verwendet. Neben einer Serumalbumin-Standardverdinnungsreihe, welche
nach Angaben des Herstellers zubereitet wurde, wurden je 5 pl der vorher im Verhaltnis von
1:100 verdlnnten Proben in Triplikaten in Wells einer 96-well-Platte mit durchsichtigem Boden
pipettiert. Die BCA Losung B und BCA Losung A wurden in einem Verhaltnis von 1:50
vermischt und je 150 pl pro Well hinzugegeben. Nach einer 15-sekiindigen Vermengung der
Reagenzien bei 300 rpm auf einem Schuttler wurde die Platte fur 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die in den Reagenzien befindliche Bicinchonicsaure reagierte wahrenddessen durch
Chelatbildung mit in der Biuret-Reaktion durch die Proteine im alkalischen Medium
freigesetzten Kupfer-Kationen in einer Farbreaktion lila. Die daraufhin bei 560 nm mittels
Mithras LB 940 Microplate Reader gemessene Absorption wurde in Relation zu den
Absorptionen der Protein-Standardverdiinnungsreihe gesetzt.

Wenn die Lysate als Proben fur Western Blot weiterverwendet werden sollten, erfolgte eine
Normalisation der Konzentrationen durch entsprechende Verdinnung mit RNasefreiem
ddH,O. Nach Aufbereitung der Proben mit 2X bzw. 5X Lammli+ DTT (Dithiothreitol) konnten
die Proben bei -20°C gelagert werden oder zur Denaturierung 5 Minuten bei 95°C aufgekocht,
1 Minute bei 14000 rpm herunterzentrifugiert und direkt aufs Westerngel geladen werden. Das
im Lammlipuffer enthaltene DTT spaltet als Reduktionsmittel Disulfidbriicken im Protein, so
dass tertiare Faltstrukturen aufgeldst werden. Das Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) verleiht den
Proteinen unabhangig von ihrer eigenen Ladung eine negative Gesamtladung.

2X Lammlipuffer 100 mM Tris, 20% Glycerol (v/v), 4% SDS
(w/v), Bromphenolblau
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+100 mM DTT

5X Lammlipuffer 250 mM Tris, 50% Glycerol (v/v), 10% SDS
(w/v), Bromphenolblau

+100 mM DTT

Tabelle 17: Zusammensetzung Lammlipuffer

3.10.3 SDS Polyacrylamid Gel Elektrophorese und Immunoblotting

Mittels SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese und Western Blot lassen sich Proteine
ladungsunabhangig ihrer GréRe nach elektrophoretisch auftrennen und durch
Antikorperfarbung auf einer Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran sichtbar machen. Zur
Herstellung der Gele wurden 6 ml Trennpuffer mit 10% bzw. 15% Polyacrylamidgehalt in eine
Gelkassette gegeben und mit einer Schicht Isopropanol zur Vermeidung von Blasenbildung
abgedeckt. Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das Isopropanol entfernt und 1,7
ml Sammelpuffer mit 5% Polyacrylamidgehalt auf das Trenngel gegeben. 0,1% APS und
0,15% TEMED wurden den Puffern jeweils frisch hinzugesetzt. Das Sammelgel wurde mit
einem 1 mm Kamm versehen, welcher im Gel 10 Taschen zum Laden der Proteine aussparte.
Nach der Polymerisation wurden die Gele entweder direkt verwendet oder in feuchten Tlichern
bei 4°C gelagert. Zur Elektrophorese wurden die Gelkassetten in XCell SureLock™ Mini-Cell
Kammern, welche darauthin mit Laufpuffer gefillt wurden, eingesetzt. Mit einer
Hamiltonpipette wurden 3 pl des Proteinmarkers PageRuler Plus in eine Tasche und die
gewlnschte Menge an Proteinproben in die anderen Taschen gegeben. In einer 30-mindtigen
Sammelphase bei 70 V sammelten sich die Proben am unteren Ende des 5%igen SDS-
Sammelgels, in der darauffolgenden 90 bis 100-minutigen Trennphase bei 25 mA pro Gel
teilten sich die Proteine der GréfRe nach im Trenngel auf.

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine mittels Semi-Dry Verfahren an PVDF-
Tragermembranen gebunden. Dazu wurden das Gel und zwei Filterpapiere kurz in
Transferpuffer eingelegt und die PVDF-Membran 1 Minute in Methanol aktiviert, bevor die
Proteine bei einer konstanten Spannung von 12 Volt fir 1 Stunde vom Gel auf die PVDF-
Membran transferiert wurden. Zum Schutz vor Austrocknung wurden Gel und Membran
oberhalb und unterhalb von mit Transferpuffer getrankten Filterpapieren feucht gehalten. Im
Anschluss an den Transfer wurden die Membranen 1 Stunde in 5% BSA geblockt, um
unspezifische Bindungsstellen der Proteine abzusattigen. Nach dreimaligem Waschen in
Proteinwaschpuffer fir 10 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation im
Primarantikérper bei 4°C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurde erneut dreimal in
Proteinwaschpuffer gewaschen, um unspezifische Antikdrperbindungen zu entfernen. Danach
wurden die Membranen 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einem Meerrettichperoxidase-
gekoppeltem Sekundarantikdrper inkubiert.

Bevor die Proteine schlief3lich mittels ECL (enhanced chemiluminescence)-Losung A und B
im Verhaltnis 1:1 oder dem hochsensitiven Femto Substrat Kit mit einer Fusion-Solo™ Kamera
detektiert werden konnten, wurden die Membranen erneut dreimal gewaschen. Alle Block- und
Antikorperinkubationsschritte erfolgten in Reagenzréhrchen auf einem Rollermixer, so dass
die Lésungen sich gleichmaRig auf der Membran verteilen konnten.

Sammelgel (pH 6,8) 5% Polyacrylamid (v/v), 0,2% SDS (w/v), 250
mM Tris
+ 0,3% TEMED (v/v) + 0,2% APS (w/v)
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Trenngel (pH 8,8) 10%/15% Polyacrylamid (v/v), 0,2% SDS
(w/v), 750 mM Tris
+ 0,15% TEMED (v/v) + 0,1% APS (w/v)

Tabelle 18: Zusammensetzung Westerngele

Laufpuffer 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% SDS (w/v)

Transferpuffer 188 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% SDS (w/v),
15,2% Methanol (v/v)

Proteinwaschpuffer (pH 7,5) 300 mM NacCl, 30 mM Tris, 0,3% Tween-20
(viv)

Blockpuffer 5% BSA (w/v) in Proteinwaschpuffer

ECL (pH 8,5)

Losung A 100 mM Tris, 2,5 mM Luminol, 0,2 mM
Coumarinsaure in Aqua dest.

Lésung B 100 mM Tris, 0,01% H,O, (v/v) in Aqua dest.

Tabelle 19: Westernpuffer und Lésungen

3.10.4 Immunoprazipitation fiir die Massenspektrometrie

Zur Identifikation des R-loop-Interaktoms in U20S Zellen mit und ohne Knockdown von AATF
wurden pro Kondition Zellen von je 3 Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser unter den oben
beschriebenen Bedingungen geerntet und zusammengefligt. Alle Teilschritte der
Immunoprazipitation (IP) wurden auf Eis oder in einem auf 4°C temperierten Raum
durchgefuhrt. Zur Lyse wurden auf jedes Zellpellet 1200 pl des RNA-kompatiblen
Zellkernlysepuffers (angelehnt an den RSB+T-Puffer von Cristini et al.’®) mit je 48 pl PIM
(ohne EDTA) und 17,6 yl PMSF gegeben und grindlich resuspendiert, bis keine festen
Zellbestandteile mehr sichtbar waren. Nach einer Inkubationzeit von 10 Minuten wurden die
Proben mit dem Wasserbadsonifikator Bioruptor® pico diagenode fiur 2 Zyklen a 30 Sekunden
sonifiziert, so dass Chromatinfragmente einer Lange von ca. 200 bp entstanden. Nachdem die
Lysate zum Abbau einzelstrangiger RNA 1 Stunde bei 37°C mit Ribonuklease A (0,1ng/ug
genomische DNA) (AppliChem, A2760) inkubiert wurden, erfolgte ein 45-minutiger
Zentrifugationsschritt bei 14000 rpm, damit sich unldsliche Zellbestandteile am Boden des
Reagenzgefalles absetzten. Zuvor waren 30 yl magnetische Protein G Dynabeads mit 500 pl
R-loop IP-Puffer und 2 pg des jeweiligen Antikorpers versetzt worden und 1 Stunde auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert worden. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden,
wurden anschlieffend mit Hilfe eines die Beads bindenden Magneten der Puffer und die darin
befindlichen ungebundenen Antikérper entfernt und die Beads fur 3 Stunden mit 500 pl 0,5%
BSA in sterilem PBS geblockt. Zur Entfernung des BSAs wurden die Beads daraufhin einmalig
mit 700 yl R-loop IP-Puffer gewaschen, so dass schlielich 1000 pl Zelllysat zu den Antikdrper-
gekoppelten Beads hinzugegeben werden konnten. Wahrend einer 80-mindtigen Inkubation
auf dem Uberkopfschiittler konnten die antikérperspezifischen Chromatinfragmente und
Proteine binden. Danach wurde das Uberschissige Lysat mit Hilfe des Magneten entfernt und
4 Waschschritte mit je 700 yl R-loop IP-Puffer durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt
wurde der Puffer vollstandig entfernt und zlgig mit der Elution zur Vorbereitung der
Massenspektrometrie (MS) begonnen.

Zellkernlysepuffer 10 mM Tris-HCL (pH 7,5), 200 mM NaCl, 2,5
mM MgCl,, 0,5% Triton x-100 (v/v), 0,1%
SDS (w/v), 0,2% NaDOC (v/v) in Aqua dest.
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R-loop IP-Puffer 10 mM Tris-HCL (pH 7,5), 200 mM NaCl, 2,5
mM MgCl,, 0,5% Triton x-100 (v/v) in Aqua
dest.

Tabelle 20: Zusammensetzung IP Puffer fiir MS

3.10.5 Vorbereitung der Proben auf die Massenspektrometrie

Im Anschluss an die IP wurden 50 pl 8 M Ureapuffer auf jedes Beadpellet gegeben, um die
Antikérper, Proteine und Chromatinfragmente von den Beads zu l6sen. Wahrend dieses
zehnminUtigen Schrittes wurden die Proben in zweiminitigen Abstéanden auf einem Schiittler
durchmischt. Zur Reduktion der Proben wurde DTT in einer Endkonzentration von 10 mM zu
den Proben gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Um spater die
Identifizierung der Peptide zu erleichtern, wurden aufderdem, ebenfalls fir 1 Stunde im
Dunkeln, 50 mM IAA (lodoacetamide) hinzugegeben, um die Cysteinreste der Peptide zu
alkylieren. Der enzymatische Verdau der Proteine in Peptide erfolgte Gber Nacht (16 Stunden)
im Dunkeln durch Zugabe von 0,1 ng Trypsin zu jeder Probe. Zuvor war die Probe vierfach mit
50 mM Ammoniumbicarbonat verdinnt worden, um mit einer Ureakonzentration < 2 mM und
einem pH-Wert von ~8 optimale Bedingungen flr die enzymatische Aktivitat der Protease zu
schaffen. DTT, IAA und Trypsin wurden zum Erreichen der gewunschten Konzentrationen
ebenfalls in 50 mM Ammoniumbicarbonat verdinnt. Nach den 16 Stunden Inkubationszeit
wurde zur Ansduerung der Proben 98%ige Ameisensdure im Verhaltnis 1:200 zur Probe
hinzugegeben, so dass mit einer Konzentration von 0,5% Ameisensaure der pH-Wert wieder
unter 3 lag und der Verdau gestoppt wurde.

Um die Reagenzien jeweils gleichmalig zu verteilen, wurden die Proben nach jeder Zugabe
eines neuen Stoffes flir mehrere Sekunden auf einem Schuttler vermischt. Die Lagerung bis
zur Weiterverarbeitung erfolgte bei -80°C.

Ureapuffer 8 M Urea, 50 mM Ammoniumbicarbonat in
Aqua dest.

Tabelle 21: Zusammensetzung Ureapuffer

3.10.6 Stage Tipping

Besondere Relevanz in der Probenvorbereitung fur die Massenspektrometrie hat die
Entsalzung der Proben. Hierzu wurden die Beads zunachst mit Hilfe eines Magneten vom
fliussigen Anteil der Probe getrennt. Die Probe wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur und
14000 rpm herunterzentrifugiert, um Uberreste von Urea am Boden des Reagenzgefales zu
sammeln und ausschliellich die Bestandteile, welche sich in Lésung befanden, flrs
sogenannte Stage Tippen weiterwenden zu kdnnen.

Die verwendeten doppelschichtigen C18 Stagetips wurden mit je 25 pl Methanol equilibriert
und mit 25 yl MS-Puffer B (mit organischen Lésungsmitteln) angefeuchtet. Danach erfolgten
drei Waschschritte mit je 25 yl MS-Puffer A.

Um die FlUssigkeiten durch die Membranen zu leiten, wurden die Stagetips jeweils 1 Minute
bei 2300 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.

Nachdem die Vorbereitung der stage tips abgeschlossen war, wurden je 200 pl der Proben
geladen und per Zentrifugation (2 Minuten, 2500 rpm) an die Polymere der
Stagetipmembranen gebunden. Nach einem weiteren Wasch- und Zentrifugationsschritt mit
100 ul MS-Puffer A fur 3 Minuten bei 2300 rpm wurde ein neues Reagenzgefald verwendet,
um die mit 40 uyl MS-Puffer B aus den Stagetipmembranen ausgewaschenen Peptide
aufzufangen. Das Losen der Peptide von den Membranen erfolgte bei 1800 rpm fur 2 Minuten.
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SchlieBlich erfolgte ein 45-minlutiger Evaporationsschritt in einem Rotations-Vakuum-
Konzentrator, um zur gaschromatographischen Massenspektroskopie alle Flussigkeit aus den
Proben zu entfernen.

MS-Puffer A 0,1% Formic Acid (Ameisensaure) (v/v) in
MS-grade Wasser

MS-Puffer B 80% ACN (Acetonitrile) (v/v), 0,1%
Ameisensaure (v/v) in MS-grade Wasser

Tabelle 22: Zusammensetzung MS-Puffer

3.10.7 Massenspektrometrie und Auswertung

Die Proben wurden in der hausinternen Proteomics Facility gemessen und mit den Softwares
MaxQuant und Perseus bioinformatisch ausgewertet.

Zur Bestimmung von Gewicht und Ladung der Peptide wurde ein Quadrupol-Orbitrap-
basiertes QExactives Plus-Massenspektrometer von Thermo Scientific verwendet'?. Die
Dauer des Laufs betrug 2,5 Stunden.

Die gewonnenen Rohdateien wurden mit MaxQuant Version 1.5.5.1."2" unter den
Standardeinstellungen mit einem LFQ-Algorithmus normalisiert und quantifiziert'??. Daraufhin
wurden die Daten mit dem humanen Referenzgenom ohne Isoformen (Uniprot Juni 2017)
verglichen. Im Programm Perseus 1.5.5.3."% wurden Reverse Hits, Kontaminanten (zum
Beispiel Keratine) und Proteins identified by site entfernt und die LFQ Werte logarithmisiert
(log2). Weiterhin wurden die verschiedenen experimentellen Konditionen (Wildtypinteraktom
in U20S-Zellen (mlgG), R-loop-Interaktom unter SiCtrl (S9.6_SiCtrl) und SIAATF
(S9.6_SIAATF)) miteinander verglichen und analysiert. Das R-loop-Interaktom unter SiCtrl
wurde zur Plausibilitdtskontrolle mit bereits verdffentlichten R-loop-Interaktomen anderer
Zelllinien verglichen und es wurden nur Proteine mit einbezogen, die in 3 der 4 Proben
gemessen wurden. Zur statistischen Analyse wurden der studentische T-test und difference
test zwischen den Konditionen S9.6_SiCtrl und S9.6_SiAATF angewandt. Relevante
Veranderungen der Proteinexpression im R-loop-Interaktom unter SiCtrl versus SIAATF
wurden uber einen P-Wert < 0,05 (-log10 P-Wert > 1,3) und/oder eine log2 fold-change > 0,58
(Anreicherung in SIAATF) oder < (-0,58) (Reduktion in SIAATF) definiert (Anpassung des von
Borgal et al.'®* beschriebenen Protokolls). Die Overlays und Venn-Diagramme der
verschiedenen Datensatze wurden mit InteractiVenn'?® erstellt.

Die massenspektrometrischen Rohdaten wurden in der PRIDE'™® ProteomeXchange
Datenbank mit der Datensatzkennung PXD039767 hinterlegt.

Projektname: S9.6 interactome in human U20S cells depleted for AATF

Nutzername: reviewer_pxd039767@ebi.ac.uk

Passwort: auf Anfrage erhaltlich

3.11 Mausarbeit

Das fiir die in vivo Versuche verwendete Mausmaterial stammt von Ercc1 ¥, Ksp1.3/cre:pos
(Ercc1 " cre tg oder Ercc1*®) Mausen sowie den Kontrolltieren Ercc1 "™, Ksp1.3/cre:pos,
Ercc1 "; Ksp1.3/cre:neg®'?’, welche in der hausinternen in vivo Research Facility unter
anerkannten pathogenfreien Standards gehalten wurden. Um &ulere Einflisse auf
Krankheitsverlaufe und Befinden der Mause mdglichst zu vermeiden, wurden die Mause
konstant durch dieselben Tierpfleger versorgt und stets auf derselben Waage gewogen. Alle
Experimente, die Arbeit mit Mausen erforderten, wurden mit Genehmigungen durch das
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LANUYV durchgefihrt.

Blutproben der Versuchstiere wurden fir labordiagnostische Untersuchungen nach der
Entnahme fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und dann fir 10 Minuten mit 3000 rpm
herunterzentrifugiert, um Serumproben zu erhalten. Serumkreatinin und Harnstoff Spiegel
wurden im Institut fir Klinische Chemie der Uniklinik Kéln gemessen. Nachdem die Tiere zu
den angegebenen Zeitpunkten geopfert wurden, erfolgten Gewichtsmessungen und die
Entnahme der Nieren. Die Organe wurden in 4%igem Formalin Uber Nacht bei 4°C fixiert und
anschlielfend im Institut fir Pathologie der Uniklinik KéIn in Paraffin eingebettet und so zur
histologischen Aufbereitung konserviert.

3.11.1 Paraffinschnittherstellung

Aus den in Paraffinblocke eingebetteten Mausenieren wurden mit einem Mikrotom 2-3 ym
dicke Schnitte angefertigt, welche auf Objekttrager aufgebracht wurden. Zur Verwendung der
Schnitte zur Immunhistochemie wurden diese flir einige Stunden oder Uber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet und mindestens 1 Stunde bei 60°C inkubiert.

3.11.2 Immunhistochemie

Um die Schnitte zu entparaffinieren, wurden die Objekttrager zunachst zweimal 5 Minuten in
Xylol und dann in Ethanol in absteigenden Konzentrationen (EtOH 100% dreimal 3 Minuten
(PAS) bzw. 5 Minuten (Cleaved Caspase 3, p16, p21), EtOH 95% zweimal 2 Minuten, EtOH
70% einmal 1 Minute) getaucht.

3.11.21 Antikorperfarbungen

Fir die Cleaved Caspase 3, p16 und p21-Farbungen erfolgten nach der Entparaffinierung drei
zweieinhalbminlitige Waschschritte zur Rehydrierung in TBS, bevor die Objekttrager fur 10
Minuten bei 350W in der Mikrowelle in vorerwdrmtem Citratpuffer gekocht wurden, um die
Immunreaktivitdt des Gewebes wiederherzustellen und Antigene zu demaskieren. Nachdem
die Schnitte abgekuhlt waren und zwei weitere Male 2,5 Minuten in TBS gewaschen wurden,
folgte eine 15-minutige Inkubation in 3%igem H,O, in 299.9% Methanol zur Herunterregulation
der endogenen Peroxidaseaktivitdt des Gewebes. Nach drei weiteren funfminutigen
Waschschritten, wahrend derer ein PAP-Pen benutzt wurde, um die Schnitte zu umranden und
zu markieren, erfolgten weitere Schritte, um unspezifisches Hintergrundsignal zu vermindern.
Dazu wurden die Schnitte entweder (Cleaved-Caspase 3-Farbung) je 15 Minuten in Avidin-
und Biotinldsung (Avidin/Biotin Blocking kit) oder (p16-, p21-Farbung) 30 Minuten in Maus-IgG
Blocking-Reagenz (M.O.M. kit) zur Bindung endogener Mausantikorper inkubiert. Bevor und
nachdem die Schnitte schlie3lich noch fur eine Stunde in 5%igem BSA in TBS geblockt
wurden, wurden sie jeweils dreimal 2,5 Minuten gewaschen. Daraufhin erfolgte die Inkubation
mit den Primarantikdrpern bei 4°C Uber Nacht.

Am darauffolgenden Tag wurde die Temperatur der Objekttrager eine Stunde auf
Raumtemperatur aquilibriert und dann dreimal 2,5 Minuten in TBS gewaschen, woraufhin die
50-minltige Inkubation in Sekundarantikdrper erfolgen konnte. Je nach Blocking-Methode
wurde der entsprechende Biotin- oder HRP-konjugierte Sekundarantikérper verwendet.
Darauffolgend wurden die Schnitte gewaschen und eine Stunde mit ABC-Reagenz inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Farbung dann durch ein- bis funfminitige
Inkubation bei 37°C mit DAB-LAsung visualisiert und die Objekttrager fir 5 Minuten in ddH,0
eingetaucht. Die Gegenfarbung der histologischen Architektur des Gewebes erfolgte durch
eine zehnsekiindige Farbung mit Haematoxylin nach Meyer und einen sechsminttigen
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Waschschritt unter laufendem Leitungswasser zur lonisierung und damit Blauung der
basischen Gewebsanteile (v.a. Zellkerne).

3.11.2.2 PAS-Reaktion

Zur Durchfuhrung der PAS-Reaktion wurden die Objekttrager nach der Entparaffinierung
zunachst 10 Minuten in mit Wasser auf eine Konzentration von 0,9% verdunnte Periodsaure
getaucht und kurz mit ddH,O gewaschen. Anschlie3end folgte die zehnmintige Inkubation in
Schiff's Reagenz. Nach einem weiteren Waschschritt in ddH,O fur eine Minute folgte die
zehnminutige Farbung mit Haematoxylin nach Meyer und ein dreiminutiger Waschschritt unter
laufendem Leitungswasser zur lonisierung der basischen Gewebsanteile. Daraufhin wurden
die Objekttrager schlieRlich noch einmal fur 1 Minute in ddH,O gewaschen.

Bei beiden Verfahren (Antikérperfarbung und PAS-Reaktion) wurden die Gewebeschnitte
daraufhin in einer aufsteigenden Alkoholverdinnungsreihe (EtOH 70% einmal 1 Minute, 95%
zweimal 2 Minuten, 100% dreimal 5 bzw. 3 Minuten) und Xylol dehydriert und anschlief3end
mit Histomount unter Deckglasern fixiert. Bevor die Schnitte mit dem Slidescanner (Leica) in
den in den Abbildungen angegebenen Vergroflerungen gescannt wurden, wurden diese Uber
Nacht bei Raumtemperatur unter dem Abzug getrocknet.

20X TBS-Puffer (pH 7,6) 305 mM Tris-HCL, 91 mM Tris-Base, 3 M
NaCl in Aqua dest.

(NaOH oder Citric Acid zur pH Adjustierung)
(zur Verwendung auf 1X in Aqua dest.
verdinnt)

10X Citratpuffer (pH 6,0) 87,4 mM Trinatriumcitratdehydrat, 12,6 mM
Citric Acid Monohydrat in Aqua dest.

(zur Verwendung auf 1X in Aqua dest.
verdinnt)

Tabelle 23: Zusammensetzung Puffer Inmunhistochemie

3.12 Arbeit mit Nukleinsauren
3.12.1 RNA Isolierung

Aufgrund der Instabilitdt der RNA und der gesteigerten Aktivitdt von RNA abbauenden
Enzymen bei Raumtemperatur wurden alle Schritte der RNA-Isolierung auf Eis oder in auf 4°C
temperierten Zentrifugen unter einem Abzug durchgefihrt.

Zur RNA-Isolierung aus Mausenieren wurde je eine Viertelniere eines Versuchstiers
verwendet (ca. 3 mm?3®). Um das Gewebe zu lysieren, so dass die RNA extrahiert werden
konnte, wurde ein halbes 1,5 ml Reagenzgefald mit Zirconia Glaskugelchen gefullt und 0,7 ml
TRIzol sowie das Gewebestlick dazugegeben. Die Lyse in TRIzol erfolgte durch
mechanischen Stress mit Hilfe des Precellys 24 Homogenisators (Programm 2, 5000 rpm,
1x30 Sek, 5 Sek. Pause). Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt bei 14000 rpom wurde der
Uberstand (das Lysat) von den Glaskiigelchen abgenommen und in ein neues Reagenzgefal
transferiert. Um RNA aus U20S-Zellen zu isolieren, wurden ebenfalls 0,7 ml TRIzol genutzt.
Dieses wurde, nachdem das Medium von den Zellen abgenommen wurde und ein kurzer
Waschschritt mit PBS erfolgt war, direkt auf die Zellen gegeben und 5 Minuten inkubiert.
Wahrend der Inkubation wurden die Zellen bzw. das Gewebe vor allem durch das im TRIzol
enthaltene Guanidiniumthiocyanat lysiert und die Ribonukleasen inaktiviert. Zur Unterstitzung
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der Lyse wurde auch hier mechanischer Stress ausgeldst. Dazu wurde mehrmals griindlich
hoch- und hinunter pipettiert, bevor das Lysat von der Zellkulturplatte in ein 1,5 ml
Reagenzgefal} transferiert wurde.

Nach der Zugabe von 140 pl Chloroform wurden sowohl die humanen Zell- als auch die
Mausenierenlysate auf einem Schuttler fir 15-30 Sekunden durchmischt, 5 Minuten auf Eis
inkubiert und dann nochmals vermischt. Darauf folgte ein 15-mindtiger Zentrifugationsschritt
bei 14000 rpm zur Phasenseparation. Von der klaren RNA-haltigen oberen Phase wurden
jeweils vorsichtig 350 ul abgenommen und in ein neues Reagenzgefald mit 350 ul Isopropanol
gegeben. Die phenolhaltige magentafarbene untere Phase und die DNA-haltige mittlere Phase
wurden verworfen. Zur Prazipitation wurde die RNA in Isopropanol fir mindestens 2 Stunden
oder Uber Nacht bei -20°C inkubiert. Danach folgte ein zehnminutiger Zentrifugationsschritt bei
14000 rpm, so dass RNA-Pellets am Boden entstanden. Der fliissige Uberstand wurde
vorsichtig entfernt und die Pellets wurden zweimal mit 200 yl 70%igem Ethanol gewaschen
und bei 11000 rpm fur 10 Minuten wieder zu Boden zentrifugiert. Danach wurde die RNA 20
Minuten mit offenem Deckel unter dem Abzug getrocknet. Schliellich wurden die Pellets in je
20 pl nukleasefreiem Wasser aufgeldst und die RNA-Konzentration der verdinnten Isolate
gemessen. An dieser Stelle bestand die Mdoglichkeit, die RNA-Lysate bei -80°C
zwischenzulagern. Alternativ konnte direkt im Anschluss mit der reversen Transkription
fortgefahren werden.

3.12.2 cDNA Synthese und quantitative real time PCR (qPCR) Analyse

Zur reversen Transkription der RNA in stabilere und zur gPCR geeignete cDNA wurde das
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) verwendet. Pro Reaktion
wurden 1 ug RNA (auf ein Volumen von 10 ul mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt) mit je 2 pl
10X RT Puffer und 10X RT Zufallsprimern, 0,8 pl 25X dNTP-Mix (100 mM) und 1 pl reverser
Transkriptase in ein gPCR Reaktionsgefall gegeben und mit nukleasefreiem Wasser auf ein
Gesamtreaktionsvolumen von 20 ul aufgefullt. Als Negativkontrolle wurde eine zusatzliche
Probe verwendet, zu der das Enzym Reverse Transkriptase nicht hinzugefugt wurde. Die
Reaktion lief in einem Thermocycler unter folgenden Konditionen ab:

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25°C 37°C 85°C 4°C
Dauer 10 Minuten 120 Minuten 5 Minuten 0
Vorgang Annealing DNA Enzym Abkuhlen
Polymerisation Deaktivierung

Tabelle 24: cDNA-Syntheseschritte

Um die entstandene 10X cDNA fiir die quantitative PCR verwenden zu kénnen, wurde diese
mit 180 pl nukleasefreiem Wasser auf 1X verdunnt. Auf einer 96-well-Reaktionsplatte wurden
nun je 5 pl der verdiinnten Proben in Duplikaten zu einem Mix aus SyBr Green (12,5 pl), dem
entsprechenden Primer (0,15 ul) und nukleasefreiem Wasser (7,35 ul) per Well hinzugeflgt,
so dass sich ein Gesamtvolumen von 25 pl in jedem Well befand. Neben den Primern, die zur
Amplifizierung spezifischer Nukleinsdurefragmente verwendet wurden (z.B. hAQR und
hAATF), wurden auch Primer fur konstitutiv exprimierte Gene (hHPRT1 und hB-Actin bzw.
mHPRT1 und mp-Actin) verwendet, deren Konzentrationen in der Kontroll- und
Knockdownprobe als Referenz fir die herunterregulierten Gene genutzt wurden.
Als Negativkontrolle diente die Probe, welche ohne Reverse Transkriptase durch den
Thermocycler gelaufen war und folglich keine cDNA enthalten durfte, sowie eine Probe, in
welche 5 yl ddH,O anstelle der cDNA-Probe hinzugefligt wurde.
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In mehreren Zyklen erfolgte in einem Real-Time PCR System die Denaturierung,
Hybridisierung und Verlangerung der DNA-Strange mittels thermostabiler Polymerase, so
dass die DNA exponentiell vervielfaltigt wurde und so detektiert werden konnte.

Temperatur Dauer
Schritt 1
Denaturierung 95°C 10 Minuten
Schritt 2 (40x)
Denaturierung,  Annealing | 95°C 15 Sekunden
und Extension 60°C 1 Minute
Schritt 3
Dissoziation 95°C 15 Sekunden
60°C 15 Sekunden
95°C 15 Sekunden

Tabelle 25: Ablauf RT-qPCR

Im Programm SDS 2.4 wurden in der vom System generierten Datei zunachst die
Negativkontrollen manuell kontrolliert. Dann wurde die Datei konvertiert und im RQ-Manager
nach der Anpassung der Schwellenwerte als Ergebnisdatei exportiert. Daraufhin wurden im
Programm DataAssist Ziel- und Kontrollgene festgelegt. Mit der doppelten delta CT Methode
wurde nun der Unterschied in der Detektion und somit Expression der Zielgene (auf mRNA-
Ebene) errechnet.

3.12.21 Oligonukleotide/qPCR Primer

Zielgen | Vorwartsprimer Riickwartsprimer

hAATF 5 CTTGGACACGGACAAAAGGT 3 | 5 CTCCAGACCCTTCCTCATCA Y’

hAQR 5 5
CTTGTTCGTAGAGAAGAGGATGG | ACCAGTATAGAATTTAAGCATGTCC
3 A3

hACTB 5° GGACTTCGAGCAAGAGATGG 3 | 5 AGCACTGTGTTGGCGTACAG ¥

hHPRT1 | 5 TGACACTGGCAAAACAATGCA 3" | 5 GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT &

mP16 5" GGGTTTCGCCCAACGCCCCGA 3’ | 5 TGCAGCACCACCAGCGTGTCC 3

INK4a

miL-1A | 5 TTGGTTAAATGACCTGCAACA 3* | 5° GAGCGCTCACGAACAGTTG 3

mIL-6 5 5
GCTACCAAACTGGATATAATCAGG | CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
A3 3

miL-1B 5 TGTAATGAAAGACGGCACACC 3 | 5 TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 3

mFoxo 4 | 5° CGGAGTGAAAGGGACAGTTTAG | 5 CCCTGTGGCTGACTTCTTATTC 3°
3(

mTNF-a | 5 TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG 3' | 5 GGTCTGGGCCATAGAACTGA 3

mACTB | 5° AAGAGCTATGAGCTGCCTGA 3 5 TACGGATGTCAACGTCACAC 3

mHPRT1 | 5 GCTGACCTGCTGGATTACAT 3’ 5 TTGGGGCTGTACTGCTTAAC 3’

Tabelle 26: Ubersicht Oligonukleotide/qPCR Primer

Alle Primer wurden von IDT (Integrated DNA Technologies) erstellt.
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4 Ergebnisse

41 Das Vorliegen von AATF im Kontext von R-loops
4.1.1 Methodik zur Untersuchung von R-loops

Zur Darstellung von R-loops verwendeten wir zunachst eine bereits erfolgreich fir
Experimente angewandte Linie humaner U20S Zellen (zur Verflgung gestellt durch Pavel
Janscak, Zirich), denn im NephroLab lagen bisher keine Erfahrungswerte zur Nutzung des
direkt gegen DNA/RNA Hybride gerichteten Antikorpers S9.6 fur Western Blot und
Immunfluoreszenzfarbung vor. Sowohl im Western Blot (Abbildung 6) als auch in
Immunfluoreszenzfarbungen (Abbildung 7) konnten wir das System der U20S TREX RNase
H1 (D210N) GFP Zelllinie validieren und bestatigen, dass die mit GFP markierte inaktive
Mutante (D210N) der Ribonuklease H1 durch die Behandlung mit Doxyzyklin induziert wird.
Da publizierte Daten darauf hinweisen, dass Replikationsstress die Akkumulation von R-loops
induziert*>%, behandelten wir die U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP Zellen aulRerdem mit
Hydroxyurea, einem zytostatischen Reagenz (Abbildung 6). Durch das vermehrte Vorliegen
von phospho H2.AX in den mit Hydroxyurea behandelten Proben konnten wir im Western Blot
zeigen, dass Replikationsstress-assoziierte DNA-Schaden entstanden waren.

Hydroxyurea Kontrolle
Doxyzyklin - + - +
70 kDa - '

~ a— RNaseH1-GFP

55 kDa -

(N s H2.AX
15 kDa -
SSKDa | W W g | PTubulin

PR phospho H2.AX

15 kDa _

Abbildung 6: Western Blot mit Zelllysaten aus U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP Zellen.
Hydroxyureabehandlung [10 mM] fir 16 Stunden. Induktion der Mutante durch Doxyzyklin [1 ng/ml] Gber 24
Stunden. Antikérperfarbung mit GFP, H2.AX, B-Tubulin und phospho H2.AX. Bei den mit Doxyzyklin behandelten
Zellen ist eine deutliche Bande auf der mit GFP angeférbten Membran in einer H6he von 60 kDa (entsprechend
der Gréle von Ribonuklease H1 (32 kDa) mit GFP-Tag (27 kDa)) erkennbar. H2.AX und B -Tubulin wurden als
Ladungskontrolle genutzt. (n=1, zur Validierung der Zelllinie)
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Abbildung 7: Expression und Lokalisation von RNaseH1-GFP in U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP Zellen.
Induktion der RNaseH1 Mutante durch Doxyzyklin [1 ng/ml] Gber 24 Stunden. Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI. In den mit Doxyzyklin behandelten Zellen ist im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen ein verstarktes
Signal fir die mutierte Ribonuklease H1-GFP zu sehen. Aus Visualisierungsgriinden wurde die gesamte Abbildung
in Kontrast (-40%) und Helligkeit (+40%) angepasst. Skalierung 50 ym. (n = 1, zur Validierung der Zelllinie)

41.2 Analyse des subzellularen Verteilungsmusters und Kolokalisation des
Apoptosis Antagonizing Transcription Factors (AATF) neben R-loop-
Komplexen

In der Vergangenheit wurde AATF, ein Regulator der zellularen Antwortkaskade auf DNA-
Schéadigung, mehrfach als Komponente von R-loop-Komplexen identifiziert*®1°,

Um die Rolle AATFs in diesem Zusammenhang weiter aufzuschllisseln, analysierten wir die
zelluldre Lokalisation von R-loops neben AATF mittels Immunfluoreszenzfarbungen
verschiedener Zelllinien. Wir nutzten zunachst die U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP
Zellen zur Darstellung von R-loops durch die mutierte Ribonuklease H1. AATF wurde
zusatzlich durch in unserem Labor etablierte AATF- und Cy3-Antikdrper visualisiert. Das
detektierte AATF-Signal Uberlappten wir mit dem GFP-Signal der RNase H1 (D210N)
(Abbildung 8).

Zur Induktion von R-loops wurde zudem ein Knockdown mit SIAQR durchgefiihrt'®, um zu
prifen, ob es dadurch zu einer Veranderung des Expressionsmusters von AATF kommt. Der
Erfolg des AQR-knockdowns wird durch das Ergebnis der parallel zur
Immunfluoreszenzfarbung durchgeflihrten quantitativen tPCR in Abbildung 9 abgebildet.
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Abbildung 8: Imnmunfluoreszenzfarbung von U20S TREX RNase H1 (D210N) GFP Zellen mit und ohne R-
loop Induktion durch SiAQR. 48 Stunden Inkubation mit siRNA. Antikorperfarbung mit AATF-Cy3. Gegenfarbung
mit DAPI. Die gelben Pfeile zeigen beispielhaft die typische Expression von AATF in Nukleoli. Aus
Visualisierungsgrinden wurde die gesamte Abbildung in Kontrast (-40%) und Helligkeit (+40%) angepasst.
Skalierung 50 ym. (n = 3)

Am fusionierten Immunfluoreszenzbild in Abbildung 8 Iasst sich erkennen, dass das Signal
fur AATF und RNase H1 (D210N) im Zellkern (mit DAPI visualisiert) Gberlappend vorliegt. Wie
erwartet'?®, wird AATF jedoch deutlich starker in den Nukleoli exprimiert (beispielhaft mit
gelben Pfeilen veranschaulicht). RNase H1 (D210N) weist ein anderes, eher homogen Uber
den Nukleus verteiltes Expressionsmuster auf.
In den Farbungen ist aullerdem erkennbar, dass das endogene GFP-Signal der RNase H1
(D210N) GFP Mutante unter SIAQR starker ist und vermehrt R-loops vorliegen. Zudem lasst
sich eine pyknotische Verformung der Zellkerne erkennen. Das AATF-Signal bleibt jedoch
unverandert.
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Abbildung 9: Relative Genexpression von humanem Aquarius (hAQR) in der quantitativen PCR aus U20S
TREX RNase H1 (D210N) GFP Zellen. Lipofektion mit SiCtrl und SIAQR [20 nM] tiber 48 Stunden. P-Wert < 0,0001
(hoch signifikant). (n=3)

Um die gewonnenen Ergebnisse zu validieren, fihrten wir im nachsten Schritt einen dhnlichen
Versuch mit einer anderen Zelllinie, in der AATF mit einem GFP-Tag markiert ist, durch (U20S
AATF.GFP TALEN Zellen, Abbildung 10). Erneut wurde zur Induktion von R-loops ein
Knockdown mit SIAQR durchgeflhrt.

Auch hier erfolgte parallel zur Immunfluoreszenzfarbung eine quantitative tPCR, um die

Signifikanz der Veranderung der relativen Genexpression von hAQR zu zeigen (Abbildung
11).

Zur Kontrolle der GFP-Markierung von AATF in der U20S AATF.GFP TALEN Zelllinie farbten
wir auch endogenes AATF an (AATF und Cy5 Antikdrper, weild).

endog. AATF »
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Abbildung 10: Immunfluoreszenzfarbung von U20S AATF.GFP TALEN Zellen (a) und U20S GFP.GFP
TALEN Zellen (b). Antikdrperfarbung mit DAPI, S9.6 (Cy3, pink) und AATF (Cy5, weiR). Die gelben Pfeile im
fusionierten Bild zeigen punktuelle Uberlappungen des AATF- und S9.6-Signals. Zur besseren Sichtbarkeit des
Immunfluoreszenzsignals sind die einzelnen Kanéle in schwarzwei? und nur das fusionierte Bild in Farbe
dargestellt. Skalierung 50 um. (n = 3)

Dabei zeigte sich, dass sich das Signal fur das GFP-markierte AATF und endogenes AATF
decken. Direkte Uberlappungen von AATF (im fusionierten Bild AATF-GFP griin) mit R-loops,
welche mit S9.6 (Cy3, pink) Antikorper angefarbt wurden (gelbe Pfeile), zeigen sich,
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des vorherigen Experiments, allerdings nicht eindeutig
(Abbildung 10a).

Als Kontrollzelllinie in diesem Experiment dienten U20S GFP.GFP TALEN Zellen. Das Signal
der AATF-Kontrollfarbung (AATF und Cy5 Antikdrper, weil}) deckt sich hier schlissigerweise
nicht mit dem GFP-gekoppeltem GFP-Signal der U20S GFP.GFP TALEN Zellen (Abbildung
10b). Das Verteilungsmuster von AATF anderte sich auch in den U20S GFP/AATF.GFP
TALEN Zelllinien nicht durch eine vermehrte Induktion von R-loops durch SiAQR.

*%

1.04

0.5

T

0.0-

Relative Genexpression hAQR

SiCtrl SIAQR

Abbildung 11: Relative Genexpression von humanem Aquarius (hAQR) in der quantitativen PCR aus U20S
TREX RNase H1 (D210N) GFP Zellen. Lipofektion mit SiCtrl und SIAQR [20 nM] Gber 48 Stunden. P-Wert < 0,01
(signifikant). (n=3)

53



4.1.3 R-loop-Interaktom in humanen U20S Zellen (hU20S)

In den vorherigen Experimenten wurde das Vorliegen von R-loops in humanen U20S Zellen
und von AATF in R-loop-Komplexen untersucht. Eine direkte Assoziation zwischen AATF und
R-loops konnte dabei nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden.

Weiterfuihrend verfolgten wir einen unvoreingenommenen, breiter aufgestellten Ansatz: Mittels
IP von S9.6 aus (mit SiCtrl transfizierten) hU20S-Zellen wurden DNA/RNA-Hybrid-bindende
Proteine dieser Zelllinie zur Bestimmung des R-loop-Interaktoms in hU20S Zellen in vier
voneinander unabhangigen Versuchsdurchlaufen isoliert. Die Replikate dieser Kondition
wurden gemeinsam mit vier Replikaten einer Negativkontrolle per Massenspektrometrie
gemessen und ausgewertet. Als Negativkontrolle dienten (nicht transfizierte) Proben der
hU20S Zelllinie, in der die IP anstelle mit R-loop-spezifischem S9.6-Antikorper, mit
unspezifischem mlgG-Antikérper durchgefihrt wurde. Die Rohdaten der Analyse wurden in
der PRIDE ProteomeXchange Datenbank mit der Datensatzkennung PXD039767 hinterlegt.
In einer Hauptkomponentenanalyse zeigte sich ein eindeutiges Clustering ohne
Uberlappungen der Negativkontrolle (mlgG) und R-loop-Interaktom (S9.6_SiCtrl) in U20S
Zellen (gemeinsam dargestellt in der statistischen Analyse der Daten aus 4.1.3.1 in Abbildung
14). Als Komponenten von R-loops wurden Proteine gewertet, welche in der Kondition
S9.6_SiCtrl in mindestens 3 der 4 Proben detektiert wurden. Dabei ergab sich eine
Gesamtzahl von 1273 Kandidaten. Eine Auflistung befindet sich im Anhang (Tabelle 34).

Um die Ergebnisse auf Plausibilitat zu Gberprifen, verglichen wir die detektierten Proteine mit
dem 2018 von Cristini et al. publizierten R-loop-Interaktom humaner HelLa Zellen'®. Die
Analyse erfolgte technisch bedingt mit den Namen der zu den Proteinen gehdrigen Gene und
wird daher im Weiteren auch so benannt.

74% der bekannten R-loop-Interaktoren in HeLa Zellen konnten wir auch im hU20S R-loop-
Interaktom feststellen (Abbildung 12). Bei den in dieser Schnittmenge enthaltenen 344
Kandidaten handelt es sich folglich um R-loop-Interaktoren, die in mehreren menschlichen
Zelllinien nachgewiesen wurden und denen damit eine gesteigerte Bedeutung zukommt.

Cristini et al. hU20S S9.6_SiCtrl
(463) (1273)

Abbildung 12: Uberschneidung des R-loop-Interaktoms in HeLa Zellen nach Cristini et al.' (blau) mit dem
R-loop-Interaktom humaner U20S Zellen (griin). Schnittmenge im Venn-Diagramm: 344 Proteine (deckt 74%
der von Cristini et al. verdffentlichten Interaktoren ab). Zur Analyse wurden die Genbezeichnungen der Proteine
verwendet.
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Eine Liste der genannten Proteine (mit zugehdriger Genbezeichnung) findet sich im Anhang
(Tabelle 35). Interessanterweise findet sich AATF unter den in beiden Zelllinien detektierten
Interaktoren.

4.1.3.1 Veranderungen des R-loop-Komplexes durch den Verlust von AATF

In der Literatur wird AATF neben seiner Rolle als p53 Effektor wiederholt als beeinflussender
Faktor der Bildung von R-loops genannt**%. Da wir feststellen konnten, dass AATF auf
zellularer Ebene eine gewisse Kolokalisation mit R-loops und RNaseH1 zeigt (4.1.2) und im
R-loop-Interaktom verschiedener menschlicher Zelllinien vorliegt (4.1.3), gingen wir der
Fragestellung nach, welche Vorgange AATF im R-loop Metabolismus auf Proteinebene
steuert. Dazu ermittelten wir das R-loop-Interaktom unter dem Knockdown von AATF in
hU20S Zellen (hU20S S9.6_SIiAATF) in vier Replikaten und verglichen dieses mit dem R-
loop-Interaktom (hU20S S9.6_SiCtrl) aus 4.1.3.

Zuvor pruften wir den Erfolg der AATF-Suppression durch Lipofektion mit SIAATF mittels
quantitativer rtPCR. Der erreichte Knockdown war in allen vier Replikaten verglichen zu den
entsprechenden Replikaten fiir $9.6_SiCtrl hoch signifikant (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Relative Genexpression von humanem AATF (hAATF) in der quantitativen PCR aus humanen
U20S Zellen. Qualitdtskontrolle der massenspektrometrisch ausgewerteten Proben zur Analyse des R-loop-
Interaktoms mit und ohne AATF. Lipofektion mit SiCtrl und SIAATF [20 nM] Gber 48 Stunden. P-Wert < 0,0001
(hoch signifikant). (n=4)

Um die Qualitat der Proben vor einer weiteren statistischen Auswertung zu beurteilen, fihrten
wir eine Hauptkomponentenanalyse der 3 verschiedenen Konditionen durch (Abbildung 14).
Aus dem Clustering lasst sich schlief3en, dass die durch die S9.6-IP erzeugten experimentellen

Replikate der verschiedenen Konditionen zur Analyse geeignet sind und keine
Uberschneidungen mit der migG-Negativkontrolle (weiRk) vorliegen.

Im Weiteren wurden nun zur Feststellung signifikanter Proteine der studentische t-Test und
difference test zwischen den Konditionen S9.6_SiCtrl und S9.6_SIiAATF durchgefuhrt. Es
wurden auch hier nur Proteine in die Analyse mit einbezogen, die in mindestens 3 von 4
Replikaten der jeweiligen Kondition gemessen wurden.
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Abbildung 14: Hauptkomponentenanalyse der massenspektrometrisch gemessenen Proben $9.6_SiCtrl
(blau), $9.6_SiAATF (rot) und der Kontrolle migG (weil3).

Abbildung 15 zeigt die proteomische Analyse der S9.6_SiAATF und S9.6_SiCtrl Proben in
einem Vulkan-Plot. Blau markiert sind Proteine (Bezeichnung mit zugehérigem Gennamen)
mit einem -log10 P-Wert > 1,3 im t-Test (entsprechend einem P-Wert < 0,05) und einer
positiven oder negativen Veranderung von log2(1,5) > 0,58 oder <(-0,58) im difference test.
Die 6 markierten Kandidaten sind als Komponenten des S9.6-Komplexes in den AATF-
depletierten hU20S Zellen am signifikantesten verandert. Die Bezeichnungen der zu den
Proteinen gehdrigen Gene lauten NGDN, TECR, IGHV3-74, NOL10 und YWHAG. Bei dem
blauen Punkt ohne namentliche Bezeichnung handelt es sich um die Komponente |Ig lambda
chain-V-II region MGC (Ig lambda chain V-II region BOH), fur die kein Genname existiert.

@ significant (p value < 0.05, fold change < 1.5)
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3.2
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Abbildung 15: Vulkan-Plot der identifizierten signifikant veranderten Proteine. Jeder Punkt reprasentiert ein
Protein. Fir die markierten 6 Proteine (blau) gilt -log10 P-Wert > 1,3 und log2 difference > 0,58 oder <(-0,58) (fold
change <1,5 im difference test): NGDN, TECR, IGHV3-74, NOL10, YWHAG und Ilg lambda chain-V-Il region MGC
(ohne Genbezeichnung).
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Die erhobenen Daten werden im Folgenden nochmals im Einzelnen beleuchtet, da aus
biologischer Perspektive auch die Erfullung einzelner analytischer Bedingungen ohne
gemeinsame statistische Signifikanz von Relevanz sein kann:

In Tabelle 27/28 sind daher zunachst nur die Proteine aufgelistet, welche im difference-test im
SiIAATF-R-loop-Interaktom (ohne Berilcksichtigung des -log10 P-Werts) im Vergleich zum
Kontrollinteraktom (SiCtrl-Transfektion) quantitativ verandert sind. Es werden an dieser Stelle
alle Proteine genannt, die im SIAATF-R-loop-Interaktom mindestens ums 2fache angereichert
oder vermindert sind.

Tabelle 27: In SiAATF im Vergleich zu SiCtrl angereichertes Protein. Definiert Uber Werte > 2 im difference
test.

Proteinbezeichnung Genbezeichnung
Neutrophil defensin 3;HP 3-56;Neutrophil defensin 2;Neutrophil | DEFA3;DEFA1
defensin 1;HP 1-56;Neutrophil defensin 2

Tabelle 28: In SIAATF im Vergleich zu SiCtrl verminderte Proteine. Definiert Giber Werte <(-2) im difference test.

Proteinbezeichnung Genbezeichnung
SON

Chromobox protein homolog 1 CBX1

Core histone macro-H2A.2;Histone H2A H2AFY?2

Drebrin DBN1

High mobility group protein HMGI-C HMGA2

Histone H2A type 2-B HIST2H2AB

Histone H2B type 1-D HIST1H2BD

Neuroguidin NGDN

Nexilin NEXN

Des Weiteren extrahierten wir die Proteine, welche im SIAATF-R-loop-Interaktom (unabhangig
von ihrer Einstufung im difference test) im t-Test signifikant verandert sind (Tabelle 29). Es
werden alle 20 Proteine aufgelistet, fur die sich ein P-Wert < 0,05 (-log10 P-Wert > 1,3) ergibt.

Tabelle 29: Im SiAATF-R-loop-Interaktom signifikant verdanderte Proteine mit -log10 P-Wert > 1,3 im t-Test.

Proteinbezeichnung Genbezeichnung
BCLAF1

14-3-3 protein gamma;14-3-3 protein gamma, N-terminally processed | YWHAG

Anaphase-promoting complex subunit 7 ANAPC7

ATP-binding cassette sub-family A member 13 ABCA13

Catenin beta-1 CTNNB1

Coatomer subunit zeta-1 COPZ1

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K EIF3K

Host cell factor 1;HCF N-terminal chain 1;HCF N-terminal chain | HCFCA1

2;HCF N-terminal chain 3;HCF N-terminal chain 4;HCF N-terminal

chain 5;HCF N-terminal chain 6;HCF C-terminal chain 1;HCF C-

terminal chain 2;HCF C-terminal chain 3;HCF C-terminal chain 4;HCF

C-terminal chain 5;HCF C-terminal chain 6
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Ig heavy chain V-IIl region JON;lg heavy chain V-Ill region WEA;lg | IGHV3-74;IGHV3-

heavy chain V-IIl region TRO;Ig heavy chain V-l region BUT;Ig heavy | 21;IGHV30R16-

chain V-Ill region KOL;lg heavy chain V-Ill region DOB 9;IGHV3-
66;IGHV30OR16-
10;IGHV3-20

Ig lambda chain V-Il region MGC;lg lambda chain V-II region BOH

Neuroguidin NGDN

Nucleolar protein 10 NOL10

PHD finger-like domain-containing protein 5A PHF5A

Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B subunit gamma PAFAH1B3

Protein unc-13 homolog D UNC13D

Ras-related protein Rab-13 RAB13

THUMP domain-containing protein 1 THUMPD1

Thymidylate synthase TYMS

Vacuolar protein sorting-associated protein 35 VPS35

Very-long-chain enoyl-CoA reductase TECR

Aus biologischer Sicht kann es aufierdem relevant sein, wenn Proteine jeweils nur unter einer
der Konditionen im Interaktom vorliegen. Im Folgenden sind daher die ausschlieRlich unter
einer der zwei Testkonditionen vorliegenden Proteine aufgelistet (Tabelle 30/31):

Tabelle 30: AusschlieBlich im SiAATF-Interaktom vorliegendes Protein.

Genbezeichnung
DLD

Proteinbezeichnung
Dihydrolipoyl dehydrogenase;Dihydrolipoyl
mitochondrial

dehydrogenase,

Die Dihydrolipoyl-Dehydrogenase liegt also beispielsweise nur im R-loop-Interaktom vor, wenn
wenig bis kein AATF vorhanden ist. Die Proteine, die in Tabelle 31 aufgefiihrt sind, finden sich
nur unter der Anwesenheit von AATF, nicht jedoch nach AATF-Knockdown im R-loop-
Interaktom. Sie lassen sich also lediglich im SiCtrl-R-loop-Interaktom nachweisen und bilden
somit mogliche AATF-Interaktoren ab.

Tabelle 31: AusschlieBlich im SiCtrl-R-loop-Interaktom vorliegende Proteine.

Proteinbezeichnung Genbezeichnung
Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1 SAMHD1
Dihydrofolate reductase;Dihydrofolate reductase, mitochondrial DHFR;DHFRL1
HMG box transcription factor BBX BBX
SEC23-interacting protein SEC23IP

Sp110 nuclear body protein SP110
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5 UBA5

4.1.4 R-loops und Zilien

Die Bildung von R-loops verursacht DNA-Schaden und I6st damit auf zellularer Ebene diverse,
in Teilen noch unbekannte Signalkaskaden aus. Vor kurzem wurde AATF als zentraler
Modulator der Reaktion auf DNA-Schaden identifiziert. Im Mausmodell 16st das Fehlen von
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AATF eine Akkumulation von DNA-Doppelstrangbriichen und dadurch auch die Bildung von
R-loops aus. Zusatzlich lasst sich aber auch die Entstehung zilidrer Defekte und Phanotypen
beobachten®. Letzteres unterstreicht die Vermutung, dass Zilien in gewisser Form in die DDR
involviert sind. Aus diesem Grund entschieden wir uns, die Verbindung zwischen R-loops und
Zilien durch den Vergleich vorhandener Datensatze genauer zu untersuchen. Dazu verglichen
wir das 2019 veréffentlichte Zilien-Referenzdatenset (CiliaCarta)'?® mit dem von uns erstellten
R-loop-Interaktom menschlicher U20S Zellen aus 4.1.3 (Abbildung 16).

Zilien Interaktom
CiliaCarta
(935)

873 62 121

Abbildung 16: Uberschneidung des R-loop-Interaktoms humaner U20S Zellen S9.6_SiCtrl dieser Arbeit
(griin) mit dem Zilien-Interaktom CiliaCarta 2019'?° (pink). Schnittmenge im Venn-Diagramm: 62 Komponenten

Das Venn Diagramm zeigt 62 Gene als Schnittmenge, welche in Tabelle 32 aufgelistet sind.

Tabelle 32: Proteine der Schnittmenge aus CiliaCarta 2019'2° und hU20S R-loop-Interaktom.

Proteinbezeichnung Genbezeichnung
116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component EFTUD2
14-3-3 protein gamma;14-3-3 protein gamma, N-terminally processed YWHAG
14-3-3 protein theta YWHAQ
26S protease regulatory subunit 7 PSMC2
26S protease regulatory subunit 8 PSMC5
Actin-related protein 2 ACTR2
Actin-related protein 3 ACTR3
Annexin A1:Annexin ANXA1
ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type PFKM
Casein kinase | isoform alpha CSNK1A1
Catenin beta-1 CTNNBH1
Clathrin heavy chain;Clathrin heavy chain 1 CLTC
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DYNC1H1
Cytoskeleton-associated protein 5 CKAPS
Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP2 NUBP2
Destrin DSTN
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Dihydropyrimidinase-related protein 2

DPYSL2

DnaJ homolog subfamily A member 1 DNAJAT
E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 HUWE"1
Endoplasmin HSP90B1
Ezrin EZR
Filamin A FLNA
GSK3B

Glycogen synthase kinase-3 beta

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms
short;Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms
XLas

GNAS

Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA3
Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
Hexokinase-1 HK1
Importin-5 IPOS
Kinesin-like protein KIF2A KIF2A
L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl | RAN
transferase

Microtubule-associated protein;Microtubule-associated protein 4 MAP4
Nuclear migration protein nudC NUDC
Nuclear pore complex protein Nup93 NUP93
Nucleoside diphosphate kinase 7 NME7
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 DDX6
Profilin PFN2
Pyruvate kinase PKM;Pyruvate kinase PKM
Ran-specific GTPase-activating protein RANBP1
RuvB-like 1 RUVBL1
RuvB-like 2 RUVBL2
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 ATP2A2
Septin-7 Sep 07
Septin-9 Sep 09
Sequestosome-1 SQSTM1
Serine/threonine-protein kinase PLK1 PLK1
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A| PPP2R1A
alpha isoform

SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein, mitochondrial SLIRP
T-complex protein 1 subunit beta CCT2
T-complex protein 1 subunit gamma CCT3
T-complex protein 1 subunit theta CCT8
Transportin-1 TNPO1
Tubulin alpha-1B chain TUBA1B
Tubulin alpha-1C chain TUBA1C
Tubulin beta TUBB
Tubulin beta-2A chain TUBB2A
Tubulin beta-2B chain TuBB2B
Tubulin beta-3 chain TUBB3
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Tubulin beta-4B chain

TUBB4B

Vacuolar protein sorting-associated protein 35 VPS35
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 VDAC3
WD repeat-containing protein 5 WDRS5

Besonders interessierte uns schlieRlich, welche Kandidaten der genannten Schnittmenge
zusétzlich im R-loop-Interaktom in HelLa Zellen nach Cristini et al.'® vorliegen. Wir fiihrten
daher einen zusatzlichen Overlay der drei Datensatze durch (Abbildung 17) und erhielten
eine Liste von 12 Kandidaten, die neben ihrer bekannten ziliaren Assoziation nicht nur mit R-
loops in humanen U20S Zellen sondern auch in HeLa Zellen interagieren (Tabelle 33).

Cristini et al.
(463)

CiliaCarta
(935)

hU20S S9.6_SiCtrl
(1273)

Abbildung 17: Uberschneidung des R-loop-Interaktoms humaner U20S Zellen (griin) mit dem Zilien-
Interaktom CiliaCarta 2019'%° (pink) und dem R-loop-Interaktom in HeLa Zellen nach Cristini et al.'% (blau).

Schnittmenge im Venn-Diagramm: 12 Kandidaten

Tabelle 33: Proteine der Schnittmenge aus CiliaCarta’?® und hU20S/HeLa'% R-loop-Interaktom.

Proteinbezeichnung

Genbezeichnung

116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component

EFTUD2

14-3-3 protein gamma;14-3-3 protein gamma, N-terminally processed | YWHAG
Clathrin heavy chain;Clathrin heavy chain 1 CLTC
Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA3
Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
Microtubule-associated protein;Microtubule-associated protein 4 MAP4
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 DDX6
RuvB-like 2 RUVBL2
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Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A | PPP2R1A
alpha isoform

T-complex protein 1 subunit beta CCT2
T-complex protein 1 subunit gamma CCT3
T-complex protein 1 subunit theta CCT8

4.2 Die beeintrachtigte DNA-Damage Response in Versuchstieren mit
tubularem Ercc1 Knockout fiihrt zu phanotypischen Veranderungen,
Apoptose, Seneszenz und dem SASP der Nieren

4.2.1 Eingeschrankte Nierenfunktion und veranderte Gewebearchitektur in
Versuchstieren mit tubularem Ercc1 Knockout

Nachdem im ersten Teil des Projekts in vitro Versuche zur Aufdeckung relevanter Proteine
und Mechanismen bei DNA-Damage Prozessen mit dem Schwerpunkt auf AATF durchgefihrt
wurden, beschaftigt sich der zweite Teil des Projekts mit in vivo Vorgangen in einem in der
Niere Ercc1-defizienten Mausmodell.

Ercc1 ist ein Nukleotidexzisionsfaktor, dessen Verlust zu einer Akkumulation von DNA-
Schaden fiihrt®®. Die zwei existierenden Mausmodelle Ercc? "% und Ksp1.3/cre'?” wurden
miteinander gekreuzt, um Mause mit einem tubulusepithelspezifischen Ercc1 Knockout (in den
Abbildungen Ercc1 " KspCre 9" oder Ercc1 " tg/wt benannt) zu generieren.
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Abbildung 18: Korpergewicht, Serum-Harnstoff und -Kreatininwerte aus Ercc1 fl/fl KspCre tg/wt
Versuchstieren und Kontrollen im Alter von 12 und 16 Wochen. Geschlechtergetrennte Darstellung (M:
mannlich, F: weiblich). Anwendung des T-Tests zur Feststellung der Signifikanz: * P-Wert < 0,05, ** P-Wert < 0,01,
*** P-Wert < 0,001
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Ein geringeres Korpergewicht und der Anstieg der Retentionsparameter Harnstoff und
Kreatinin im Serum im Alter von 12 und 16 Wochen im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung
18) erlauben bereits einen Rickschluss auf nephrodegenerative Vorgange in den
Versuchstieren.

Histologisch ahnelt der Phanotyp der tubular Ercc1-defizienten Mause dem durch Fibrose
gekennzeichneten, renalen Phanotyp der Erkrankung NPH. Dies zeigt eine in Abbildung 19
dargestellte PAS-Farbung histologischer Schnitte aus den Nieren der Versuchstiere.

Erste Gewebeveranderungen sind dabei ab dem Alter von 16 Wochen erkennbar. Jlingere
Mause zeigen noch keine histopathologischen Veranderungen des Gewebes.

Kontrolle Knockout

12 Wochen

16 Wochen

Abbildung 19: PAS-Farbung histologischer Schnitte aus Ercc1 fl/fl KspCre tg/wt Mausenieren und
Kontrollen. MafRstabskala 200 pym. Alter: 12 und 16 Wochen. Kontrolltiere: Ercc1 fl/wt; Ksp1.3/cre:pos oder Ercc1
fl/fl; Ksp1.3/cre:neg.

4.2.2 Expression Seneszenz-assoziierter Gene in der Niere von Versuchstieren
mit tubularem Ercc1 Knockout

Unpublizierte Vordaten dieses Mausmodells weisen auf die Bedeutung von DNA-Schéaden,
Seneszenz und Apoptose im Kontext der Fibrogenese hin. Das Ziel der folgenden
Versuchsreihe war es also nun, die Seneszenz-assoziierte Sekretion verschiedener Zytokine
und Proteine (p21 und p16%, TNF-a, IL-6 und IL-1a* IL-1b und Foxo4*), sowie
Apoptosevorgange im tubular Ercc1-defizienten Mausmodell genauer und zuséatzlich auch zu
einem friiheren Zeitpunkt zu untersuchen.

Zur quantitativen Bestimmung der Zytokinsekretion und Expression verschiedener
Zellzyklusinhibitoren in den Mausenieren mit tubularem Ercc1 Knockout wurde eine qPCR
durchgefiihrt, in der die Menge an fir den SASP typischen Proteinen im Vergleich zur
Expression dieser in Kontrolltieren bestimmt wurde (Abbildung 20).

Die Abbildung zeigt die Expression der Zyklin-abhangigen Kinaseinhibitoren p21 und p16
sowie TNF-qa, IL-6, IL-1a, IL-1b und Foxo4 als bekannte Kandidaten des SASP in der Niere
der tubular Ercc1-defizienten Versuchstiere im Vergleich zu gleichaltrigen Kontrolltieren. Im
Alter von 8 Wochen (Abbildung 20a) ist vor allem die vermehrte Expression von p21 und IL-
6 hoch signifikant. Doch auch die Expression von TNF-a und IL-1a ist erhdht. Im Alter von 12
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Wochen (Abbildung 20b) fallt vor allem eine gesteigerte p16 Expression auf. Auch p21, TNF-
a und IL-1a sind noch signifikant erhoht, IL-6 hingegen nicht mehr. In den Nieren der 16
Wochen alten Mause (Abbildung 20c¢) findet sich ausschlieBlich fir p16 noch eine signifikante
Erhéhung im Versuchstier, alle anderen Marker sind nicht mehr relevant erhoht. Fur IL-1b und
Foxo4 liegt zu keinem der analysierten Zeitpunkte eine statistisch signifikante Veranderung
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Abbildung 20: Relative Genexpression Seneszenz-assoziierter Marker in der Niere 8 (a), 12 (b) und 16 (c)
Wochen alter Mause. Quantitative tPCR. Darstellung von je 5 Kontroll- und 5 Ercc? fl/fl tg/wt Versuchstieren im
Alter von 8, 12 und 16 Wochen. Anwendung des T-Tests zur Feststellung der Signifikanz. * P-Wert < 0,05; ** P-

Wert < 0,01; ns = nicht signifikant.
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4.2.3 Expression Seneszenz-assoziierter Proteine in histologischen Schnitten
von Mausenieren mit tubulusepithelspezifischem Ercc1 Knockout

Nachdem wir die Erh6hung mehrerer Seneszenzmarker auf mRNA-Ebene festgestellt hatten,
setzten wir uns das Ziel, diese Veranderungen auch auf Proteinebene nachzuweisen. Dazu
fuhrten wir immunhistochemische Farbungen von Paraffinschnitten mit Antikbrpern gegen die
klassischen Seneszenzmarker p16 und p21 durch (Abbildung 21). Die Paraffinschnitte
stammen aus zwei Versuchstiernieren mit tubularem Ercc1 Knockout (Ercc1 " KspCre '9"t)
und zwei Kontrolltiernieren (Ercc1 " Ksp1.3/cre:pos oder Ercc1 "; Ksp1.3/cre:neg).

d Kontrolle Knockout Negativkontrolle

16 Wochen
p16INK4a

16 Wochen
p16 (M-156)

16 Wochen
p16 (M-156)

b Kontrolle Knockout Negativkontrolle

16 Wochen
p21 (H-164)

16 Wochen
p21

Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung fiir p16 (a) und p21 (b) von Ercc1 fl/fl KspCre tg/wt
Mausenieren und Kontrollen. Mafistabskala 200 um. Kontrolltiere: Ercc1 fl/wt; Ksp1.3/cre:pos oder Ercc1 fl/fl;
Ksp1.3/cre:neg. Alter: 16 Wochen. (a) Obere Reihe: p16INK4a (Ab54210), mannliche Tiere. Mittlere Reihe: p16
(M-156) (Sc-1207), mannliche Tiere. Untere Reihe: p16 (M-156) (Sc-1207), weibliche Tiere.
Polymerblockingverfahren. (b) Obere Reihe: p21 (H-164) (Sc-756), mannliche Tiere. Untere Reihe: p21 (Sc-817),
weibliche Tiere. Avidin/Biotin-Blockingverfahren.

Die Farbung der in Abbildung 21a dargestellten Paraffinschnitte 16 Wochen alter
Mausenieren mit dem p16 Antikérper von Abcam (ab54210) ergab weder in Mark noch in
Rinde ein verstarktes Signal flir seneszente Zellen in den Knockouttieren. Wir erganzten den
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Versuch daher mit einem anderen p16-Antikérper des Herstellers Santa Cruz (Sc-1207) und,
nachdem dies auch nicht zum Erfolg fihrte, mit Schnitten aus zwei weiteren Versuchstieren.
Ebenso zeigt die Farbung fir p21 in 16 Wochen alten Mausenieren mit tubularem Ercct
Knockout (Abbildung 21b) kein signifikantes Signal im Vergleich zu Kontrolltiernieren. Auch
hier wurden zwei unterschiedliche Antikérper angewandt (Sc-817 und Sc-756 der Firma Santa
Cruz).

4.2.4 Detektion apoptotischer Zellen in histologischen Schnitten von
Mausenieren mit tubulusepithelspezifischem Ercc1 Knockout

In der Literatur finden sich uneinheitliche Hinweise auf vorherrschende Formen des Zelltods
bei nephrodegenerativen Prozessen. Um systematisch vorzugehen, entschieden wir uns, die
durch lokale Ercc1-Ausschaltung fibrotisch veranderten Mausenieren zundchst auf das
Vorkommen apoptotischer Zellen zu untersuchen. Dazu nutzten wir einen Cleaved Caspase
3-Antikorper (CellSignaling 9661) als Marker*® und evaluierten in Mausenieren drei
verschiedener Altersgruppen, inwiefern Caspase 3-abhangiger Zelltod stattfindet.

Kontrolle Knockout Negativkontrolle

8 Wochen
Cleaved Caspase 3

12 Wochen
Cleaved Caspase 3

16 Wochen
Cleaved Caspase 3

Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung von Mausenieren aus tubuldr Ercc1-defizienten
Versuchstieren und Kontrollen mit Cleaved Caspase 3 (CellSignaling 9661). Malistabskala 200 pm.
Kontrolltiere: Ercc1 ™ Ksp1.3/cre:pos oder Ercc? ¥, Ksp1.3/cre:neg. Geschlecht der 8 Wochen alten Tiere:
Versuchstier mannlich, Kontrolle weiblich; Geschlecht der 12 Wochen alten Tiere: mannlich; Geschlecht der 16
Wochen alten Tiere: weiblich. (n = 5)

In den Paraffinschnitten in Abbildung 22 zeigen sich in den Versuchstieren mit tubularem
Ercc1 Knockout deutlich Gber den Schnitt verteilte braun gefarbte Zellen, welche in den
Kontrolltieren nicht zu finden sind. Die Cleaved Caspase 3 positiven Zellen liegen entlang der
Tubuli. In Rinde und Glomeruli finden sich keine positiven Zellen. Besonders stark ist das
Signal im Alter von 8 Wochen, wo sich zahlreiche braun gefarbte Zellen im Praparat finden.
Mit 12 und 16 Wochen nimmt die Zahl der positiven Zellen zwar ab, eine deutliche Differenz
zu den Kontrolltieren ist jedoch immer noch sichtbar.
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5 Diskussion

Ziel dieser Dissertation war es, zur Aufdeckung molekularer Mechanismen hinter der
Pathogenese degenerativer Nierenerkrankungen und fehlerbehafteter DNA-
Reparaturmechanismen in vitro und in vivo beizutragen. Ein Schwerpunkt lag auf der
Untersuchung der Verbindung zwischen R-loops und AATF. Ein bekanntes R-loop bindendes
Enzym, die mutierte Ribonuklease H1 (D210N), fusioniert mit GFP, zeigte in
Kolokalisationsexperimenten eine geringe Ubereinstimmung mit AATF, darauf hinweisend,
dass Ribonuklease H1 wahrscheinlich kein direkter Interaktor von AATF ist. Auch eine direkte
Farbung von R-loops ergab keine exklusive Uberlappung mit AATF in U20S Zellen. Viele
andere relevante Interaktoren von R-loops konnten jedoch anhand des veranderten R-loop-
Interaktoms in U20S-Zellen unter AATF-Verlust identifiziert werden. Im Rahmen der
erweiterten Interaktomanalyse wurden auch Zilien-assoziierte Kandidaten als R-loop-
Interaktoren aufgedeckt und im Kontext der renalen Fibrogenese beleuchtet.

Des Weiteren konnten durch die in vivo Analyse eines Ercc1-defizienten Mausmodells
Kernvorgange der Fibrogenese detaillierter aufgeschliisselt werden. Der Verlust des DNA-
Damage Reparaturproteins Ercc1 flhrte bei den Versuchstieren zu einer eingeschrankten
Nierenfunktion, einer Gedeihstérung und einem fibrotischen Gewebeumbau der Niere, der
unter anderem typisch fir die NPH ist. Eine seneszenzassoziierte Zytokinproduktion konnte in
diesem Modell auf mRNA-, jedoch nicht auf Proteinebene, nachgewiesen werden. Auch
Apoptose lield sich immunhistologisch nachweisen.

Im Folgenden werden Ausschnitte der gewonnenen Ergebnisse ausgefuhrt und vor dem
Hintergrund bereits bestehender Daten diskutiert.

5.1 Die Rolle AATFs in der Regulation von R-loops und DNA-Damage:
Interaktionen und neue Perspektiven

Viele Regelkreislaufe zur Einstellung der zellularen R-loop Balance sind noch ungeklart, so
dass sich daraus ein spannendes Forschungsfeld ergibt. Jain et al. identifizierten AATF
erstmals als interessanten Kandidaten im R-loop Netzwerk und beschreiben dessen protektive
Wirkung gegeniiber R-loop-induzierter DNA-Schadigung®. Die Bedeutung von AATF in R-
loop-Regulationsprozessen wurde durch die Studie des HeLa-R-loop-Interaktoms von Cristini
et al. untermauert'® und in dieser Arbeit durch den Nachweis von AATF im R-loop-Interaktom
humaner U20S Zellen bestatigt (4.1.3). Um ein besseres Verstandnis der Funktion AATFs in
der Regulation von R-loops und DNA-Schaden zu erlangen, wurde im Rahmen dieses
Promotionsprojektes die subzellulare Lokalisation von AATF neben R-loops untersucht (4.1.2).
Dabei wurde zunéachst die R-loop bindenden Mutante Ribonuklease H1 (D210N) eingesetzt,
um damit auch ein mogliches Zusammenwirken des Enzyms Ribonuklease H mit AATF zu
untersuchen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen die GFP-markierte RNase H1-Mutante
vorwiegend im Zellkern, wo sie ein sternenhimmelartiges punktférmiges Muster bildet, das auf
R-loops hindeutet. Auch AATF findet sich hauptsachlich im Zellkern, wobei konzentriertes
AATF-Signal, Ubereinstimmend mit Literaturangaben, vor allem in den Nukleoli sichtbar ist'?.
Im fusionierten Bild I3sst sich eine partielle Uberlappung mit dem RNase H1-Signal erkennen,
jedoch keine exklusive Kolokalisation, was ein direktes Zusammenspiel AATFs und der
mutierten Ribonuklease H1 (D210N) unwahrscheinlich macht.

Es bleibt dennoch mdglich, dass AATF und (vor allem Wildtyp-)RNase H indirekt
zusammenwirken, da beide die Akkumulation von R-loops verhindern: RNase H durch den
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Abbau des RNA-Strangs in den Hybriden, AATF durch andere noch nicht vollstandig
verstandene Mechanismen*>'°, Weiterfiihrende Versuche wie eine IP von GFP-gebundener
RNase H oder AATF zur ldentifikation direkter Bindungspartner kdnnten zur genaueren
Aufschlisselung der Interaktion beitragen.

Bisher bekannte R-loop bindende Proteine wie Helikasen haben unter anderem die Funktion,
die DNA-Struktur zu verandern'"13°, Um die DNA-Struktur und somit die Bildung von R-loops
zu beeinflussen, existieren aber auch andere Mdéglichkeiten, zu denen die Verpackung der
DNA mittels Histonen gehért. Es existieren Hinweise darauf, dass AATF an dieser
epigenetischen Regulation der Chromatinstruktur beteiligt ist, denn es interagiert zum Beispiel
mit Untereinheiten einer Histon Acetyltransferase’"'32, So wére ein Vorkommen AATFs in der
Gegenwart von R-loops auch im Rahmen der DNA-Strukturorganisation denkbar.
Grundsatzlich ist es auch denkbar, dass es sich bei der AATF-R-loop-Interaktion um einen
dynamischen Prozess handelt und das fluoreszenzmikroskopische Overlay, das lediglich eine
Momentaufnahme darstellt, einen Zeitpunkt abbildet, an dem AATF nicht vermehrt an R-loops
bindet.

Zusatzlich wurde in dem beschriebenen Experiment durch einen AQR-Knockdown mit siRNAs
darauf abgezielt, die Induktion von DNA/RNA Hybridstrukturen zu verstarken, der Hypothese
folgend, dass ein erhdhtes Level an R-loop-induzierten DNA-Schaden zu einer Veranderung
des Verteilungsmusters von AATF fihrt. Entgegen unserer Erwartungen blieb der R-loop-
Bildung verstarkende Effekt gering, und trotz erfolgreichen Knockdowns durch SiAQR liel3 sich
keine zusatzliche Deckung der AATF- und Ribonuklease H1 (D210N)-Verteilungsmuster
feststellen. Die Vermutung, dass die Uberexpression der RNase H1 in der T-REx™ Linie die
vorliegende Menge an R-loops in der Kontrolle bereits Uberschatzt, liegt nahe. Dieser mogliche
sogenannte dominant negative Effekt kann dadurch entstehen, dass die Fehlfunktion der
mutierten RNase H1 in den Doxyzyklin-behandelten Zellen die endogene Wildtyp-RNase H1
aulRer Kraft setzt und es schon in den SiControl Proben zu einer Akkumulation von R-Loops
kommt und somit zusatzliche Effekte durch SIAQR minimal bleiben.

Aus diesem Grund verifizierten wir die Ergebnisse mit U20S AATF.GFP TALEN Zellen, in
denen R-loops direkt mit S9.6 Antikdrper angefarbt wurden. Dieser Versuch widerlegte unsere
Annahme, denn auch die erhobenen Daten der U20S TALEN Zelllinie lassen schlussfolgern,
dass es nicht zu einer exklusiven Kolokalisation kommt und ein erhéhtes Level an R-loop-
induzierten DNA-Schaden nicht zu einem sichtbar veranderten Verteilungs- und
Expressionsmuster von AATF flihrt.

Mégliche Limitationen der Aussagekraft liegen in diesem Experiment durch die schwierige
Darstellung von R-loops via S9.6 Antikdrper mittels einfacher Mikroskopie vor. Eine
Wiederholung der Kolokalisationsstudie mit anschlieBender Betrachtung der Strukturen via
STED-Mikroskopie ware daher ein vielversprechender weiterfihrender Ansatz. Da R-loop
Strukturen sehr klein sind, kann eine deutlich héhere mikroskopische Aufldsung exakter
aufdecken, ob es zu einer wahren Kolokalisation von AATF und R-loops kommt. Erst kirzlich
veroffentlichten Prendergast et al. hochaufldésende Aufnahmen von R-loops und einzelnen
DNA-Strangen mittels eines Axiovert 200 M Mikroskops (Carl Zeiss) mit Axiocam MR3 Kamera
(Carl Zeiss) und eines Dragonfly 500 Mikroskops mit iXon Kamera (Andor)?. Eine
Wiederholung des Experiments mittels dieser Technik ist also Erfolg versprechend.
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5.2 Aufdeckung neuer und Dbereits bekannter R-loop assoziierter
Proteinkomponenten in humanen U20S Zellen

Die Aufrechterhaltung einer physiologischen Balance an R-loops in der Zelle ist essenziell, um
das Genom vor Schadden zu schitzen®'®. Dazu braucht es molekulare
Regulationsmechanismen, die die Bildung von R-loops férdern oder verhindern kénnen. An
Hefen durchgefihrte genetische Screenings konnten bereits vereinzelte an der R-loop-
Regulation beteiligte Proteine enthillen'™*. Erste R-loop-Interaktome in humanen Zellen
wurden jedoch erst in den letzten Jahren publiziert'®135.13  Dabei wurden bereits einige
ausgewahlte Interaktoren und ihr Einfluss auf die R-loop Biologie in HEK293T-, HelLa- Zellen
und humanen B-Zellextrakten analysiert.

Auch mit dieser Arbeit konnte durch eine massenspektrometrische Analyse der an S9.6
gebundenen Proteine in humanen U20S Zellen ein validierter Datensatz generiert werden,
der einen Ausgangspunkt flr weitere Studien Uber R-loop-Signaling in menschlichen Zellen
bietet. Das R-loop-Interaktom in U20S Zellen (4.1.3) weist eine 74%ige Ubereinstimmung mit
dem R-loop-Interaktom von Cristini et al. in HelLa Zellen auf'®, und mit vielen in der
Schnittmenge vorliegenden Proteinen konnten bereits bekannte, ins R-loop-Netzwerk
verwickelte Faktoren wie SRSF1, Topoisomerase 1, PARP1, SAFB2, WHSC1 und DHX9 als
direkte Interaktoren bestatigt werden. Wie bereits angenommen, liegt auch AATF in der
Schnittmenge beider Datensatze vor. Vor dem Hintergrund, dass das Fehlen von AATF zur R-
loop Akkumulation in Zellen fuhrt*®, bekraftigt dies die Hypothese, dass AATF als R-loop-
Regulator fungiert.

5.3 Veranderungen des R-loop-Komplexes durch den Verlust von AATF

Die Interaktion zwischen AATF und R-Loops bleibt ein komplexes Forschungsfeld, das
weiterer intensiver Untersuchungen bedarf. Zur Aufklarung der genauen Mechanismen und
Funktionen dieser Interaktion wurde in dieser Arbeit daher ein zweites R-loop-Interaktom in
hU20S-Zellen erstellt, in denen die AATF-Expression durch siRNAs herunterreguliert wurde.
Mittels dieses Interaktoms wurden Veranderungen in der Proteinexpression im Vergleich zum
Kontrollinteraktom analysiert, die durch den Verlust von AATF hervorgerufen wurden. Dabei
konnten die 6 Kandidaten NGDN, NOL10, TECR, YWHAG, IGHV3-74 und IGLV2-8 (Ig lamda
chain-V-Il region MGC) als in ihrer quantitativen Expression signifikant verandert identifiziert
und mittels eines Vulkan-Plots dargestellt werden (4.1.3.1). Einige dieser Proteine und weitere
im Interaktom veranderte Kandidaten werden im Folgenden genauer beleuchtet:

Zunachst auffallend ist eine signifikante Verminderung der Proteine NGDN (Neuroguidin) und
NOL10 (Nucleolar Protein 10) unter AATF-Knockdown. Dies leuchtet ein, denn AATF bildet
einen nukleolaren Proteinkomplex mit diesen beiden Kandidaten'®'3’. Der AATF-NGDN-
NOL10-Komplex (ANN-Komplex) ist an den nukleolaren Schritten der Biosynthese der 40S-
Untereinheit der Ribosomen beteiligt. Alle drei Komplexmitglieder sind aulerdem fir die
Reifung der 18S rRNA erforderlich. Uber NGDN ist zudem bekannt, dass es im Rahmen der
DDR an Zentromeren akkumuliert'*®. Dass dieses Protein die hdchste Signifikanz in dem
durchgefihrten Interaktomvergleich aufweist, spricht dafiir, dass es fast ausschlie3lich in
AATF-gebundener Form vorliegt und ein zentraler Spieler AATF-assoziierter Prozesse in der
R-loop Biologie ist. Denkbar ist eine Assoziation des gesamten ANN-Komplexes mit R-loops.
Eine Fehlorganisation der Ribosomen und Zentromere durch eine Dysregulation des ANN-
Komplexes kdnnte ein Grund der gesteigerten R-loop-Entstehung unter AATF-Verlust sein.
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Ein weiterer Top-Kandidat der durchgefiihrten Analyse ist YWHAG (auch bekannt als 14-3-3
gamma). Proteine der 14-3-3-Familie sind zwar bisher noch nicht als AATF-Interaktoren
bekannt, mit ihrer méglichen Funktion im Zusammenhang mit AATF im R-loop-Interaktom
lohnt es sich jedoch genauer zu befassen.

Eine Uberexpression 14-3-3 gammas fiihrt laut Literatur zu verminderter Zellproliferation und
verstarkter Apoptose’®. Andersherum scheint aber auch vermehrte Apoptose, wie hier durch
den Verlust von AATF, den 14-3-3 Metabolismus an R-loops zu beeinflussen. Mdglich ware
eine konkurrierende oder unterstlitzende Rolle 14-3-3 gammas und AATFs im programmierten
Zelltod.

Das Protein 14-3-3 ist jedoch nicht nur an der Apoptose-Modulation, sondern auch an vielen
Signalwegen wie dem TAZ/Hippo-"° und dem Wnt-vermittelten R-Catenin-Signaling'*'
beteiligt. Auch die Catenin-R-1-Expression zeigte sich in unserer Interaktomanalyse verandert,
was auf eine Interaktion mit AATF oder eine Beteiligung AATFs an diesem Signalweg hinweist.
Sowohl der Wnt- als auch der TAZ/Hippo-Signalweg spielen interessanterweise in der
Pathogenese der NPH eine Rolle. 14-3-3 konkurriert zum Beispiel mit dem NPH-Protein
NPHP9 um die TAZ-Bindungsstelle und reguliert somit seine nukleare Freisetzung als
Transkriptionsfaktor.

Auch an der EMT, welche in der Entstehung von Fibrose diskutiert wird, ist 14-3-3 beteiligt. Es
ist ein direktes Ziel EMT-regulierender microRNAs und eine Down-Regulation YWHAGs
induziert EMT-Phanotypen'2143, Dies leitet zu der Frage Uber, ob auch AATF an der EMT-
Regulation beteiligt ist und ob R-loops Uber die Verbindung zu 14-3-3 gamma in der
Pathogenese von Fibrose-assoziierten Prozessen wie bei Ziliopathien eine konkrete Rolle
spielen. Hierbei handelt es sich um einen interessanten Ansatz fir zukilnftige
Untersuchungen.

Weiterhin fanden sich zahlreiche Histon-assoziierte Proteine im hU20S-R-loop-Interaktom.
Darunter waren einige unter dem Verlust von AATF signifikant verandert, was die Hypothese
unterstreicht, dass AATF an der epigenetischen Regulation der Chromatinstruktur beteiligt ist.
Auch zur genregulatorischen Rolle von R-loops im Rahmen der Chromatinmodulation wurden
in den vergangenen Jahren bereits Daten erhoben’“. Ferner konnten bereits Cristini et al. in
ihrem R-loop-Interaktom in HelLa Zellen Chromatin-assoziierte Proteine feststellen'®. Diese
waren verglichen zum mRNA-Interaktom in HelLa-Zellen im R-loop Interaktom
Uberreprasentiert'%.

R-loops koénnen durch ihre besondere raumliche Struktur die Bindung von Proteinen wie
Transkriptionsfaktoren an die DNA verhindern oder auch die Nukleosomenbildung
erschweren'™. Da es sich bei AATF um einen kotranskriptionellen Faktor handelt, liegt ein
AATF-R-loop Zusammenspiel im Bereich der Genexpressionsregulation und DNA-
Strukturorganisation nahe. Als mégliche beteiligte Kandidaten an dieser Interaktion konnten in
dieser Arbeit die Chromatin- oder Histon-assoziierten Proteine HMGAZ2 (High mobility group
protein HMGI-C), CBX1 (Chromobox protein homolog 1), MacroH2A.2 Histon, Histon H2A Typ
2-B und H2B Typ 1-D identifiziert werden, welche unter AATF-Verlust im R-loop-Interaktom
erniedrigt waren. Unter dem Knockdown von AATF scheint es also zu einem Verlust von
Histonen und Chromatin-bindenden Proteinen an R-loops zu kommen.

5.4 R-loops in zilidaren und zentrosomalen Signalwegen

Frihere Arbeiten aus unserem Labor haben gezeigt, dass AATF als ziliares und
zentrosomales Protein an der Entstehung eines NPH-ahnlichen Phanotyps mit schwerer
Tubulusatrophie, interstitieller Fibrose und Zystenbildung beteiligt ist*®. AATF kénnte damit, da
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es nun als R-loop-Interaktor detektiert wurde, eine wesentliche Schlisselverbindung zwischen
R-loops und Ziliopathien darstellen. Nachdem im R-loop-Interaktom unter Verlust von AATF
zudem zilienassoziierte Proteine wie YWHAG (14-3-3 gamma) auffielen, entstand die
Hypothese, dass Zilien die DDR modulieren. Es erschien daher besonders spannend, das
Zilieninteraktom CiliaCarta'® mit dem R-loop-Interaktom menschlicher U20S Zellen zu
vergleichen, um so auf mdgliche Verbindungen zwischen R-loops und zilidren Prozessen zu
stoRen. AATF wird nicht im Zilien-Referenzgenset (CiliaCarta)'?® aufgefiihrt und kommt daher
nicht in der Schnittmenge der Proteine im R-loop Interaktom menschlicher U20S Zellen und
der CiliaCarta'® vor (4.1.4). Allerdings konnten 62 andere Proteine identifiziert werden, unter
denen sich interessanterweise einige bereits in der Ziliopathieforschung bekannte Kandidaten
finden. YWHAG lag sogar in einem dreifachen Overlay vor, in welchem das R-loop-Interaktom
dieser Arbeit, das R-loop-Interaktom in HeLa-Zellen nach Cristini et al.'® und die CiliaCarta'?®
berlcksichtigt wurden.

Neben YWHAG (14-3-3 gamma) liel3 sich auch YWHAQ (14-3-3 theta) in der Schnittmenge
des hU20S-R-loop-Interaktoms und des Zilieninteraktoms nachweisen. YWHAQ ist ebenfalls
an der Regulation des Wnt-vermittelten R-Catenin-Signalings, der Zielgentranskription sowie
der Apoptosemodulation beteiligt. In einer Analyse renal-tubularer Exosomen-Proteine und
ihrem Effekt auf Fibroblasten bei diabetischer Nephropathie konnte YWHAQ aulRerdem im
Signalnetzwerk Fibrose-fordernder Exosomen nachgewiesen werden'4¢.

Des Weiteren wurde Filamin A (FLNA) als interessanter Kandidat des Overlays der zwei
Datensatze identifiziert. Dieses Protein spielt ebenfalls eine Rolle in der kanonischen Wnt-
Signalubertragung und der Ziliogenese'#’. FLNA ist als DNA-Reparaturprotein auRerdem an
der DDR beteiligt, indem es mit dem Tumorsuppressorgen BRCA1 interagiert'® das DNA-
Reparaturprotein RAD51 zu Doppelstrangbruiichen rekrutiert und die homologe Rekombination
ermoglicht®:149.10 Es scheint zudem ein Schllsselprotein in der Pathogenese der autosomal
dominanten polyzystischen Lebererkrankung (ADPLD) zu sein. Wechselwirkungen FLNAs mit
PLD-assoziierten Proteinkomplexen werden mit zystogenen Prozessen in Verbindung
gebracht'’. Interessant waren zukinftige Untersuchungen zur Rolle FLNAs bei zystogenen
Prozessen der Niere im Rahmen von Ziliopathien.

Ferner brachte der R-loop-Interaktor HUWE1 weitere Hinweise auf die Funktion von R-loops
wahrend der Fibrogenese bei Nierenerkrankungen. HUWE1 ist eine Ubiquitin-Ligase, welche
an der Ubiquitinierung und dem Abbau geschadigter Zielproteine beteiligt ist. Sie reguliert Gber
noch nicht ganzlich erforschte Prozesse die Expression von EGFR und vermindert damit die
Entstehung tubulointerstitieller Fibrose im Rahmen von Nierenschadigungen'2. Auch fiir
HUWE1 konnten bereits Interaktionen mit dem Wnt-Catenin- Signalweg gezeigt werden. Die
Ubiquitin-Ligase ist dabei an einer negativen Feedback-Schleife beteiligt'>:.

Die Aufdeckung der Polo-ahnlichen Kinase PLK1 im Overlay des Zilien-R-loop-Interaktoms ist
besonders vor dem Hintergrund der NPH sehr spannend. PLK1 ist vorwiegend zentrosomal
lokalisiert und spielt eine zentrale Rolle bei der Regulierung des Zellzyklus. In den
vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass PLK1 Nephrozystin-1 (NPHP1), eines der
NPH-Proteine, phosphoryliert und dass die beiden Proteine in der Ubergangszone priméarer
Zilien kolokalisieren. Es wird eine Beteiligung PLK1s an der Ziliendynamik und der
Pathogenese der NPH vermutet'®. AuBerdem ist PLK1 bedeutend fir die DNA-
Schadensreparatur und Wiederherstellung des G2-Checkpoints'®. Im Zuge der DDR kann
PLK1 zum Beispiel den ATR/CHK1-Weg inaktivieren'®. Diverse teils gegenteilige Funktionen
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des Enzyms werden Uber ein komplexes Navigationsnetzwerk aus Phosphorylierungen
gesteuert und reguliert'’.

Auch die RuvB Like AAA ATPase 1 (RUVBL1) lag in der Schnittmenge der R-loop- und Zilien-
Interaktome. RUVBL1 ist fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung des tubularen
Nierenepithels entscheidend, denn die ATPase unterstitzt den Aufbau von
Ziliarproteinkomplexen im Zytoplasma. Eine Deletion von Ruvbl-1 in tubuldren Epithelzellen
von Mausen fihrt zu einem Nierenversagen mit tubuldren Dilatationen und einem Mangel an
Flimmerzellen'®. Eine Suche nach DNA-Damage-Vorgangen in diesem dem NPH-Phanotyp
dhnelnden  Mausmodell kénnte ein  spannender AnknUpfungspunkt zuklnftiger
Untersuchungen sein.

Die Betrachtung dieser Kandidaten, welche gleichzeitig mit R-loops interagieren und im
Zilienmetabolismus eine Rolle spielen, liefert neue und vielversprechende Ansatze zum
Verstandnis der Fibrogenese und der Zystenformation bei Ziliopathien. Es ergeben sich
Hinweise darauf, dass Zilien an der DDR beteiligt sind und R-loops méglicherweise ziliare
Signalwege wie die Wnt-Signalubertragung regulieren. Dies sollte nun in weiteren
Experimenten untersucht werden.

Da es sich bei humanen U20S Zellen nicht um eine Standardzelllinie zur Untersuchung ziliarer
Prozesse handelt, ware es spannend, das R-loop-Zilien-Interaktom in murinen IMCD Zellen
oder menschlichen Zelllinien zu untersuchen, welche mit zilienbesetzen Nierenepithelzellen
vergleichbar sind. Damit kdnnten die Ergebnisse dieser Arbeit noch besser im Kontext von
Nephropathien und Wnt-Signaling interpretiert werden.

Nachdem neuste Studien auch Verbindungen zwischen Ercc1 und R-loops aufzeigen
konnten®% ware es als Weiterfiihrung dieser Arbeit zudem sehr interessant zu erforschen,
inwieweit sich der R-loop Phanotyp auch in unserem tubular Ercc1-defizienten Mausmodell fir
Fibrogenese bei NPH detektieren Iasst.

5.5 Der Zusammenhang zwischen DNA-Damage Reparaturdefekten und
Nierenfibrose

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, ein besseres Verstandnis dafir zu erlangen, warum sich
Fibrose im Rahmen der NPH findet. Dazu wurde untersucht, wie DNA-Damage
Reparaturdefekte unter dem Ausschluss systemischer Effekte zu Nierenfibrose flhren.
Konkret wurde untersucht, ob und wie weit Seneszenz und Apoptose dabei zur Entstehung
des Phanotyps von Mausen mit tubularem Ercc1 Knockout, welcher durch das Fehlen des
DDR-Enzyms Ercc1 in Tubuluszellen eine renale Fibrose zeigt, beitragen.

Der geringere Anstieg des Korpergewichts der Versuchstiere im Vergleich zu Kontrolltieren
und die Uber den Versuchszeitraum ansteigenden Retentionsparameter Kreatinin und
Harnstoff (4.2.1) weisen deutlich auf nephrodegenerative Prozesse hin. Ab dem Alter von 16
Wochen ist das Nierengewebe zunehmend fibrotisch durchsetzt. Interessant ist nun also,
welche Prozesse stattfinden, bevor sich dieser Phanotyp zeigt. Die quantitative PCR aus
Mausenierenlysaten fur Seneszenzmarker dieser Arbeit brachte dabei eindeutige Resultate
(4.2.2). Verschiedene Seneszenz-assoziierte Gene wurden zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten der Mause signifikant starker exprimiert. Vor allem in frihen Stadien
(im Alter von 8 Wochen), in denen das Gewebe bislang noch nicht fibrotisch durchsetzt ist,
weisen signifikant erhéhte Spiegel von IL-6 und P21 und auch von TNF-a und IL-1a auf eine
zellulare Seneszenz der Niere hin. Im Verlauf weniger Wochen steigt auch die Expression
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P16s sehr stark an, wohingegen die P21-, IL-1a- und TNF-a-Spiegel sukzessiv wieder sinken.
IL-6 wird sogar bereits im Alter von 12 Wochen nicht mehr vermehrt exprimiert. Die SASP-
assoziierten Gene IL-1b und Foxo4 scheinen in diesem Setting zunachst eher eine
untergeordnete Rolle zu spielen, denn sie sind in keiner der untersuchten Altersstufen
signifikant verandert. Mdglich ware aber auch eine Erhéhung dieser Marker zu einem friiheren
oder spateren Zeitpunkt, welcher in diesem Experiment nicht abgebildet wird.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die zeitpunktabhangige Variabilitdt der Ergebnisse der
durchgefiihrten gPCR auf eine starke Dynamik der biologischen Geschehnisse wahrend der
Fibrogenese und Seneszenzentstehung in vivo hinweist.

In der Literatur findet sich bisher kein einheitliches Bild zum Zusammenhang zwischen
Seneszenz, Fibrose, und inwiefern weitere Vorgange wie Inflammation und regulierter Zelltod
parallel oder zeitlich versetzt zum Fibrosegeschehen stattfinden. In den Untersuchungen
dieser Arbeit kristallisierte sich heraus, dass zu Beginn des Prozesses im Ercc1-defizienten
Mausmodell Seneszenz-Signaling im Vordergrund steht, wahrend nachfolgend eher andere
Mechanismen in Kraft treten. P16 nimmt dabei méglicherweise eine Sonderrolle ein.

In histologischen Gewebeschnitten der Ercc1-defizienten Mausenieren gelang der Nachweis
der SASP-Proteine nicht (4.2.3). Bei der P16-Farbung ist dies am ehesten auf technische
Limitationen zurtickzufihren, denn die gPCR der korrespondierenden und teils identischen
Versuchstiere zeigt eindeutige Erhdhungen dieses Zytokins zum analysierten Zeitpunkt. In den
P21-Farbungen ware auch das weit vorangeschrittene Alter (16 Wochen) und
Krankheitsstadium der Mause, aus denen die Proben gewonnen wurden, als Ursache des
fehlenden Signals denkbar. Zu bedenken gilt auch, dass die Proteinlevel eine andere Dynamik
aufweisen kdnnten als die Genexpression. In weiterfihrenden Experimenten kénnten Schnitte
von 12 Wochen alten Versuchstieren auf P21 untersucht werden und komplexere
Seneszenzassays und immunhistochemische Untersuchungen mit anderen Antikérpern
angewendet werden, um Details Uber das Seneszenz-Signaling im tubular Ercc1-defizienten
Mausmodell weiter aufzuschlisseln.

Bereits in mehreren Studien zu renaler Fibrose in Mausen konnte eine Assoziation zwischen
hochregulierter SASP-mRNA Expression und epithelialer Apoptose gezeigt werden'®9160,
Auch diese Arbeit beschaftigte sich daher nicht nur mit Seneszenz, sondern auch mit Apoptose
bei renaler Fibrose. Dabei konnte am Ercc1-defizienten Mausmodell gesteigerte Cleaved
Caspase 3-Aktivitdt in peritubuldaren Zellen der Nieren nachgewiesen werden.
Uberraschenderweise ist dieser Apoptosemarker parallel zu den in der gPCR analysierten
SASP-Zytokinen vornehmlich in friheren Krankheitsstadien der Mause (im Alter von 8
Wochen) nachweisbar. Im Verlauf nimmt das zellulare Signal fur Cleaved Caspase 3 in
histologischen Farbungen ab. Dies zeigt, dass auch Apoptose eher in der frihen Phase der
Entstehung renaler Fibrose von Relevanz ist. Um diese Theorie zu untermauern, sollten
weitergehende Untersuchungen zur Expression von Apoptosefaktoren wie Bax und Bcl-2 in
den Nierenlysaten der tubular Ercc1-defizienten Mause zu den verschiedenen Zeitpunkten
durchgefihrt werden.

Inzwischen liegen zunehmend Daten dazu vor, dass auch andere Signalwege des regulierten
Zelltods eine Rolle bei Gewebeumbauprozessen in der Niere spielen®. Diese im Gegensatz
zur Apoptose teils proinflammatorischen Vorgange als Fortfuhrung dieser Arbeit im Ercc1-
defizienten Mausmodell zu untersuchen, kénnte spannende Erkenntnisse Uber Prozesse in
spateren Stadien der Pathogenese der Fibrose liefern.

Es konnte beispielsweise bereits gezeigt werden, dass synchronisierte, regulierte Nekrose
durch Nekroptose und Ferroptose zum Fortschreiten akuter in chronische Nierenschaden
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fihren®0. Der Zelltod einer tubuldren Nierenepithelzelle fiihrt durch die Freisetzung von
NADPH zu verminderter antioxidativer Kapazitdt der Nachbarzellen, was wellenartige
Ferroptoseprozesse in der unmittelbaren Umgebung wahrscheinlicher macht®':54,
Verschiedene Therapiestrategien, die unter anderem durch das Verhindern einer
Eisenakkumulation auf eine Inhibition von Ferroptose abzielen, zeigen im Tiermodell
Anzeichen einer Linderung der Fibrogenese®. Durch das Aufdecken von Ferroptose in
unserem Mausmodell wirde ferner also auch die Untersuchung neuer Rescue-Verfahren und
Therapiestrategien in Frage kommen.

Bei Nekroptose triggert die Inflammationsreaktion auf freie Zellbestandteile die Aktivierung des
erworbenen Immunsystems, was wiederum zur EMT durch Myofibroblasten beitragt®. Es ware
spannend zu untersuchen, ob und zu welchem Zeitpunkt Nekroptose auch in unserem Ercc1-
Mausmodell eine Rolle spielt. Methodisch kdnnte dazu die wahrend des Nekroptosevorgangs
durch RIPK-3 phosphorylierte MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain Like Pseudokinase) in
Immunhistochemie und Immmunfluoreszenz-Untersuchungen analysiert werden'®. In Hinblick
auf therapeutische Optionen ware es weiterfiihrend interessant den Effekt von
Nekroptoseinhibitoren zu untersuchen. Denn spannenderweise kam es in einem ebenfalls
durch Fibrose gepragten Mausmodell durch eine Behandlung mit dem Nekroptoseinhibitor
Nekrostatin-1 zur Abschwachung inflammatorischer Prozesse, interstitieller Fibrose und
Nierenversagen'®?,

Zuletzt gilt es zuklnftig auch Hinweisen auf Pyroptose, einer Form des proinflammatorischen
programmierten Zelltods, nachzugehen. Auch bei dieser Art des durch Bildung eines
Inflammasoms und Aktivierung verschiedener Caspasen gekennzeichneten Zelltods bestehen
bereits Verkniipfungen zur renalen Fibrogenese'®®'®* Es kommt dabei zur kontrollierten
Zelllyse, die zur Entzindung des umliegenden Gewebes fuhrt, was wiederum eine
Ausgangssituation fur die Myofibroblastenaktivierung darstellt. Die Untersuchung des Ercc1-
Mausmodells auf das Vorkommen pyroptosetypischer Interleukine oder erhéhtem GSDMD
(Gasdermin D) koénnte weitere Signalwege in der Pathogenese degenerativer
Nierenerkrankungen aufdecken.

5.6 Potenzielle Therapieansatze bei CKD, Ziliopathien und renaler Fibrose

Trotz eines immensen medizinischen Fortschritts in den letzten Jahrzehnten existieren bis
heute keine flir den Menschen zugelassenen Therapeutika, die chronische
Nierenschadigungen und Fibrose heilen kénnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit suggerieren,
dass DNA-Schaden, zum Beispiel durch die Bildung und Akkumulation von R-loops, sowie
verschiedene DNA-Reparaturmechanismen entscheidend zu der Pathogenese fibrotischer
Nierenerkrankungen beitragen. Auf dem Weg zur irreversiblen fibrotischen Umwandlung des
Gewebes gibt es diverse Outcome-relevante Teilprozesse. Eine medikamentése oder
interventionelle Beeinflussung oder gar eine Durchbrechung dieser Vorgange birgt neue
Optionen in der Therapie fibrotischer und degenerativer Nierenerkrankungen.

Einige Publikationen der letzten Jahre liefern bereits erste Grundideen und Ergebnisse dieses
Forschungsbereiches. Eine Erhdhung des Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+)-Spiegels
kann sich beispielsweise positiv auf den unerwiinschten Prozess der Fibrogenese auswirken,
denn ein suffizienter zellularer Energiestoffwechsel ist fur die Reparatur von DNA-Schaden
unabdingbar. Die Behandlung mit Nicotinamidmononukleotid, einer Vorstufe des NAD+,
konnte auRerdem die DNA-Schadigung proximaler Tubuluszellen und die anschlieliende
zellulare Seneszenz signifikant reduzieren'®. Auch Sirtuin 1 (SIRT1), eine NAD+-abhangige
Histon-Deacetylase, zeigt vielversprechende nephroprotektive Eigenschaften'®. Durch die
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Inhibition TNF-a-abhangiger Transaktivierung von NF-kB kann SIRT1 die TNF-a-induzierte
Zytokinproduktion in Fibroblasten und die Expression mehrerer proinflammatorischer Gene
verhindern'®’. Durch Deacetylierung von p53 kann SIRT1 aufRerdem zu verminderter zellularer
Seneszenz und Apoptose nach DNA-Schaden und oxidativem Stress beitragen'©8,

Besonders hinsichtlich spezifischer Therapien der NPH und verwandter Ziliopathien konnten
kirzlich erste Erfolge erzielt werden: Die Behandlung mit Prostaglandin E2-Rezeptor
Agonisten konnte in vitro und in Tiermodellen Ziliogenesedefekte beheben und damit die
Auspragung des fibrosegepragten NPHP1-Phanotyps mildern®. Beim Joubert-Syndrom, bei
dem es durch Mutationen im CEP290-Gen zur abnormen Verlangerung primarer Zilien kommt,
konnten Ramsbottom et al.'®® durch Antisense-Oligonukleotid (ASO)-induziertes, verandertes
SpleiRen das Uberspringen des betroffenen Exons herbeifiihren. Das entstehende Protein
gelangt wieder in die ziliare Transitionszone und die Zilien erreichen wieder ihre urspriingliche
Lange. Im Mausmodell konnte die systemische Behandlung mit ASO bereits etabliert werden
und den zystischen renalen Phanotyp der Erkrankung mildern, was ein spannendes neues
Therapiefeld auch im Bereich der anderen monogenetischen Ziliopathien eroffnete®.

Auch nichtmedikamentése Ansatze in der Therapie der CKD zeigen erste Erfolge: Fir die
haufigste renale Ziliopathie, die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung
(ADPKD), konnte vor kurzem in einer ersten Patientenkohorte gezeigt werden, dass eine
Anpassung der Ernahrung (intermediare ketogene Diat) den Krankheitsprogress in Form des
Zystenwachstums madglicherweise verlangsamen kann'%'"" In verschiedenen Tiermodellen
konnten auch Erfolge hinsichtlich degenerativer und krankheitsbedingter
Gewebeveranderungen erzielt werden. Eine allgemeine Kalorienrestriktion zeigte dabei
positive Effekte auf den fibrotischen Gewebeumbau'’>'"3, In dem DNA-Reparatur-defizienten
Mausmodell Ercc1*- vermindert eine Kalorienrestriktion von 30% die fiir diesen Phanotyp
typischen, vorzeitigen Alterungserscheinungen durch die Akkumulation von DNA-Defekten.
Sogar in wildtypischen Tieren kann eine diatische Restriktion (DR) die Entstehung endogener
DNA-Schaden vermindern'. Die in diesem Ercc1-defizienten Mausmodell stattfindende
vorzeitige Alterung spiegelt sich auf Genomebene aufgrund der stochastisch auftretenden
Lasionen vor allem in langen Genen wider. Als Folge tritt eine Transkriptionsblockade ein und
es kommt zur Akkumulation von DNA-Schaden und vorzeitigem Zellsterben. Durch eine
Kalorienrestriktion kommt es zur deutlichen Verlangsamung dieses Prozesses, was sich unter
anderem an der geringeren Anzahl an yH2AX-DNA-Schadensfoci im Gewebe dieser Tiere
zeigt. DR steigert die Stressresistenz, verbessert die antioxidative Abwehr und verandert den
Insulinmetabolismus und andere hormonelle Signalwege, indem Glykolyse, oxidative
Phosphorylierung, Pentosephosphatzyklus und mitochondriale Funktionen beeinflusst
werden. Zudem kommt es zu verminderter Apoptose durch die Suppression der Transkription
von p53 und zu einer verringerten Expression der Seneszenzparameter P16, P21 und IL-6.
Weiterhin konnte auch eine Verschiebung von proinflammatorischen hin zu
entzindungshemmenden Zytokinen unter DR beobachtet werden. Interessanterweise spielen
im Mechanismus hinter diesen Vorgangen erneut die durch ihren NAD+-Bedarf eng mit der
Erndhrung und dem Stoffwechsel verbundenen Sirtuine eine zentrale Rolle. lhre Expression
wird unter DR vermehrt induziert und es bedarf dazu keiner externen Zufuhr von NAD oder
SIRT1. Die verschiedenen unter DR vermehrt freigesetzten Enzyme der Sirtuinfamilie haben
durch ihre unter anderem genomstabilisierenden Eigenschaften positive Effekte auf
Stoffwechsel, Gesundheit und Lebensspanne’’®.

Erndhrungsmalnahmen als nicht-medikamentdse Therapieansatze in der Behandlung
chronischer Nierenerkrankungen bergen aufgrund ihrer einfachen und nebenwirkungsarmen
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Durchflhrbarkeit vor allem fur junge (zum Beispiel an NPH erkrankte) Patientinnen und
Patienten, die aufgrund spater Zulassungsverfahren und haufigem Ausschluss von
pharmazeutischen Studien oft erst spat von neuen Therapien profitieren kénnen, neue
Chancen.

Diese zahlreichen, auf neuen Erkenntnissen basierenden Therapieansatze raumen der
weiteren Aufschlisselung der Mechanismen der Nierendegeneration bei Ziliopathien und
anderen fibrotischen Nierenerkrankungen eine bedeutende Rolle ein. Vor allem der Bereich
der Optimierung von DNA-Reparaturprozessen und die Vermeidung von DNA-Schaden und
ihrer zahlreichen Konsequenzen im Kontext nephrodegenerativer Erkrankungen bietet ein
vielversprechendes Potenzial fir die Entwicklung zukinftiger CKD-Therapieansatze.
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7 Anhang

7.1 Erganzende Tabellen

Tabelle 34 (Anhang): DNA/RNA Hybrid Interaktom in hU20S Zellen (S9.6_SiCtrl). In mindestens 3 von 4
Replikaten detektierte Kandidaten. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden sind die zugehérigen Genbezeichnungen der
jeweiligen Proteine aufgefihrt.

AASDHPPT; AATF; ABCA13; ABCC3; ABCE1; ABCF1; ABCF2; ABCF3; ABHD14B;
ACACA; ACADM; ACAT1; ACIN1T; ACLY; ACOT7; ACSL3; ACSL4; ACTB;
ACTC1,ACTA1,ACTG2,ACTA2; ACTN4; ACTR2; ACTR3; ADAR; ADNP; ADRM1; AFG3LZ;
AGPS; AHCTF1; AHCY; AHCYL1,AHCYL2; AHNAK; AHSA1; AIMP1; AIMP2; ALDH18A1;
ALDH1B1; ALDH2; ALDH7A1; ALDH9A1; ALDOA; ALYREF; ANAPC7; ANKRD17; ANLN;
ANXA1; ANXA11; ANXA2 ANXA2P2; ANXA5; ANXAG;, ANXA7; AP2B1; AP2M1; AP3B1,
AP3D1; APEX1; APOBEC3B; ARCN1; ARF1,ARF3; ARGLU1; ARHGAP1; ARHGDIA,
ARHGEF2; ARID2; ARL6IP4; ASNS; ATAD2; ATAD3A; ATIC; ATL2; ATP1A1; ATP2A2;
ATP2B1,ATP2B2,ATP2B3,ATP2B4; ATP5A1; ATPS5B; ATP5C1; ATP5L; ATP50;
ATP6V1A; ATP6V1B2; ATXN2L; AUP1; AURKAIP1; BAZ1B; BAZ2A; BBX; BCKDK;
BCLAF1; BCLAF1; BLM; BLVRA; BLVRB; BMS1; BOP1; BRAT1; BRD7; BRIX1; BTF3;
BUB3; BUD31; C110orf57; C110rf98; C140rf166; C3orf17; C70rf50; CACTIN; CACYBP;
CAD; CALR; CAMK2G,CAMK2B; CAND1; CANX; CAP1; CAPRIN1; CAPZA1;, CARMT1;
CAT; CBR1; CBX3; CBX5; CCAR2; CCDC124; CCDC137; CCDC47; CCDC59; CCDC86;
CCT2; CCT3; CCT4; CCT5; CCT6A; CCT7; CCT8; CD3EAP; CDC20; CDCSL;
CDK1,CDC2; CDK11A,CDK11B,CDC2L1; CDK12; CDK2; CDK4; CDK6; CEBPZ;
CETN1,CETN2; CFL1; CHD1L; CHD4; CHORDC1; CHTOP; CIAO1; CIRH1A; CKAP2L,;
CKAP4; CKAPS5; CLIC1; CLIC4; CLPX; CLTC; CMSS1; CNN3; COASY; COIL; COL1AZ;
COLGALT1; COPA; COPB1; COPB2; COPE; COPG1; COPZ1; CORO1C; CORO7-
PAM16,CORQO7; CPSF1; CPSF2; CPSF6; CPSF7; CRNKL1; CSDE1; CSE1L; CSNK1AT1;
CSNK2A1,CSNK2A3; CSNK2A2; CSNK2B,CSNK2B-LY6G5B-1181,CSNK2B-LY6GSB--
991; CTBP2; CTCF; CTNNB1; CTNNBL1; CTPS1; CUL4A; CWC22; CXorf67; CYB5R1;
CYC1; CYFIP1,CYFIP2; CYR61; DARS; DCAF13; DCD; DCTN1,DKFZp686E0752; DDB1;
DDOST; DDX1; DDX10; DDX17; DDX18; DDX19A,DDX19B; DDX20; DDX21; DDX23;
DDX24; DDX27; DDX31; DDX39A; DDX39B; DDX3X,DDX3Y; DDX42; DDX46; DDX47;
DDX5; DDX50; DDX52; DDX54; DDX56; DDX6; DEK; DHFR,DHFRL1; DHRS2; DHX15;
DHX29; DHX30; DHX33; DHX36; DHX37; DHX57; DHX9; DIAPH1; DICER1; DIEXF;
DIMT1; DKC1; DNAJA1; DNAJA2; DNAJC10; DNAJC2; DNM1; DNM1L; DNTTIP2; DPM1,
DPYSL2; DPYSL3; DRG1; DSC1; DSG1; DSP; DSTN; DTYMK; DUSP12; DYNC1H1,
DYNLL2,DYNLL1; EBNA1BP2; EDF1; EEF1A1,EEF1A1P5; EEF1A2; EEF1B2; EEF1D;
EEF1G; EEF2; EFTUDZ2; EHD1,EHD3; EHD4; EIF2A; EIF2AK2; EIF2B1; EIF2B2; EIF2B3;
EIF2B4; EIF2B5; EIF2S1; EIF2S2; EIF2S3,EIF2S3L; EIF3A; EIF3B; EIF3C,EIF3CL; EIF3D,;
EIF3E; EIF3F; EIF3G; EIF3H; EIF3l; EIF3K; EIF3L; EIF3M; EIF4A1; EIF4A3; EIF4GT;
EIF4G2; EIFSAEIF5AL1,EIF5A2; EIF5B; EIF6; ELAVL1; ELMSAN1; EMG1; ENO1; ENY2;
EPB41L2; EPB41L3; EPHA2; EPRS; ERAL1; ERGIC2; ERH; ERLIN2; ESF1; ESYTT,
ETF1; ETFA; ETFB; EXOSC10; EXOSC3; EZR; FADS2; FAF2; FAM111A; FAM120A;
FAMG65A; FAM91A1; FAM98A; FAM98B; FARSA; FARSB; FASN; FAU; FBL; FBXO22;
FCF1; FDXR; FEN1; FGD6; FHOD1; FKBP4; FLII; FLNA; FLNB; FLNC; FSCN1; FTSJ3;
FXR1; FXR2; G3BP1; G3BP2; G6PD; GADD45GIP1; GALE; GANAB; GAPDH; GART;
GART; GATAD2A; GBE1; GCN1L1; GDI2; GEMIN4; GEMINS; GFPT1; GIPC1; GLS;
GLTSCR2; GLYR1; GMPPA; GMPPB; GMPS; GNAI2; GNAI3; GNAS; GNB2; GNB2L1;
GNL1; GNL2; GNL3; GPATCH4; GPATCHS8; GRHPR; GRN; GRSF1; GRWD1; GSDMD;
GSK3B; GSPT2,GSPT1; GSTP1; GTF3C1; GTF3C3; GTPBP4; H1FO; H1FX;
H2AFV,H2AFZ; H2AFX; H2AFY; H3F3B,H3F3A; HADHA; HADHB; HAT1; HBS1L; HCFC1;
HDAC1; HDLBP; HEATR1; HINT1; HIP1R; HIST1H1A; HIST1H1C; HIST1H1E,HIST1H1D;
HIST1H2AJ,HIST1H2AH,H2AFJ,HIST1H2AG,HIST1H2AD; HIST1H2BJ; HIST1H2BM,;
HIST1H3A,HIST3H3,H3F3C; HIST1H4A; HIST2H2BE; HIST2H3PS2; HK1; HK2; HMGAT1;
HMGB1; HMGN4; HNRNPAO; HNRNPA1,HNRNPA1L2; HNRNPA2B1; HNRNPAS;
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HNRNPAB; HNRNPC; HNRNPD; HNRNPDL; HNRNPF; HNRNPH1; HNRNPH2;
HNRNPH3; HNRNPK; HNRNPL; HNRNPM; HNRNPR; HNRNPU; HNRNPULA1,
HNRNPUL2,HNRNPUL2-BSCL2; HP1BP3; HSD17B10; HSD17B4; HSP90AAT;
HSP90AB1; HSP90AB2P; HSP90B1; HSPA14; HSPA1B,HSPA1A; HSPAS;
HSPAG,HSPA7; HSPA8, HSPA9; HSPB1, HSPD1; HSPE1,HSPE1-MOB4; HSPH1,
HUWE1; HYOU1; IARS; IARS2; ICT1; IDH3A; IDH3B; IFRD1; IFRD2; IGF2BP2; IGHV2-26;
IGHV3-74,IGHV3-21,IGHV30R16-9,IGHV3-66,IGHV30R16-10,IGHV3-20; IGKC; IGKV
A18,IGKV2D-29,IGKV2D-26; IGKV2-40,IGKV2D-28; IGKV2D-24; IGLL5,IGLC1; ILF2; ILF3;
ILK; IMMT; IMP3; IMP4; IMPDHZ2; IPO4; IPOS5; IPO7; IPO9; IQGAP1; ISG20L2; JUP; KARS;
KDM2A; KHDRBS1; KIAA0020; KIF20A; KIF23; KIF2A; KIF2C; KIF4A,KIF4B; KIFCT;
KMT2A; KNOP1; KPNA1; KPNA2; KPNA3; KPNAG; KPNB1; KPRP; KRI1; KRR1; KRT18;
KRT2; L1RE1; LAP3; LARP1; LARP4; LARP7; LARS; LBR; LDHA; LDHB; LEPRET1,
LGALS1; LIMA1; LLPH; LMAN1; LMNA; LMNB1; LONP1; LRPPRC; LRRC40; LSGT;
LSM14B; LUCT7L; LUCT7L2; LUC7L3; LYAR; MAGEA1; MAGEA4; MAGEB2; MAGED2;
MAGOHB; MAGT1; MAK16; MAP1S; MAP2K1; MAP2K3; MAP4; MAP7D1; MAPK1;
MAPK3; MARS; MAT2A; MATR3; MBOAT7; MCM2; MCM3; MCM4; MCM5; MCM6; MCM7;
MDC1; MDH2; MEPCE; METAP1;, METTL2A,METTL2B; MISP; MKI67; MOV10;
MPHOSPH10; MRM1; MRPL13; MRPL14; MRPL15; MRPL16; MRPL18; MRPL19; MRPLZ;
MRPL20; MRPL21; MRPL22; MRPL24; MRPL27; MRPL28; MRPL3; MRPL30; MRPL32;
MRPL35; MRPL37; MRPL38; MRPL39; MRPL4; MRPL43; MRPL44; MRPL45; MRPL47,
MRPL49; MRPL50; MRPL51; MRPL57; MRPS11; MRPS12; MRPS14; MRPS15; MRPS16;
MRPS2; MRPS22; MRPS25; MRPS28; MRPS34; MRPS5; MRPS9; MRTO4; MSH2; MSHG;
MSN; MTA2; MTCH2; MT-CO2; MTHFD1; MTHFD1L; MTHFD2; MTPAP; MVP; MYBBP1A;
MYH9; MYL6; MYO1B; MYO1C; NAA10; NAA15; NAA5S0; NAMPT; NAP1L1; NAT10;
NCAPD2; NCAPG; NCAPH; NCL; NCLN; NDRG3; NDUFA10; NDUFA13; NDUFAG;
NDUFA9; NDUFS1; NDUFS3; NEMF; NES; NGDN; NHLRC2; NHP2; NHP2L1; NIFK; NIP7;
NKRF; NLE1; NMD3; NME1-NME2,NME2,NME1,NME2P1; NME7; NMNAT1; NMT1; NNT,;
NOG66; NOA1; NOB1; NOC2L; NOC3L; NOCA4L; NOL10; NOL11; NOL12; NOL6; NOL?7,
NOL9; NOLC1; NOM1; NOMO1,NOMO3,NOMO2; NONO; NOP10; NOP14; NOP16; NOPZ2;
NOPS56; NOP58; NPEPPS; NPM1; NPM3; NSA2; NSDHL; NSF; NSUN2; NTMT1; NUBP2;
NUDC; NUDT11,NUDT4,NUDT10; NUDT21; NUMA1; NUP107; NUP133; NUP155;
NUP205; NUP85; NUP93; NUSAP1; NUTF2; NXF1; OAT; OGDH; OGFR; OLA1; OTUBH1,
OXSR1; P4HB; PA2G4; PABPC1; PABPC4; PAFAH1B3; PAICS; PAK1IP1; PALLD;
PAPD5; PAPSS2; PARP1; PARP2; PBK; PBRM1; PCBP1; PCBP2; PCMT1; PCNA;
PDCD11; PDCD6IP; PDHA1; PDHB; PDIA3; PDIA6; PDS5A; PDS5B; PELO; PES1; PFKL;
PFKM; PFKP; PFN1; PFN2; PGAM1; PGAMS; PGK1; PHB; PHB2; PHF6; PHGDH; PHIP;
PHRF1; PINX1; PKM; PLEC; PLEKZ; PLK1; PLOD1; PLOD3; PMPCB; PNISR; PNN; PNO1;
POLD1; POLD2; POLDIP3; POLR1C; POLR1E; POLR1E; POLR2A; POLR2B; POLR2C;
POLR2E; POLR2H; POLR2L; POP1; PPAN-P2RY11,PPAN; PPIA; PPIB; PPIG; PPIL1;
PPM1G; PPME1; PPP1CA; PPP1CB; PPP2R1A; PRDX1; PRDX3; PRDX6; PRKAAT;
PRKDC; PRKRA; PRMT1; PRPF19; PRPF3; PRPF31; PRPF4; PRPF40A; PRPF4B;
PRPF6; PRPF8; PRPS1; PRPSAP1; PRR11; PRRC2A; PRRC2C; PSMA3; PSMAS5;
PSMA7,PSMAS8; PSMC1; PSMC2; PSMC3; PSMC4; PSMC5; PSMC6; PSMD1; PSMD11;
PSMD12; PSMD13; PSMD14; PSMD2; PSMD3; PSMD6; PTBP1; PTGES3L-
AARSD1,AARSD1; PTMA; PTMS; PTPN2; PTRF; PTRH2; PUF60; PURA; PURB; PWP1;
PWP2; PYCR1; PYCR2; PYGB; PYGL,PYGM; QARS; RAB11A,RAB11B; RAB13; RAB34;
RACGAP1; RAD50; RALY; RAN; RANBP1; RANBP2,RGPD8,RGPD5; RANGAP1; RARS;
RBBP4; RBBP6; RBM14; RBM15; RBM19; RBM25; RBM28; RBM3; RBM34; RBM39;
RBM4; RBMX; RBMX2; RCC1; RCL1; RCN2; RDH11; RECQL; REPIN1; REXO4; RFC1,
RFC2; RFC3; RFC4; RFC5; RHOC,RHOA; RHOG; RIC8A; RIN1; RNMT; RNPEP; RNPST;
RP9; RPA1; RPF1; RPF2; RPL10; RPL10A; RPL11; RPL12; RPL13; RPL13A; RPL14;
RPL15; RPL17,RPL17-C180rf32; RPL18; RPL18A; RPL19; RPL21; RPL22; RPL22L1;
RPL23; RPL23A; RPL24; RPL26; RPL26L1; RPL27; RPL27A; RPL28; RPL29; RPLS3;
RPL30; RPL31; RPL32; RPL34; RPL35; RPL35A; RPL36; RPL36A,RPL36A-HNRNPHZ;
RPL36AL; RPL37; RPL37A; RPL38; RPL39P5,RPL39; RPL3L; RPL4; RPLS; RPL6; RPL7;
RPL7A; RPL7L1; RPL8; RPL9; RPLPO; RPLP1; RPLP2; RPN1; RPN2; RPS10,RPS10-
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NUDT3; RPS11; RPS12; RPS13; RPS14; RPS15; RPS15A; RPS16,ZNF90; RPS17;
RPS18; RPS19; RPS2; RPS20; RPS21; RPS23; RPS24; RPS25; RPS26,RPS26P11;
RPS27; RPS27A; RPS27L; RPS28; RPS29; RPS3; RPS3A; RPS4X; RPS5; RPS6; RPS7;
RPS8; RPS9; RPSA; RRBP1; RRP1; RRP12; RRP15; RRP1B; RRP8; RRP9; RRS1;
RSBN1; RSBN1L; RSL1D1; RSL24D1; RSRC2; RTCB; RUVBL1; RUVBL2; S100A11;
SACM1L; SAFB; SAFB2; SAMHD1; SAP18; SART1; SART3; SBSN; SCAF1; SCFD1;
SDAD1; SEC23B; SEC23IP; SEC24C; SEC61A1; SERBP1; SEPTIN7; SEPTINOS;
SERPINH1; SET,SETSIP; SF3A2; SF3A3; SF3B1; SF3B3; SFN; SFPQ; SFXN1; SFXN3;
SHMT2; SKIV2L2; SLC25A10; SLC25A13; SLC25A22,SLC25A18; SLC25A3; SLC25A5;
SLC25A6,SLC25A4; SLC2A1; SLC35F6; SLC3A2; SLC7A5; SLIRP; SLTM; SMARCA4;
SMARCA5; SMARCC1; SMARCD2; SMC1A; SMC2; SMC3; SMC4; SMCHD1;
SMN1,SMN2; SMU1; SND1; SNIP1; SNRNP200; SNRNP40,DKFZp434D199; SNRNP70;
SNRPA1; SNRPD1; SNRPD2; SNRPD3; SNRPE; SNRPF; SNRPG,SNRPGP15;
SNRPN,SNRPB; SNW1; SNX2; SNX6; SOD1; SON; SP110; SPATA5; SPATS2; SPATS2L;
SPCS2; SPTBN1; SQSTM1; SREK1; SREK1IP1; SRM; SRP14; SRP19; SRP68; SRP72;
SRPK1; SRPK2; SRPR; SRPRB; SRRM1; SRRM2; SRRT; SRSF1; SRSF10; SRSF11;
SRSF2; SRSF3; SRSF4; SRSF5; SRSF6; SRSF7; SRSF9; SSB; SSBP1; SSR4; SSRP1;
ST13,ST13P4; STAT1; STAT3; STAU1; STAU2; STIP1; STMN1; STRAP; STT3B; SUBH1;
SUCLA2; SUCLG1; SUPT16H; SURF6; SYNCRIP; TAF15; TAF9,AK6; TAGLNZ2; TALDO(1;
TARDBP; TARS; TBL3; TCEB1; TCERG1; TCF25; TCOF1; TCP1; TECR; TEX10; TGM2;
THRAPS3; TIGAR; TIMM44; TIMM50; TJP2; TK1; TKT; TLN1; TMA16; TMED10; TMEM263;
TMEM33; TNPO1; TOE1; TOP1; TOP2A; TOP2B; TPI1; TPM3,DKFZp686J1372; TRA2A,
TRA2B; TRAP1; TRIM25; TRIM28; TRIP12; TRIP13; TRMT112; TRMT5; TSR1; TSTAS;
TTLL12; TTN; TUBA1B; TUBA1C; TUBA3C,TUBAS3E; TUBB; TUBB2A; TUBB2B; TUBBS;
TUBB4B; TUBB6; TUBBS8; TUBG2,TUBG1; TUFM; TXN; TYMS; U2AF1; U2AF2; U2SURP;
UAP1; UBA1; UBA5; UBA52; UBA6; UBE20; UBR4; UBTF; UGDH; UHRF1; UMPS;
UNC13D; UNC45A; UPF1; UPP1; UQCRC1; UQCRC2; UQCRC2; USO1; USP10; USP14;
USP16; USP36; USP39; USP42; USP7; UTP11L; UTP14A; UTP15; UTP18; UTP20;
UTP23; UTP3; UTP6; VARS; VCP; VDAC1; VDAC2; VDAC3; VIM; VPRBP; VPS35;
WBSCR22; WDR1; WDR12; WDR3; WDR36; WDR43; WDR46; WDR5; WDR55; WDR74;
WDR75; WDR82; WHSC1; XAGE1A; XP32; XPC; XPO1; XPO5; XRCC5; XRCC6; XRN2;
YARS; YARS2; YBX1; YBX3; YES1; YTHDC1; YTHDF1,YTHDF3; YTHDF2; YWHAB;
YWHAG; YWHAH; YWHAQ; YWHAZ; ZAK,pk; ZBTB11; ZC3H11A; ZC3H13; ZC3H18;
ZC3HAV1; ZCCHC17; ZCCHCS3; ZCCHCT7; ZFP91-CNTF,ZFP91; ZFR; ZFX,ZFY; ZNF22;
ZNF280C; ZNF316; ZNF326; ZNF346; ZNF384; ZNF512; ZNF593; ZNF622; ZNF638;
ZNF771; ZNF800; ZRANB2; ohne Gen-Bezeichnung: PODOY3; P01709.
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Tabelle 35 (Anhang): Auflistung der 344 Proteine (anhand der zugehérigen Genbezeichnung aufgefiihrt),
die sowohl im HeLa-'% als auch im hU20S R-loop-Interaktom vorliegen

AATF

ABCF1

DDX24

ACIN1

DDX27

FXR1

ADAR

DDX31

G3BP2

KMT2A

AHCTF1

DDX39A

GAR1

KNOP1

ALDOA

DDX39B

GLTSCR2

KPNB1

ALYREF

DDX3X;DDX3Y

GNAI3

KRI1

AP2M1

DDX46

GNB2L1

KRR1

ARGLU1

DDX47

GNL2

LARP1

ASNS

DDX5

GNL3

LARS

BAZ1B

DDX50

GPATCH4

LBR

BAZ2A

DDX52

GRWD1

LLPH

BMS1

DDX54

GTPBP4

LUC7L3

BRD7

DDX56

H1FO

LYAR

BRIX1

DDX6

H1FX

MAK16

BUB3

DEK

H2AFY

MAP4

C140rf166

DHX15

HEATR1

MATR3

C7orf50

DHX30

HIST1H4A

MCM3

CBX3

DHX36

HNRNPAO

MCM5

CBX5

DHX9

HNRNPAT;HNR
NPA1L2

MEPCE

MKI67

CCDC137

DKC1

HNRNPA2B1

MOV10

CCDC59

DNTTIP2

HNRNPA3

MPHOSPH10

CCDC86

EBNA1BP2

HNRNPAB

MRTO4

CCT2

EEF1A1;EEF1A
1P5

HNRNPC

MYBBP1A

CCT3

EEF1G

HNRNPD

MYH9

CCT4

EEF2

HNRNPF

MYO1C

CCT6A

EFTUD2

HNRNPH1

NAT10

CCT8

EIF2AK2

HNRNPH2

NCL

CDC5L

EIF2S1

HNRNPH3

NGDN

CEBPZ

EIF2S3;EIF2S3L

HNRNPK

NHP2

CFL1

EIF3D

HNRNPL

NHP2L1

CHTOP

EIF3F

HNRNPM

NKRF

CIRH1A

EIF3I

HNRNPR

NLE1

CLIC4

EIF4A3

HNRNPU

NOG6

CLTC

EIF5B

HNRNPULA1

NOC3L

COIL

EIF6

HP1BP3

NOCA4L

CRNKL1

ELAVL1

HSP90AB1

NOL10

CTCF

EMG1

HSP90AB2P

NOL11

DCAF13

ENO1

HSPAS8

NOL12

DDB1

ERH

ILF2

NOL6

DDX1

FAM98A

ILF3

NOL7

DDX17

FBL

IMP3

NOLC1

DDX18

FCF1

IMP4

NONO

DDX21

FKBP4

ISG20L2

NOP10

DDX23

FTSJ3

KIAA0020

NOP16

KIF23

NOP2

NOP56
88



NOP58

NPM1

RBM15

NPM3

RBM25

SON

NSA2

RBM28

SP110

VARS

NUMA1

RBM34

SRP14

VDAC2

NXF1

RBM39

SRP72

VIM

PA2G4

RBMX

SRPK1

WDR12

PABPC1

RBMX2

SRPK2

WDR3

PABPC4

RCL1

SRRM1

WDR36

PAFAH1B3

REXO4

SRRM2

WDR43

PAK1IP1

RNPS1

SRSF1

WDR46

PAPD5

RPF1

SRSF10

WDR55

PARP1

RPF2

SRSF11

WDR74

PARP2

RRP1

SRSF4

WDR75

PCBP1

RRP12

SRSF5

WHSC1

PCNA

RRP15

SRSF6

XRN2

PDCD11

RRP1B

SRSF7

YBX1

PES1

RRP8

SRSF9

YBX3

PFN1

RRP9

SSRP1

YTHDC1

PGAM5

RRS1

STAU1

YWHAG

PGK1

RSBN1

STAU2

ZC3H11A

PHGDH

RSL1D1

STRAP

ZC3HAV1

PHIP

RSL24D1

SUPT16H

ZCCHC17

PINX1

RUVBL2

SURF6

ZFR

PLEC

SAFB

SYNCRIP

ZNF280C

POP1

SAFB2

TAF15

ZNF326

PPIA

SART1

TARDBP

ZNF512

PPIG

SART3

TBL3

ZNF593

PPP1CB

SCAF1

TCOF1

PPP2R1A

SERBP1

TCP1

PRDX1

SFPQ

THRAP3

PRDX6

SKIV2L2

TOP1

PRKDC

SLC25A5

TOP2A

PRPF19

SLTM

TRA2A

PRPF3

SMARCA5S

TRA2B

PRPF4

SND1

TSR1

PRPF40A

SNIP1

U2AF1

PRPF4B

SNRNP200

U2AF2

PRPF8

SNRNP40;DKFZ
p434D199

U2SURP

UHRF1

PSMC3

SNRNP70

UPF1

PTBP1

SNRPA1

USP10

PWP1

SNRPD1

USP36

PWP2

SNRPD2

UTP11L

RALY

SNRPD3

UTP14A

RARS

SNRPE

UTP15

RBBP6

SNRPF

UTP18

RBM14

SNW1

uTP23

UTP6

ZNF800
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Abbildung 20: Relative Genexpression Seneszenz-assoziierter Marker in der Niere 8 (a), 12

(b) und 16

(c) Wochen alter Mause.
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Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung fir p16 (a) und p21 (b) von Ercc1 fl/fl KspCre
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