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Einleitung

1. Einleitung

1.1. DNA Strukturen und Chromatin

Wahrend seiner Untersuchung der chemischen Zusammenstellung von Zellen in den
1860er Jahren entdeckte Friedrich Miescher Nuklein als einen wichtigen Teil des
Zellkerns [1]. Von der Entdeckung der DNA bis zur Beschreibung der Struktur und
der Funktion der DNA als Trager der Erbinformation durch Oswald Avery dauerte es
jedoch fast ein Jahrhundert [2]. Erst im Jahr 1953 stellten Watson und Crick das
Modell der doppelstrangigen rechts-gangige DNA—-Doppelhelix vor, die auch als B-
Form DNA bezeichnet wird [3].

DNA ist durch die vier Nukleotide Adenosin-, Guanosin-, Cytidin- und
Thymidintriphosphat aufgebaut, die nach der Regel fir die Basenpaarung wie folgt
miteinander wechselwirken: Thymin mit Adenin, Cytosin mit Guanin. Ein Nukleotid
setzt sich aus jeweils einer der Nukleinbasen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin
und einem Ribose-Phosphat-Riuckgrat zusammen [4]. Der Zusammenbau der DNA
erfolgt durch eine Phosphodiesterbindung der freien Hydroxylgruppe des
Zuckermolekils am 3'-Ende mit der Phosphatgruppe am 5'-Ende. Einzelstrangige
DNA besitzt aufgrund dieses Aufbaus eine Polaritat.

Die B-Form ist die in vivo am haufigsten vorkommende DNA Struktur. Neben ihr
kénnen jedoch weitere Konformationen ausgebildet werden, die als Nicht-B-Form
Strukturen beschrieben werden. Aussagen uUber Nicht B-Form Strukturen der DNA
resultierten urspriinglich aus biophysikalischen Methoden in vitro [5]. Lange Zeit
wurde angenommen, dass es sich bei diesen Strukturen um in vitro Artefakte handelt.
Jedoch zeigten Korrelationsstudien, dass DNA-Sequenzen, fur die diese Strukturen
vorausgesagt wurden, evolutionar in verschiedenen Organismen konserviert sind.
Weitere Studien deuten auf Funktionen dieser von Nicht B-Form-DNA in vivo hin [6].
Gut charakterisierte nicht B-Form Strukturen der DNA sind unter anderem Z-DNA,
Kreuzform-und Triplex DNA, sowie die der G-Quadruplex (G4) Strukturen. Letzt
genannte Strukturen sind dreidimensionale helikale Strukturen, die sich aus bis zu
vier DNA Stradngen zusammensetzen. Auf G4-Quadruplex Strukturen wird im Kapitel

1.5 naher eingegangen. Fur viele der Nicht-B-Form DNA Strukturen wurde zudem
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gezeigt, dass die Auflosung wichtig fir die Genomintegritat ist, da bei Nicht-

Auflésung das Risiko von Doppelstrangbriichen steigt [6].
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Abb.1.1: Aufbau des Chromatins (Abbildung aus [7], modifiziert).

DNA liegt im Zellkern von eukaryontischen Zellen nicht als reine Nukleotidsequenz
sondern in From von Chromatin vor. Als Chromatin wird der Komplex aus DNA und
einem Histonkomplex bezeichnet. Je ca. 147 bp der DNA ist um ein Oktamer aus
Histonproteinen gewickelt und bildet auf diese Weise ein Nukleosom (Abb.1.1). Der
Oktamer-Komplex setzt sich aus einem Tetramer der Histone H3 und H4 und 2
Dimeren der Histone H2A und H2B zusammen. Nukleosomen sind kettenformig auf
den DNA Strangen aneinandergereint und haben einen Durchmesser von etwa 10
Nanometern (nm). Daher spricht man hier auch von der 10-nm-Fiber. Deren Struktur
wird oft mit einer Perlenkette verglichen (,pearls-on-a-string“). Mit Hilfe von einem
weiteren Histon, dem Histon H1, bzw. Histon-ahnlichen Molekilen wird diel0-nm-
Fiber zu 30-nm-Fiber verdichtet. Den Vorgang der Verklrzung der chromosomalen
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DNA-Strange wird als Kondensation bezeichnet und bewirkt, dass die Lange der
DNA-Strdnge um das ca. 10.000- bis 50.000-fache verkirzt werden, so dass sie in
Form der Chromosomen in den Zellkern passen. Nukleosomen sind sehr dynamisch,
so dass DNA trotz der hohen Verdichtung weiterhin zuganglich ist, eine
Voraussetzung dafir, dass nukleare Prozesse wie Transkription und DNA-

Replikation moglich sind.

1.2. DNA Replikation

Die Verdoppelung der DNA wahrend der Zellteilung, wird DNA Replikation genannt.
DNA Replikation unterliegt einer strikten Regulation und Zellzyklus-Abhéngigkeit.
Fehler in der DNA Replikation kbnnen zu Genom-Instabilitat fuhren, welche mit einer
Reihe an Krankheiten einschlie3lich Krebs assoziiert ist. Daher ist es wichtig die
Regulationsprinzipien der Replikation zu verstehen, um Erkenntnisse darlber zu
erlangen, wie Zellen die Integritat des Genoms erhalten.

Der Prozess der DNA Replikation und die daran beteiligten Enzyme sind gut
untersucht. Zunachst wird der DNA Doppelstrang durch die DNA Helikase
entwunden. Topoisomerasen laufen vor der Replikationsgabel und unterstitzen die
Entwindung der DNA durch Reduzierung von Torsionsspannungen, die bei der
Entwindung der DNA entstehen. Je nach Topoisomerase-Typ werden gezielt
Einzelstrang- oder Doppelstrangbriiche generiert, die nach der dem
Torsionsspannungsabbau von der Topoisomerase wieder verknupft werden. Die
durch die Helikasen freigelegten einzelstrangigen DNA-Segmente werden durch das
Einzelstrang-bindenden Protein stabilisiert. Die DNA Synthese ist ein unidirektionaler
Prozess, die in 5'- - 3'-OH Richtung am sogenannten Matritzenstrang kontinuierlich,
ablauft. Die an der DNA Synthese beteiligten DNA-Polymerasen bendtigen einen
Primer, da sie keine de novo Syntheseaktivitat besitzen. Deshalb wird zu Beginn der
Replikation von der DNA Primase, die RNA Polymerase Aktivitat besitzt, ein RNA-
Primer synthetisiert, der fur die DNA Polymerase eine freie 3'-Hydroxylgruppe zur
Verfugung stellt. Die DNA Primase ist mit der DNA Polymerase o assoziiert, um
sowohl am Leit- als auch am Folgestrang die DNA Synthese zu initiieren [8].

Zunachst wurde angenommen, dass die DNA Polymerase ¢ fur die Elongation am
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Leitstrang und die DNA Polymerase o fur diejenige am Folgestrang verantwortlich ist.
Spater wurde gezeigt, dass fir die DNA-Synthese des Leitstrang durch die DNA-
Polymerase 6 erfolgt [9]. Wahrend der Elongationsphase ist die DNA-Polymerase mit
dem Prozessivitatsfaktor PCNA (proliferating cell nuclear antigen) assoziiert, der
verhindert, dass die Polymerase von der DNA dissoziiert. Am Folgestrang wird die
neue DNA in Form von kleinen DNA-Fragmenten, den Okazaki-Fragmenten
synthetisiert. Diese werden durch die DNA Ligase zu einem langen kontinuierlichen
DNA Strang zusammengefiigt, nachdem die RNAse H die Primer-Sequenz entfernt

und die DNA Polymerase & die fehlenden Nukleotide eingesetzt hat [8].

1.3. DNA-Replikationsurspringe (Origins)

DNA Replikation initiiert im Genom an funktionell definierten Stellen, den
Replikationsurspringen (Origins). Diese werden von spezifischen Proteinen erkannt.
Durch Rekrutierung weiterer Faktoren werden die Origins fur DNA Replikation
lizenziert, d.h. als replikationskompetent markiert. Die Proteine, die fur die
Replikationsinitiation eine Rolle spielen sind von Hefe bis zum Menschen konserviert.
Die funktionelle Definition eines Origins ist einfach, jedoch aufgrund der Flexibilitat an
beteiligten Faktoren in hoheren Eukaryonten nicht einfach zu charakterisieren.
Sowohl die DNA-Sequenz und -Struktur als auch der epigenetische Kontext
beeinflussen sowohl die Lizenzierung sowie die Aktivierung des jeweiligen Origins.
Die Replikationsinitiation lasst sich in zwei Schritte unterteilen: Erstens, die
Lizenzierung von Replikationsurspringen in der Gl-Phase des Zellzyklus und
zweitens, die Aktivierung der Origins in der S-Phase. Die zeitliche Trennung von
Lizensierung und Aktivierung gewadhrleistet, dass Replikation nur einmal pro
Zellzyklus stattfindet. Der pra-Replikationskomplex (pre-RC) der sich an Origins in
der G1l-Phase assembliert (Lizenzierung), ist Voraussetzung fur die potentielle
Aktivierung des einzelnen Origins in der S-Phase.

Obwohl Origins in den verschiedenen eukaryontischen Spezies sehr unterschiedlich
aufgebaut sind, sind die biologischen Prozesse bei der Origin-Erkennung und
Aktivierung konserviert. Die reicht von der Initialen Erkennung durch ORC, Uber die

Lizenzierung durch den pre-RC in der G1-Phase bis hin zur Origin-Aktivierung in der
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S-Phase. Diese Vorgange werden in den folgenden Kapiteln beschrieben. Aul3erdem
werden Faktoren fur die Origin-Lizenzierung in hodheren Eukaryonten skizziert.
Danach wird das Epstein-Barr Virus als ein Modell zur Untersuchung humaner
Replikationsurspringe vorgestellt. SchlieB3lich folgt ein Kapitel Gber G4-Strukturen
und ihre Rolle in zellularen Prozessen. Danach wird auf die Rolle von G4-Strukturen

in der DNA Replikation im Speziellen eingegangen.

1.3.1. Lizenzierung der Replikationsurspringe

Die bahnbrechende Arbeit von Huberman und Riggs postulierte schon 1966 anhand
von Autoradiographie von Chromatin-Strangen ca. 30.000 bis 50.000 aktive
Replikationsurspringe  pro  Hamsterzelle [10]. In  Zeiten der ,High-
Throughput® Technologie haben verschiedene Laboratorien genomweite
Sequenzierungen zur Identifizierung aktiver Origins in verschiedenen humanen
Zelllinien durchgefuhrt. Dabei rangiert die Anzahl der identifizierten aktiven
Replikationsurspringe innerhalb einer Zellpopulation zwischen ca. 150.000 bis
250.000 [11-13]. Diese Zahl ist deutlich hoher als die postulierte Zahl von Origins pro
einzelner Zelle. Dies deutet auf eine Flexibilitat in der Wahl der Origins in einzelnen
Zellen hin. Dies beinhaltet, dass in der G1-Phase mehr Origins pro Zelle lizenziert
werden, als in der folgenden S-Phase aktiviert werden. Somit wird nur eine
Teilmenge der lizenzierten Origins pro Zelle verwendet, wie Studien in Sauger- und
in Hefezellen belegen [14-16]. Zwischen unterschiedlichen Zelltypen kann die Wahl
der Origins variieren. Das Set aktiver Origins kann selbst innerhalb der gleichen
Zellpopulation sehr unterschiedlich sein. Die Origins die in der G1-Phase lizenziert
werden aber in der S-Phase nicht aktiviert werden, die sogenannten ,Dormant
Origins® sind bei replikativem Stress von Bedeutung [17-19].

Die Lizenzierung der Origins ist durch das sequentielle Binden verschiedener
Proteinkomponenten charakterisiert. Als erstes bindet der Origin-Erkennungs-
Komplex (ORC), ein hexamerer Proteinkomplex (Orc1-6), an die DNA-Zielsequenz in
der G1-Phase des Zellzyklus [20,21]. Danach wird der Zellzyklus-regulierte Faktor
Cdc6 an ORC rekrutiert. Mit Hilfe des Kofaktors Cdt1 wird dann de ,Mini-
Chromosome-Maintenance“-Komplex (MCM2-7) unter ATP-Verbrauch auf die DNA
geladen [20-22]. Der MCM2-7 Komplex ist die enzymatische Untereinheit der

5
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replikativen Helikase. Diese Faktoren bilden zusammen den pre-RC an potentiellen
Replikationsurspringen (Abb. 1.2).

Replikationsursprung

| | | A | | o E |
IDNA
HORC M HORC I HORC ]
DNA
| -@-coT
CDCE6O~
f@}mcm-?

G

Abb. 1.2: Bildung des préa-Replikationskomplex (pre-RC) an Replikationsurspriingen. Blaue
Bereiche stellen die Replikationsurspriinge dar, die ORC in der G1-Phase bindet. Der Origin wird mit
einer weiteren Rekrutierung der Replikationsproteine CDT1, CDC6 und MCM2-7 lizenziert.
Zusammen bilden die Proteine den pre-RC (Abbildung aus [23], modifiziert).

Aktiviert wird der pre-RC schliel3lich in der S-Phase durch die S-Phase CDKs und die
Dbf4-abhangigen Kinase DDK [24,25]. Um die Helikase-Aktivitat des MCM2-7-
Komplex zu aktivieren und die DNA-Polymerasen zu rekrutieren, bedarf es der

Kinase-abhangigen Bindung weiterer Komponenten wie Dpb11, GINS, Cdc45, Sld2,
SId3 und Mcm10 [24-26].
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1.3.2. Replikationsurspringe in verschiedenen Organismen

In allen eukaryonten Organismen sind die Proteinfaktoren fir die Origin-Lizenzierung
konserviert, jedoch unterscheidet sich die Spezifitit von ORC fur seine
Zielsequenzen.

In Bakterien ist das einfache Modell der DNA Replikation zu finden. Dieses geht auf
das Replikon-Modell von Jacob und Brenner zurlck [27]. Ein Replikationsursprung
wird hier als ein spezifisches genetisches Element, bezeichnet als Replikator, an
dem durch Binden eines trans-Faktors (Initiator) Replikation initiiert wird. Das Modell
wurde fur Escherichia coli postuliert und bestétigt. Das Protein DnaA erkennt und
bindet auf dem bakteriellen Genom eine spezifische Sequenz, die DnaA Boxen. Mit
der Rekrutierung anderer Faktoren bildet sich das Replisom und DNA Replikation
wird initiiert [28].

Replikationsurspringe in Eukaryonten wurden zuerst fir Saccharomyces cerevisiae
beschrieben. Sie wurden als funktionelle autonom-replizierende Sequenzen (ARS) in
Plasmiden identifiziert [29,30]. Sequenzanalysen filhrten zur Beschreibung von
mehreren genetische Elemente, die zur Replikationsfunktion beitragen [31,32]. Ein
ca. 12-17 bp langes Motiv, charakterisiert durch einen T-reichen Strang, das in allen
ARS konserviert ist, wurde als ARS-Consensus-Sequenz (ACS) definiert [33-35].
ACS st essentiell flir die Replikationsfunktion, aber nicht ausreichend. Die
sogenannte A und B1-Doméne sind Bindestellen von ORC, wahrend die anderen B-
Elemente B2 und B3 als ,Enhancer” Bereiche fur die Replikationseffizienz dienen
[36-38].

Im Gegensatz zu S. cerevisiae sind Replikationsurspringe in der Spalthefe
Saccharomyces pombe und in Metazoen nicht durch definierte Konsensus-Elemente
gekennzeichnet [39,40]. Vielmehr kennzeichnen sie sich durch einen 0,5 bis 3 kb
groRen genomischen Bereich aus, der reich an AT-Sequenzen ist [41-43].

Die Bindung von ORC an die Zielsequenz wird Uber die Orc4-Untereinheit vermittelt.
Es wurde gezeigt, dass Orc4 Uber seine einzigartigen neun N-terminalen ,AT-
hook“ Motive, AT-reiche Sequenzen bindet und Replikationsurspriinge in S. pombe
auf die Weise markiert werden [44].

In héheren Eukaryonten kann die Initiation der Replikation an definierten Stellen oder
Uber breite Initiationszonen hinweg erfolgen [12,45,46]. Gut charakterisierte

spezifische Origins stellen u.a. der Lamin B2 und der R3-Globin Lokus in humanen
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Zellen dar [47]. Mehrere Replikationsinitiationsstellen findet man hingegen in einer 55
kbp grol3en Zone unterhalb des Dihydrofolat-Reduktase-Gens (DHFR) [48]. Die
Maoglichkeiten fur die Rekrutierung von ORC an seine Zielsequenzen sind in hdheren
Eukaryonten sehr flexibel. Hier hat der Komplex im Gegensatz zu ORC aus S.
cerevisiae keine DNA-Sequenzspezifitdt in vitro und bindet fur die

Replikationsfunktion kein bestimmtes DNA-Konsensus-Motiv [49,50].

1.3.3. Methoden zur Untersuchung von Replikations-

urspringen in héheren Eukaryonten

Um Replikationsurspringe im Genom hoherer Eukaryonten zu identifizieren und zu
charakterisieren macht sich die Forschung die Fortschritte der letzten Jahre in der
genomweiten Sequenzierungstechnologie zu Nutzen. Das verhalf der Forschung zu
einem Sprung der Analysemoglichkeit nicht nur von ein paar wenigen
Replikationsurspriingen, sondern zu einer genomweiten Analyse von Origins. Aus
den Sequenzierdaten lassen sich tber bioinformatische Analysen Informationen tber
DNA-Sequenzen, Korrelation von  Transkription und Replikation und
Chromatinmodifikationen fur Origins herleiten. Im Folgenden werden die Methoden

dargestellt, die zu diesen neuen Erkenntnissen fuhren.

Short-Nascent-Strand Analyse

Die Identifikation aktiver Replikationsurspringe geht auf die Technologie der Short-
Nascent-Strand (SNS) Analyse zuriick. An den Replikationsurspringen beginnt die
DNA Polymerase die Synthese von DNA mit einem RNA Primer. Neu replizierte DNA
Strange, sogenannte ,Nascent Strands” werden an Origins symmetrisch und in beide
Richtungen synthetisiert. Die Analyse der SNS erlaubt daher die Identifizierung
aktiver Origins im Genom. Fir die SNS Analyse wird die DNA aus proliferierenden
Zellen isoliert. Nach Denaturierung wird die DNA der Grof3e nach fraktioniert. Bei der
Isolierung entstehen aber auch durch DNA Briche kurze Fragmente, die ahnlich
grol3 sind wie die SNS Fragmente. Um die SNS zu reinigen kommt eine von zwel
Methoden zur Anwendung.

Eine Methode nutzt die in vivo Markierung der DNA wéahrend der Replikation mit dem
Thymidinanalog BrdU und anschlieBender Anti-BrdU-Immunprézipitation [51].
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Proliferierende Zellen werden mit Medium, das mit BrdU angereichert ist, kultiviert.
BrdU wird wahrend der Replikation in die neu synthetisierte DNA eingebaut. So
kbnnen neu synthetisierte DNA, also auch Short Nascent Strands mittels
Immunprazipitation mit anti-BrdU Antikdrper angereichert werden.

Bei der anderen Methode wird das Enzym Lambda-Exonuklease, eine 5'-
Exonuklease, benutzt [52]. Das Enzym hat eine Selektivitat fr DNA aber nicht wenn
die DNA mit RNA Primern gebunden ist. Daher verdaut dieses Enzym durch Brtuiche
entstandene DNA Stiicke, aber die neu replizierten SNS bleiben intakt.

Aufgereinigte  SNS werden schlie3lich sequenziert und bioinformatisch mit der
Genomsequenz verglichen, um dadurch die genomischen Positionen der aktiven

Urspriinge zu identifizieren [11].

Chromatin-lmmunprazipitation

Eine andere Methode zur Identifizierung von Replikationsurspriingen stellt die
Chromatin-Immunprazipitation mit anschlielender ,High-Throughput® Sequenzierung
dar (ChIP-Seq). Proteine des pre-RC, wie ORC und MCM2-7, markieren potentielle
Initiationsstellen fir die Replikation und binden an die Origin-Sequenzen im Genom.
Die Interaktion zwischen dem pre-RC und der Zielsequenz wird in der ChIP kovalent
und reversibel verknipft. Nach Immunprézipitation der pre-RC Proteine wird die
koprazipitierte DNA-Sequenz isoliert und anschie3end sequenziert. Somit kann eine
Lokalisation von pre-RCs im Genom vorgenommen werden. Mit einer Korrelation von
SNS Daten ergibt sich ein Bild, welche Origins in der Zelle nicht nur lizenziert
sondern auch aktiviert werden. Durch einen Vergleich mit anderen ChlP-Seq Daten
von Histonen, Histonmodifikationen und Transkriptionsfaktoren kdnnen Erkenntnisse
Uber die epigenetischen Faktoren erhalten werden, die die pre-RC Bildung
beeinflussen [12].

Das néachste Kapitel beschreibt, welche Faktoren fur die Selektion von

Replikationsurspriingen in héheren Eukaryonten eine Rolle spielen kdnnen.
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1.3.4. Selektion von Replikationsurspringen in hdoheren

Eukaryonten

Bestimmte Elemente des Chromatins beeinflussen die Origin-Selektion in hoheren
Eukaryonten, die durch spezifische DNA-Elemente und epigenetische Faktoren des
Chromatins beeinflusst wird.

Verschiedene Histonmodifikationen kdnnen eine Rolle spielen. Beispielsweise wurde
postuliert, dass eine Acetylierung von H3 und H4 in einer Steigerung der
Replikationsaktivitat resultiert [53]. Eine weitere Modifizierung, die an einigen
humanen Replikationsurspriingen detektiert wird ist die Mono-Methylierung an der
Aminosaure Lysin 20 des Histons 4 (H4K20). Die Rekrutierung der entsprechenden
Methyltransferase, PR-Set7, an einen definierten genomischen Lokus bewirkt die
Ausbildung des pre-RC [54]. ORC interagiert auch mit den repressiven
Histonmodifikationen H3K9me3, H3K27me3 und H4K20me3 [55,56], die vermutlich
eine Rolle bei der Lizenzierung des pre-RCs im Heterochromatin spielen.
ORC-DNA-Bindung korreliert h&ufig mit Transkriptionsstartstellen von aktiv-
transkribierten Regionen und deshalb wird ein raumlicher Zusammenhang zwischen
dem Transkriptions- und Replikationsvorgang gesehen [57,58]. Aktiv transkribierte
Bereiche stellen eine leicht zugangliche Chromatin-Umgebung dar, die die
Replikation begunstigen kann [59]. Studien zeigen, dass in Saugerzellen GC-reiche
Bereiche wie CpG-Regionen (CpG-Islands) mit Replikationsurspriingen korrelieren
[60-62]. Daflir spricht, dass viele Promotorregionen sowie Origins mit CpG-Islands
korrelieren, jedoch sind Origins zusatzlich bei CpG-Islands zu finden, die nicht in
Promotor-Sequenzen liegen [63].

Immer weiter verbreitet sich auch die Annahme, dass nicht-kodierende kleine RNAs
(ncRNA) die Replikationsfunktion einiger Origins steuern. Zang et al., (2011) und
Collart et al.,, (2011) beschrieben die in Vertebraten als Y RNAs bezeichneten
ncRNAs, die eine Rolle bei der Initiation der DNA Replikation spielen [64,65]. Y
RNAs assoziieren vor der Initiation der Replikation in der G1-Phase mit Chromatin
[66]. Da eine Interaktion von ORC mit den Y RNAs in vitro gezeigt wurde, wird
postuliert, dass die Y RNAs in der Spezifizierung und/oder in der Aktivierung von
Origins beteiligt sind [65].

Fur lange Zeit stellte die groRe Anzahl von Origins in Eukaryonten ein Hindernis far

deren Identifizierung dar. Seit verbesserten genomweiten Analysemethoden und

10



Einleitung

»High-Throughput® Verfahren ist es mdglich die Origin-Selektion weiter auf Sequenz-
Spezifitdit zu untersuchen. Eine Praferenz von frih-replizierenden Origins zu
unmethylierten und spat-replizierenden Origins zu methylierten CpG-Islands wurde
dabei beobachtet [67]. Aus bioinformatischen Analysen in Maus, Drosophila und
humanen Zellen wurden Replikationsurspriinge mit Guanin-reichen Elementen (,G-
rich repeated elements®) korreliert, die das Potential zur Bildung von vierstrangigen
helikalen Strukturen, den sogenannten G4-Strukturen besitzen [12,14]. Die Annahme
ist, dass diese Strukturen sowohl die Position als auch die Effizienz von Origins
bestimmen kdnnen [68]. Die Mechanismen, fur die Funktionalitat von G4-Strukturen
sind bisher noch nicht verstanden, riicken weiter ins Interesse der Forschung, um zu
verstehen, wie Origins in h6heren Eukaryonten reguliert werden. Auf weitere Studien,
die den Zusammenhang zwischen G4-Strukturen und DNA Replikation
demonstrieren, wird im Kapitel 1.3.3.2 dieser Arbeit ndher eingegangen.

Vor kurzem wurden zudem aus ,Short-Nascent-Strand“-Analysen an den
Replikationsinitiationsstellen in humanen Zellen AC/TG-reiche Bereiche detektiert
wahrend poly-T sowie poly-A reiche Sequenzen an diesen Stellen unterreprasentiert
sind [12].

Eine weitere Alternative zur Origin-Selektion stellen Chromatin- bzw. DNA-bindende
Proteine dar, die mit ORC interagieren und ihn somit zu seinen Zielsequenzen lotsen.
Diese Proteine werden auch als ORC-Chaperone bezeichnet. Dazu zahlen einige
Transkriptionsfaktoren, wie Myc, E2F1, Rb und Myb, die mit ORC kolokalisieren [69-
71]. Eine Vermutung ist, dass Transkriptionsfaktoren durch Einwirkung auf die
Chromatin-Umgebung sowohl einen aktivierenden als auch reprimierenden Einfluss
auf die Replikationsinitiation nehmen koénnen [72]. Auch Proteine des
Heterochromatins stellen Interaktionspartner von ORC dar. Dazu gehort das
Heterochromatin-Protein 1 alpha (HP1alpha) und das ,High-mobility-group“ A1-
Protein (HMGALla) [73,74]. Eine Hypothese ist, dass durch die Interaktion von ORC
mit diesen Proteinen Replikationsurspriinge des Heterochromatins gekennzeichnet
werden [73,75]. Dieses Prinzip wird auch im viralen Kontext des Epstein-Barr Virus
(EBV) sowie im Fall des Kaposi’s-Sarkom-assoziierten Virus (KSHV) genutzt. ORC
wird dabei Uber die viralen Kernproteine EBNA1 und LANA an den jeweiligen
Replikationsursprung der Virus-DNA rekrutiert und die latente virale Replikation
initiiert [76,77].

11



Einleitung

1.4. Das Epstein-Barr Virus - ein Modell fur die

humane DNA Replikation

Das Epstein-Barr Virus (EBV) gehdort zur Familie der gamma-Herpesviren. Nach der
Infektion persistiert das Virus latent als extrachromosomale DNA in den B-Zellen des
Wirts. Das EBV-Genom ist in Nukleosomen verpackt und seine latente Replikation
findet Zellzyklus-abhangig in der S-Phase statt [78,79].

B-Zellen, die mit EBV-infiziert wurden werden als lymphoblastoide Zelllinie (LCL)
bezeichnet und sind durch EBV immortalisiert, d.h., dass eine kontinuierliche
Proliferation infizierter Zellen sichergestellt und Apoptose umgangen wird. LCLs
exprimieren nur eine Teilmenge der viralen Gene, damit das Virus dem
Immunsystem des Wirts ausweichen kann. Unter ihnen sind die Kernproteine EBNAL,
EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C und EBNA-LP sowie die Membranproteine
LMP1, LMP2A und LMP2B. Neben 44 micro RNAs werden aufRerdem die kleinen
nicht-kodierenden RNAs EBER1 und EBER2 exprimiert [80-82].

In den folgenden Kapiteln werden der latente Replikationsursprung OriP und das
viral exprimierte Protein EBNA1 bezuglich der Replikationsfunktion von EBV naher
beschrieben. AuRerdem werden die viralen RNAs EBER1 und EBER2 sowie das

OriP Plasmid-System vorgestellt.

Der latente Replikationsursprung OriP

Der latente Replikationsursprung OriP ist das einzige cis-Element, das essentiell fir
den Erhalt des EBV-Genoms in der Zelle ist [83] (Abb.1.3A). Er setzt sich aus zwei
Elementen zusammen: den ,family of repeats® (FR) und dem ,dyad
symmetry“ Element (DS) [84]. Beide Elemente besitzen Bindestellen flr das virale
Protein ,EBV-Nuclear-Antigen 1“ (EBNA1). Das FR-Element besteht aus 20
Wiederholungen einer 30 bp Sequenz, die wiederum ein 18 bp Palindrom fur die
EBNA1-Bindung enthélt [84,85]. Das DS-Element ist das Replikationselement von
OriP und enthalt vier EBNA1-Bindestellen, das aus zwei Paaren von inversen
Wiederholungen besteht [84,85] (Abb.1.3B). Dazwischen liegen drei Wiederholungen
von Nonamer-Sequenzen, die zusammen mit dem DS-Element die
Replikationseffizienz bestimmen [86,87].

Das virale Genom sowie OriP-enthaltende Plasmide replizieren nur einmal pro

Zellzyklus [78,88]. Anhand von ChlIP-Analysen an DS wurde gezeigt, dass der pre-
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RC in gleicher Zusammensetzung wie bei zellularen pre-RCs gebildet und lizenziert
wird [89-91]. Dies wurde zudem durch Experimente mit OriP-enthaltenden Plasmiden
in Orc2- und Cdtl-defizienten Zellen bestatigt [90]. Somit stellt OriP ein sehr gutes
Modell fir die Untersuchung von Proteininteraktionen sowie fur die Untersuchung der
Mechanismen der Lizenzierung fur zellulare Origins dar.

Wahrend im Plasmid-System das DS-Element essentiell und ausreichend fir die
Replikationsfunktion ist, initiiert die Replikation in EBV-Genomen Uberwiegend
aulRerhalb von DS [92-95]. Alternative Initiationsstellen wurden vor allem in der EBV-
positiven Zelllinie Raji am lytischen Replikationsursprung OriLyt entdeckt [96]. Auch
Mutanten von EBV, in denen das DS-Element fehlt kbnnen eine EBV-Infektion in
einer EBV-negativen Zelllinie auslésen. In diesem Fall wird eine

Replikationsinitiationszone zwischen OriLyt und OriP beobachtet [97].

A oriP

FR DS

8029
9019
9137

il T

D €
ACTAACCCTAA ATAGCATA' oG AACATATGCTATIIGAATTAGGGTTAG 'AGTATATACTACI AC AAGCATATGCTACICCGTTTAGGGTTAA
TGATTGGGATT: GCTATCGTAT, CCAACCCATTGTATACGAT. CTTAATCCCAATCA ACCTATCATATATGATGA TG ATA CAAATCCCAATT
1

4 3 2

c EBNA1
DNA Bindung und
LR1 Gly/Ala LR2 Dimerisierung
C I ] — I |

1 33 53 90 325 376 459 607 641

Abb. 1.3: Schematische Darstellung von OriP und EBNA1 Protein. (A) Sequenz von OriP und
Anordnung von FR und DS mit ihren genomischen Koordinaten. Blaue Bereiche stellen EBNA1
Bindestellen in FR und DS dar. (B) VergréR3erung des DS-Lokus. Die blauen Boxen 1-4 stellen die
Sequenzen fur EBNA1 dar. Die zwei gestrichelten Pfeile kennzeichnen das ,dyad symmetry“-Element.
Die durchgehenden Pfeile stellen die Nonamer-Sequenzen dar. (C) Das EBNA1 Protein und seine
funktionellen Elemente. Der N-Terminus setzt sich aus der Glyzin-Alanin-reichen Sequenz sowie den
beiden ,Linking“-Regionen zusammen. Der schwarze Bereich stellt die Doméane fiir DNA Bindung und
Dimerisierung dar (Abbildung aus [98], modifiziert).
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EBNA1 — der trans-Faktor fir die EBV-Replikation

EBNAL spielt fur den Erhalt und die latente Replikation des viralen Genoms eine

entscheidende Rolle [83,99]. Dieses Protein entfaltet seine Funktionen in trans mit
OriP. Uber FR verkniipft EBNA1 das virale Genom mit dem Wirtschromosom fiir den
Erhalt des Virusgenoms im Zellkern [100-103]. Zusammen mit DS fungiert es als
Replikator [93]. EBNA1 gliedert sich in zwei funktionelle Doménen (Abb. 1.3C): die
C-terminale DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne und eine N-terminale
Domane. EBNAL bindet als Dimer an OriP [85]. Der N-Terminus enthalt einen
Glyzin-Alanin-reichen Bereich, der keine Funktion fir den Erhalt und die Replikation
von EBV hat [99,104]. Wichtig fur den Erhalt der viralen DNA und dessen Replikation
hingegen sind die ,Linking“-Regionen von EBNA1 im N-terminalen Bereich, die reich
an den Aminosauren Arginin (R) und Glyzin (G) sind [105-108]. Bei Bindung an FR
ist die N-terminale Domane fir die Assoziation mit dem Wirtsgenom verantwortlich
[100,106]. EBV nutzt den als ,piggy-back®-bezeichneten Mechanismus fur die
Weitergabe des viralen Genoms auf die Tochterzellen in der Mitose [109-111]. Bei
Bindung an DS hingegen, rekrutiert der N-Terminus fur die Replikationsfunktion den
hexameren ORC [91].

Eine Vermutung ist, dass EBNAL das zellulare Protein HMGA1la imitiert [112]. Dies
ist auf eine Sequenzahnlichkeit der Proteine zurickzufihren. HMGAla besitzt drei
»,AT-hook* Motive, die bevorzugt AT-reiche Sequenzen in der kleinen Furche der
DNA binden [113-115]. Durch den hohen Anteil an Arginin- und Glyzin- Aminosauren
ahneln LR1 und LR2 der ,AT-hooks" von HMGA1a und kdnnen ebenfalls AT-reiche
Sequenzen in vitro binden [116]. Funktionell kann der N-terminale Bereich von
EBNA1 mit der HMGAla Sequenz mit Erhalt der Replikationsfunktion ersetzt werden
[101,116]. Es wurde zudem gezeigt, dass die RG-reichen Motive von EBNAL1 und
HMGA1la jeweils die Interaktion zu ORC in vitro vermitteln, und dass die Interaktion
RNA-abhangig ist [117]. Eine Annahme ist, dass HMGAla durch die Bindung von
AT-reichen Sequenzen, Replikationsurspriinge im Heterochromatin definiert [74].
Eine Mutation der RG-Motive in HMGAla und EBNAL fihrt zu einem Verlust der
RNA-Bindung, der ORC-Assoziation und der Replikations-funktion [117,118]. Fur
HMGA1la gestaltet sich die Untersuchung hinsichtlich der ORC-Chaperon Interaktion
schwierig, da keine spezifische Origin-Sequenz bekannt ist, die von HMGAla
gebunden wird. Fur die ORC-EBNAL Interaktion ist die Analyse leichter, da der
Replikationsursprung (DS) bekannt ist, an dem die Interaktion stattfindet.
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EBER RNAs

Die EBER RNAs sind 167 bzw. 172 Nukleotide lang und liegen bis zu einer
Kopienzahl von 10° im Zellkern vor [119-121]. Sehr wenig ist iiber die molekularen
Mechanismen der EBER RNAs und deren Funktion fir infizierte Zellen bekannt. In
einigen Studien wird eine Krebs-férdernde Eigenschaft, wie Tumorentstehung und
ein erhohtes Transformationspotential bezgl. des Wachstums von infizierten B-Zellen
beschrieben [122-124]. Andere Studien hingegen zeigen, dass EBERs nicht
essentiell fur die Primarinfektion, virale Replikation und B-Zell-Transformation sind
[125-127].

Beide RNAs bilden ahnlich stabile ,stem-loop“-Strukturen, die flr
Proteininteraktionen wichtig sind [119]. Zellulare Interaktionspartner fur die EBER
RNAs stellen zum einen das Protein La und zusatzlich fur EBER1 die Protein L22
und AUF1 dar [128,129]. Im viralen Kontext wurde in vitro gezeigt, dass EBNA1 an
EBER1 bindet [130,131]. Die Funktionen der Protein-EBER1 Interaktionen sind
bisher noch nicht geklart.

Das OriP Plasmid-System

Die Selektion von Replikationsurspringen in hoheren Eukaryonten unterliegt
unterschiedlicher Mechanismen. Um zu verstehen welche genetischen Faktoren die
Origin-Selektion beeinflussen, ist ein System zur funktionellen Analyse von Origins
von Vorteil, bei dem genetische Veranderungen fur z.B. Mutationsanalysen leicht
vorgenommen werden konnen. Krysan et al., (1989) entwickelten ein auf OriP-
basierendes System, mit dem man humane Sequenzen auf Replikationsfahigkeit
testen kann. Ahnlich wie fir die Isolierung der autonom replizierenden Sequenzen in
Hefen, wurden humane Sequenzen in ein bakterielles Plasmid mit Selektionsmarker
eingefugt und auf autonome Replikation in humanen Zellen getestet [132,133]. Da
humane Replikationsurspringe nicht automatisch den Erhalt des Plasmids in den
Zellen garantieren, ist es wichtig ein Element fur den extrachromosomalen Erhalt auf
dem Plasmid zu haben [134]. Krysan et al., (1989) machten da von der OriP-
Sequenz Gebrauch, da die funktionellen Elemente fir Erhalt (FR) und Replikation
(DS) innerhalb von OriP raumlich getrennt sind. Die Replikationsfunktion des
Plasmids ist dann nur von EBNA1 und DS abhangig [92,93]. Die Substitution des

DS-Elements mit humaner chromosomaler DNA konnte autonom replizierende

15



Einleitung

Sequenzen identifizieren, die unter Selektionsdruck tGber zwei Monate stabil erhalten
bleiben [90]. Eine Tendenz zu einer gesteigerten Replikationseffizienz von grof3en
gegenuber kleinen DNA Fragmenten konnte in einer weiteren Untersuchung von 62
zufallig ausgewahlten humanen DNA Fragmenten festgestellt werden, die sich in
ihrer Lange von 1 kb zu 21 kb unterschieden [132].

Das OriP Plasmid-System stellt ein sehr gutes Werkzeug fur die funktionelle
Untersuchung von Origins dar, da auch die genetische Modifizierung durch
Klonierung einfach ist. Auf diese Weise lasst sich z.B. eine Korrelation der
Replikationseffizienz mit Sequenz-Motiven durch Mutationsanalysen untersuchen. In
dieser Doktorarbeit diente das OriP Plasmid-System dazu, ausgewahlte
Replikationsurspringe aus Maus hinsichtlich der Replikationseffizienz in

Abhangigkeit von G-Quadruplex Strukturen zu untersuchen.

1.5. G-Quadruplex Strukturen

1.5.1. Definition

G-Quadruplex (G4-) Strukturen kdbnnen sowohl in DNA- als auch in RNA-Sequenzen
auftreten. Die G4-Struktur basiert auf einer Nukleotidsequenz, die reich an Guanin-
Nukleotiden ist und eine vierstrangige helikale Struktur ausbildet [135-137] (Abb. 1.4).
Die Mindestanforderung fir die Ausbildung einer G4-Struktur ist eine Sequenz die
vier Bereiche (Cluster) mit jeweils mindestens zwei Guaninen besitzt
(G>2NxG>,N,G>,N,G>,). Stabil sind jedoch G4-Strukturen mit mindestens 3
Guaninen pro Cluster [138]. Die Anzahl der Nukleotide zwischen den G-reichen
Bereichen kann variieren und unterschiedliche ,Schleifen“-Strukturen (Loops)
ausbilden [139-141]. Je kleiner die Anzahl der dazwischenliegenden Nukleotide ist,
desto stabiler ist die G4-Struktur [138]. Die G-Nukleotide wechselwirken uber
Hoogsteen-Basenpaarungen zu planaren G-Tetraden [142]. Die Tetraden sind als
Stapel angeordnet und werden Uber monovalente Kationen wie Na+ und K+
stabilisiert [135,143,144] (Abb. 1.4A). Die G4-Strukturen sind thermisch stabiler als
doppelstrangige DNA. Je nach Anordnung der G-Tetraden kénnen sich parallele
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oder antiparallele G4-Strukuren ausbilden (Abb. 1.4B). Aulerdem sind sowohl
intramolekulare sowie intermolekulare G4-Strukturen bekannt [139,145] (Abb. 1.4C).

Abb. 1.4: G-Quadruplex Strukturen. (A) Darstellung der Hoogsteen-Basenpaarungen von vier
Guanin-Nukleotiden, die eine planare G-Tetrade bilden (Abbildung aus [6]). Diese wird Uber ein
monovalentes Kation stabilisiert (M"). (B) Intramolekulare G4-Strukturen: Die G4-Struktur resultiert
durch Anordnung der G-Tetraden. Die Anordnung kann parallel (links) bzw. antiparallel (rechts)
erfolgen. (C) Intermolekulare G4-Struktur zwischen zwei Nukleotidsequenzen (Abbildungen B und C
aus [142]).

Sowohl das Genom von Bakterien, wie die Genome von Hefe bis zum Menschen,
sind reich an potentiellen G4-Sequenzen. Im menschlichen Genom wurden ca.
300.000 dieser G4-Motive detektiert [146,147].

Im Folgenden wird auf die Konsequenzen von G4-Strukturen im Genom und die

Funktion dieser Strukturen auf zellulare Prozesse naher eingegangen.
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1.5.2. Konsequenzen von genomischen G4-Strukturen

Sowohl DNA Replikation als auch die Transkription bringen DNA in einen
Spannungszustand. Das wird als ,Supercoiling“-induzierter Stress bezeichnet [148].
Die Bildung von G4-Strukturen ist eine Moéglichkeit diesen Stress zu kompensieren
[149]. Aus in vitro Daten geht hervor, dass G4-Strukturen negatives
,supercoiling“ ausgleichen [150]. Die thermodynamisch stabilen G4-Strukturen
beeinflussen aber auch die DNA Replikation bzw. Transkription. Abhangig davon auf
welchem Strang sich die G4-Struktur ausbildet, hat dies entweder aktivierende oder
inhibierende Wirkung auf die ablaufenden zellularen Prozesse. Auf der einen Seite
wird fur die Transkription bei Ausbildung einer G4-Struktur auf dem Matrizen-Strang
eine Blockierung der Transkription postuliert (Abb. 1.5A) [6]. Auf der anderen Seite
kann die Ausbildung auf dem kodierenden Strang den Ablauf der Transkription am
Matrizen-Strang durch Einzelstrang-Bildung erleichtern (Abb. 1.5B) [6].

Eine G4-Struktur, die sich wéahrend der Replikation auf dem Leitstrang ausbildet,
kann einen Replikationsarrest auslosen (Abb.: 1.5C) [151]. Zudem ist eine
Ausbildung einer G4-Struktur auf dem als Einzelstrang vorliegenden Folgestrang
ebenso begulnstigt [151].

Auch G4-Strukturen in den Telomeren stellen ein Hindernis fir die DNA
Replikationsmaschinerie dar. In Saugerzellen zeichnet sich Telomer-DNA ein
repetitives G-reiches Sequenzmotive aus, das aus dem in Tandem angeordneten
Konsensus-Sequenz TTAGGG besteht. Der 3'-Strang liegt am Ende des
Chromosoms als verlangerter Einzelstrang vor, der eine Ausbildung von G4-
Strukturen auf diesem Strang begunstigt [140]. Bei der DNA Replikation kénnen
Chromosomenenden nicht vollstdndig repliziert werden, da fir die Synthese des
Folge-Strangs der Komplementar-Strang fehlt. Die Telomerase |6st dieses Problem,
indem sie die DNA, die komplementar zum 3'-Uberhang ist, mit einer RNA-Matrize

verlangert [152].
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Abb. 1.5: Mogliche Konsequenzen von G4-Strukturen auf zellulare Prozesse. (A) G4-Strukturen
auf dem kodierenden Strang kdnnen die Prozessivitat der Transkription blockieren. (B) G4-Strukturen
auf dem nicht-Templat Strang konnen den Zugang von Proteinen zu Promotorregionen erleichtern. (C)
G4- Strukturen kdnnen die Replikation blockieren (Abbildungen A und B aus [6], Abbildung C aus
[151], modifiziert).

G4-Strukturen, die an Telomeren und wahrend der DNA Replikation auftreten
mussen aufgeldst werden, da sie ein Risiko fur die Genomintegritat darstellen und
spontane Chromosomen-Umordnungen auslésen konnen, die zur Tumorentstehung
beitragen kdnnen [153,154]. Wichtige Proteine bei der Auflésung von G4-Strukturen
sind Helikasen. Vor allem die Familie der ATP-abhangigen RecQ-Helikasen, spielt
eine entscheidende Rolle. Ein Verlust der Aktivitat dieser Proteine durch Mutation ist
mit einem erhdhten Risiko der Tumorentstehung verbunden. Beispiele sind hier das
Werner Syndrom oder das Blooms Syndrom, die aufgrund einer Mutation in den
Helikasen WRN bzw. BLM zustande kommen [155,156]. Beiden Krankheitsbildern ist
gemeinsam, dass in Patienten ein erhohtes Krebsrisiko vorliegt. Beim Werner
Syndrom leiden die Patienten zusatzlich an vorzeitigem Altern, das auf einen

rasanten Verlust der Telomer-Sequenz zuriickzufihren ist [157].

1.5.3. G4-Strukturen und zellulédre Prozesse

Um die Balance zwischen Funktion und Dysfunktion zu wahren bedarf es einer
komplexen Regulation von G4-Strukturen auf molekularer Ebene. Hierfur ist ein

komplexes Zusammenspiel aus Protein-Interaktion mit G4-Strukturen vonnéten.
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G4-Strukturen sind nicht nur Folgeerscheinungen zellularer Prozesse, sondern
spielen auch bei der Regulierung dieser eine funktionelle Rolle. Im Folgenden wird
diskutiert, welche zellularen Prozessen mit G4-Strukturen in eine funktionelle
Verbindung gebracht werden. Dies wird anhand der Transkription und DNA
Replikation néher erlautert. Aber auch in der Translation, epigenetischer Regulation,

Meiose und Rekombination wird diesen Strukturen eine Rolle zugeschrieben [6].

1.5.3.1. G4-Strukturen und Transkription

Aus Genom-weiten bioinformatischen Analysen geht hervor, dass in einer Region,
die ca. 1 kb stromaufwéarts der Transkriptionsstartstelle liegt, statistisch
Uberproportional viele G4-Motive auftreten. Dies ist fur ca. 50% aller humanen Gene
der Fall [158]. Daraus wurde auf einen Zusammenhang zwischen G4-Strukturen und
transkriptioneller Regulation geschlossen. Weitergehende Analysen zeigen, dass
G4-Strukturen sehr haufig in Promotorregionen von Genen, die fir regulative
Proteine kodieren, wie z.B. Onkogene oder Transkriptionsfaktoren, vorhanden sind.
Hingegen sind sie in Promotoren von ,House-keeping“- und Tumor-Suppressor
Genen eher unterreprasentiert [158,159]. Dies weist darauf hin, dass G4-Strukturen
Regulationsmechanismen fur die Expression von bestimmten Genfamilien darstellen.
Dabei ist es denkbar, dass G4-Strukturen von spezifischen G4-bindenden Proteinen
erkannt werden, die weitere Proteine rekrutieren, die entweder eine stimulierende
oder inhibierende Wirkung auf den Transkriptionsprozess haben. Das beste
untersuchte Gen bzgl. einer Regulation durch G4-Strukturen ist das Onkogen c-Myc.
Eine Uberexpression von c-MYC fuhrt zu einer erhéhten Zellproliferation und somit
zur Krebsentstehung [160,161]. Die Promotor-Sequenz von c-Myc besitzt ein
Nuklease-hypersensitives-Element (NHE), das sechs G-reiche Abschnitte enthalt, die
in vitro eine G4-Struktur bilden [162]. Dieses Element ist wichtig fur die
Promotorregulation. Eine Punktmutation in der G4-Sequenz fuhrt zu einer erhfhten
Genexpression, wahrend eine Stabilisierung der G4-Strukturen mit dem G4-
bindenden Molekil TmPyP4 zu einer Reduktion der Genaktivitat flhrt [163,164].
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1.5.3.2. G4-Strukturen und DNA Replikation

Genomische G4-Strukturen

Genomweite Sequenzanalysen zielen darauf ab, aktive Origins mit Struktur- und
Sequenzeigenschaften der DNA sowie mit epigenetischen Faktoren und anderen
zellularen Prozessen in Verbindung zu bringen. Vor allem die Suche nach
genetischen Elementen, die Replikationsurspriinge beeinflussen, wird durch die
Maglichkeit der ,High-Throughput Sequenzierung und bioinformatischer Analysen
erleichtert.

Anhand genomweiter Daten von ,Short-Nascent-Strand“ (SNS) Analysen in Maus,
Drosophila und Mensch korrelieren aktive Origins mit G4-Motiven [11,12,165]. Die
Studien zeigen, dass ca. 90% der Origins mit G4-Motiven assoziieren und G4-
Strukturen korrelieren zudem mit einer hohen Origin-Dichte im Genom und einer
frihen Replikation in der S-Phase [11]. Eine Korrelation von G4-Motiven mit aktiven
Origins konnte in unterschiedlichen Zelllinien bestatigt werden [11].

Kennzeichnend fur die Origins mit G4-Motiven ist, dass G4-Motive haufig in einem
definierten Abstand zur Initiationsstelle (IS) lokalisiert sind. Diese liegt in Maus und
Drosophila ca. 280 bp bzw. 160 bp strangaufwérts von der IS entfernt [165]. In
humanen Zellen liegen G4-Motive ca. 250 bp strangaufwarts von der IS identifiziert
[12]. Dies deutet darauf hin, dass die Replikationsinitiationsstellen durch die
Gegenwart von G4-Motiven im Genom definiert werden koénnen. Eine direkte
Funktion dieser Motive fur die DNA Replikation wurde in der Studie von Valton et al.,
(2014) anhand von Mutationsanalysen von Replikationsurspringen aus der
Huahnerzelllinie DT40 gezeigt. Die Autoren demonstrieren, dass G4-Strukturen einen
Einfluss auf die Replikationseffizienz von Origins haben. Der Mechanismus, wie G4-
Strukturen die Replikationsaktivitat eines Origins beeinflussen ist noch nicht
verstanden. Cayrou et al., (2015) zeigen dass die G4-Motive stromaufwarts zur IS
mit einer Nukleosomen-freien Region korrelieren. Die Autoren postulieren, dass G4-
Strukturen die Zuganglichkeit von Replikationsproteinen zu ihren Bindestellen
gewéhrleisten und somit Origins markieren. Dieses Model wird durch eine Studie von
Hoshina et al., (2013) bestatigt, in der in in vitro Analysen gezeigt wurde, dass ORC
praferenziell G4-RNA und -ssDNA bindet. Somit ist es denkbar, dass ORC G4 DNA-
Motive direkt erkennt, bindet und pra-Replikationsurspriinge markiert. Ein Beweis
dieser Hypothese ist bisher noch nicht erbracht worden. Die meisten Erkenntnisse
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von G4-Strukturen im Hinblick auf DNA Replikation basieren auf bioinformatischen
Korrelationsstudien. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine funktionelle Analyse
von G4-enthaltenden Origins und eine Untersuchung im Hinblick auf eine Assoziation

des pre-RC mit den G4-Motiven anhand des OriP Plasmid-Systems durchgefihrt.

RNA G4-Strukturen

Eine Mdoglichkeit, wie ORC an seine Zielsequenzen bindet, ist Uber eine Interaktion

von ORC mit ORC-Chaperonen. Im Kontext von EBV wurde gezeigt, dass die
Interaktion von EBNAL1 und ORC uber RNA vermittelt wird [117]. Diese Interaktion
kann mit Molekilen unterbunden werden, die spezifisch an G4-Strukturen binden.
Die Studie von Norseen et al., (2009) untersuchte weiterhin den Einfluss von einem
dieser Molekiule auf die EBV-Kopienzahl in EBV-positiven Zellen und auf die
Replikation von OriP-Plasmiden [166]. Die Autoren postulieren, dass RNA G4-Motive
essentiell fur die EBNA1 ORC Interaktion sind.. Dabei wurde sowohl eine Abnahme
der EBV-Kopienzahl sowie der Replikationsaktivitat von OriP-Plasmiden beobachtet.
Die Autoren erklaren dies unter anderem mit einem inhibierenden Einfluss von dem
G4-Liganden BRACO19 auf die RNA-abhangige ORC-EBNA1 Interaktion an OriP
[166].

Bis heute ist nicht bekannt, welche spezifischen RNAs die Interaktion zwischen
EBNA1 und ORC vermitteln und inwiefern RNA G4-Motive die Replikation von EBV
in infizierten Zellen beeinflussen.

Potentiell spezifische RNAs stellen die von EBV-exprimierten RNAs EBER1 und
EBER?2 dar. Diese wurden in einem ersten Versuch der RNA-Immunprazipitation als
Kandidaten fur spezifische EBNAl-assoziierte RNAs identifiziert (Christoph Erik
Mayer, AG Schepers, unveroffentlichte Daten). Ein Hinweis dafir ist, dass in vitro
bereits gezeigt wurde, dass EBNA1 an EBERL1 bindet [130,131]. Die Frage ist, ob
EBER1&2 die Interaktion zwischen ORC und EBNA1 an DS vermitteln und ob, die
G4-Motive daran beteiligt sind.

22



Einleitung

1.6. Zielsetzung

Die Selektion von Replikationsurspringen ist in hoheren eukaryontischen Zellen
flexibel und noch nicht gut verstanden. Neben der DNA-Sequenz, -Struktur und
chromosomalen Faktoren ist auch RNA als ein mdglicher Faktor fir die Origin-
Selektion diskutiert. Ein Bespiel dafur ist die Erkennung des latenten
Replikationsursprunges im Epstein-Barr Virus. Hier vermitteltn nicht-kodierende
RNAs die Interaktion von ORC mit dem viralen Chaperon EBNAL. Es ist noch nicht
bekannt, ob spezifische RNAs die Interaktion vermitteln oder ob eine Gruppe an

RNAs mit spezifischen Sequenz- und Strukturmotive zusammengefasst werden kann.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die RNAs zu identifizieren und zu charakterisieren, die
die ORC-EBNALl Interaktion am viralen latenten Replikationsursprung OriP
unterstitzen. Die identifizierten RNAs sollten charakterisiert werden und auf
spezifische Motive und strukturelle Eigenschaften untersucht werden. Zudem sollte
die Fahigkeit der RNA(s) die Interaktion von EBNAL1 mit ORC Proteinen zu vermitteln
naher betrachtet werden. Dies sollte Einblicke Uber den Mechanismus geben, wie
Replikationsurspringe in Eukaryonten Uber die ORC-Chaperon Interaktion in
Zusammenhang mit RNA definiert werden.

Aus einer Studie geht hervor, dass die Interaktion von ORC zu EBNA1 von RNAs
vermittelt wird, fir die G4-quadruplex Strukturen hervorgesagt werden [166]. In
dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden, inwiefern RNA G4-Strukturen die

Replikation des EBV-Genoms und die Ausbildung des pre-RC an OriP beeinflussen.

Bioinformatische Korrelationsstudien zeigen, dass G4-Strukturen im Genom von
Saugerzellen mit aktiven Replikationsurspringen assoziiert sind und dort die Origin-
Aktivitat beeinflussen. Der Mechanismus, wie G4-Strukturen die Origin-Effizienz
modulieren ist noch nicht geklart. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es deshalb G4-
Strukturen im Hinblick auf die Effizienz von Replikationsurspriingen zu untersuchen.
Dies wurde funktionell anhand von Mutationsanalysen eines Maus Origins mit zwei
G4-Motiven im OriP-Plasmid System analysiert. Letztendlich sollte geklart werden,

ob G4-Motive als Plattform fur Proteine der Replikationsmaschinerie dienen.
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2.1. Gerate

Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

Tab. 2.1: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Accu-jet®pro

Brand GmbH & Co0.KG, Wertheim

Axiovert 40 C/200M

Zeiss, Gottingen

Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg

Biorupter UCD-200

Diagenode, Liége, Belgien

Electrophoreseeinheit

Hoefer Scientific Instruments, USA

Electrophoreseeinheit

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Elektroporationskivetten 1mm

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Elektroporationsgerat Gene pulser Il

Bio-Rad Laboratories, Richmond CA, USA

FACS calibur™

BD Biosciences, Heidelberg

Feinwaage (< 120 Q)

Bayrische Waagenwerkstatte, Utting a.A.

Film Kassetten

FujiFilm, Kleve

Geldokumentationsgerat

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Gelelektrophoresekammer

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

High-speed Zentrifuge Avanti J-26XP

Beckman-Coulter, Minchen

lllustra Microspin G-50 Saulen

GE Healthcare, Minchen

Inkubator innova 4400

New Brunswick Scientific GmbH, Nuttingen

Inkubator Typ-B-5060-EK-CO

Heraeus, Hanau Deutschland

Light-Cycler™ gPCR

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Magnetriihrgerat RH basic

IKA Labortechnik, Staufen
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Microcon Filter Gerat

Millipore, Darmstadt

Milli-RO 60 PLUS Wasserfilter Aquintus

Millipore, Darmstadt

NanoDrop® ND-1000 Spektrometer

ThermoScientific, USA

Neubauer Zdhlkammer

Marienfeld, Deutschland

Optimax x-ray Film-Entwickler

Protec GmbH & Co KG, Oberstenfeld

PCR System 2400

Perkin Elmer, USA

Phosphoimager FLA 5100

Fuji Foto Film Co., Ltd., Japan

pH Meter HANNA instruments, Mauritius
Pipetten Gilson S. A. S., Frankreich
Powersupply Bio-Rad Laboratories, Richmond CA, USA;

Consort, Belgien

Qubit™ Fluorometer

Invitrogen, Darmstadt

Robocycler 96

Stratagene, Heidelberg

,2oemiDry“ Immunblot-System

Hoefer Scientific Instruments, USA

SevenEasy InLab413 pH-meter

Mettler Toledo, GielRen

Spektrometer DU 640

Beckmann, Heidelberg

Sterilwerkbank Lamin Air®, HBB 2448

Heraeus, Hanau

S220 Sonifiziergerat

Covaris, Brighton, England

Tischzentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge klein

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer AccuBlock Digital DryBath

Labnet International Inc., USA

Thermostat

Grant, England

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG, Zirich

Waage kern 470 (< 2000 g)

Kern, Albstadt

Wasserbad Acoline 100 Lauda

Dr.R.Wobser GMBH & Co KG

Wasserbad Haake D8

Thermo Haake, USA
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Zentrifuge 2K15

Sigma, Ostenrode am Harz

Zentrifuge Rotina 38R

Hettich, Tuttlingen

2.2. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2.2 aufgefuhrt

Tab. 2.2: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

a-32P-UTP (3000 Ci/mmol)

Hartmann Analytic GmbH, Deutschland

Agarose

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Albumin, Rind

Sigma-Aldrich Chemie, Munchen; Roche,

Penzberg

Ampizillin Natriumsalz

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

ATP

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

ATX Poncau S red Farbeldsung

Fluka Analytical, Steinheim

Borsaure

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

BSA, purified, 100x

New England Biolabs, Schwalbach

Butan/ Propan

Campingaz, Frankreich

Calciumchlorid

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

Chloroform

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

CTP

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

AppliChem GmbH, Darmstadt

DNA ,loading dye®, 6x

New England Biolabs, Schwalbach

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Dinatriumhydrogenphosphat

AppliChem GmbH, Darmstadt

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
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Dimethylpimelinediimidatedihydrochloride
(DMP)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

dNTPs

Roche, Penzberg

EGTA, Titriplex®

Merck Millipore, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Ethanol

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

Ethanolamin

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Fisch-Sperma

Thermo Fisher, USA

Fotales Kalberserum Lot.Nr. BS225160.5

Bio&Sell, Feucht

Formaldehyd, Methanol-frei

Thermo Fisher, USA

GeneRuler™ 1 kb/50 bp/Mix DNA Leiter

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Gibco® DMEM Medium

Thermo Fisher, USA

Gibco® Glutamin (Zellkultur)

Thermo Fisher, USA

Gibco®
(Zellkultur)

Nicht-essentiele = Aminosauren

Thermo Fisher, USA

Gibco® Natriumpyruvat (Zellkultur)

Thermo Fisher, USA

Gibco® Penizillin/Streptamycin (Zellkultur)

Thermo Fisher, USA

Gibco® Optimem

Thermo Fisher, USA

Gibco® RPMI-1640 Medium

Thermo Fisher, USA

Glyzerin AppliChem GmbH, Darmstadt

Glyzin Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
G418/ Genetizin Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
Hefeextrakt Thermo Fisher, USA

HEPES Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Hygromyzin PAA-Laboratories, Wien, Austria
Isoamylalkohol Merck-Eurolab GmbH; Darmstadt
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Isopropanol (2-Propanol)

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

Kaliumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Kaliumhydroxid

AppliChem GmbH, Darmstadt

Lipofectamin 2000

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Lithiumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Methanol

Merck-Eurolab GmbH; Darmstadt

Milchpulver

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Natriumacetat

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

Natriumdeoxycholat (DOC)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Natriumchlorid

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

Natriumcitrat

Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva Electrophoresis GmbH; Heidelberg

Natriumtetraborat

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

NN, N‘,N‘-Tetramethylendiamine

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

N-Lauroylsarkosin Natriumsalz

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

NP-40 (Igepal CA-630)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Orange G

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

PBS Dulbecco, pH 7.2

Biochrom AG, Berlin

Phenol

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Polyacrylamid

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Polyetylenimin (PEI)

Polysciences Europe GmbH, Deutschland

Propidiumiodid Sigma-Aldrich Chemie, Mlinchen
RNAse Zap Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Salzséaure Merck-Eurolab GmbH; Darmstadt
Select Agar Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sucrose Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
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TmPyP4

Merck Millipore, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Triton-X100

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

tRNA

Roche, Penzberg

Trypsin-EDTA

Thermo Fisher, USA

Tween-20 AppliChem GmbH, Darmstadt
Trypton Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe
2.3. Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind in Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tab. 2.3: Verwendete Materialien

AFA Fiber & Cap, Sonifiziergefalle

Covaris, Brighton, England

Amersham Hybond ECL

GE Healthcare, Miinchen

,Blotting“ Papier

Sartorius & Stedim GmbH, Géttingen

CEA x-ray screen (Immunblot)

Agfa Healthcare, Peil3enberg

Cryotubes

Nunc GmbH, Wiesbaden

Falcon® Einwegpipetten 1, 2, 5, 10 und 25

ml

Corning, USA

Falcon® Reaktionsgefald 15 mi

Corning, USA

Filter Minisart® 0,22 um, 0,45 pum

Sartorius & Stedim GmbH, Goéttingen

FujiFilm Imaging plate

Fuji PhotoFilm Co., Ltd. Japan

GE High performance autoradigraphy

GE Healthcare, Miinchen

Handschuhe Nitril® Next Gen

Meditrade GmbH, Kiefersfelden

Multi® SafeSeal® Tubes

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Nalgene® Rapid Flow Filters

Thermo Fisher, USA
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PCR Reaktionsgefalie, Klonierung

Perkin Elmer, Connecticut
Thermo Fisher, USA

PCR 96-Loch Platten Framestar

4titude, England

Reaktionsgefél3e 1 und 2 mi

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalie 15 und 50 ml

Greiner Bio one, Frickenhausen

Pipettenspitzen Axygen™ mit Filter ,low

binding*

Corning, USA

Pipettenspitzen mit Filter

Kisker Biotech, Mexiko

Pipettenspitzen standard, Diamond

Gilson S. A. S., Frankreich

Protein A/G Sepharose Kigelchen

GE Healthcare, Miinchen

Zellkulturflaschen CELLSTAR ®

Greiner Bio one, Frickenhausen

Zellkulturschalen, 6-Loch Platten

Nunc GmbH, Wiesbaden

2.4. Kits

In Tabelle 2.4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Kits aufgefuhrt.

Tab. 2.4: Verwendete Kits

CloneJET PCR Cloning Kit

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

JETstar Maxi-prep kit

Genomed GmbH, L6hne

LightCycler® SYBR Green Master |

Roche, Penzberg

MMESSAGE MMACHINE® T7
Transcription Kit

Ambion Thermo Fisher Scientific, USA

NucleoSpin Gel und PCR Clean-up kit

Macherey-Nagel, Diiren

SuperScript ® Il First-Strand Synthesis

Thermo Fisher Scientific, USA
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2.5. Enzyme/Proteine

In Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Proteine aufgelistet.

Tab. 2.5: Verwendete Enzyme und Proteine

Alkalische Phosphatase (CIP)

New England Biolabs, Schwalbach

Bench Mark Protein Ladder

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

EBNA1 ,wildtyp“ (A 95-319), rekombinant
EBNA1 RGG-Mutante (A 95-319),

rekombinant

Exprimiert und gereinigt von Arie Geerlof
(Protein Purification Facility des Helholtz-

Zentrums in Neuherberg)

HelLa Kernextrakt

Stock Biologicals

Poly-U Polymerase

New England Biolabs, Schwalbach

Protease Inhibitor complete

Roche, Penzberg

Proteinase K

Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Proteinase K

Fermantas, Thermo Scientific, USA

Pwo Polymerase

Peglab, Erlangen

RNAse, Dnase-free

Roche, Penzberg

RNAse Inhibitor

Roche, Penzberg

RNAse T1

Fermantas, Thermo Scientific, USA

Taq Polymerase

Exprimiert und gereinigt von C.-E. Mayer

T4 DNA Ligase

Affymetrix/usb products, UK

Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs, Schwalbach und

von Fermentas, Thermo Scientific, USA, bezogen und nach Herstellerangaben

verwendet.
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2.6. Plasmide

Ubersicht der Plasmide, die in dieser Arbeit generiert und verwendet wurden. Die
Nummer gibt die Identifikationsnummer der Plasmide bzgl. der AGV Datenbank an.

Plasmide fur die in vitro Transkription

4875: pJet 1.2 — EBER1 (b 1-167) (C.-E. Mayer)

4877: pJet 1.2 — EBER1 (b 35-135) (C.-E. Mayer)

4878: pJet 1.2 — EBER1 (b 84-125) (C.-E. Mayer)

5450: pJet 1.2 — unstrukturierte RNA (Julia Damaschke)

6179: pJet 1.2 — EBER1 (b 1-167, G4#1 und G4#2 mut) (Julia Damaschke)
6180: pJet 1.2 — EBERL1 (b 35-135, G4#2 mut) (Julia Damaschke)

Plasmide fir Plasmid-Wiedergewinnungsversuche bzw. Chromatin-lImmun-

prazipitation

3230: OriP wildtyp mit Expressionskassetten fur Hygromyzin (SV40 Promotor) und
destabilisiertem GFP (HCMV promoter) in pBluescript Plasmid-Hintergrund
(Wolfgang Hammerschmidt)

3243: OriP delta DS Sequenz mit Expressionskassetten fur Hygromyzin (SV40
Promotor) und destabilisiertem GFP (HCMV promoter) in pBluescript
Plasmid-Hintergrund (Jeaninne Gerhardt)

Folgende Plasmide wurden Uber Insertion der entsprechenden Sequenz in das 3243
Plasmid tber Ascl eingefiigt (Phillippe Coulombe, Montpelier und Julia Damaschke,

Helmholtz-Zentrum Minchen):

5641: cMyc Sequenz

5645: cc2 1,9 kb Sequenz

5647: cc4 2 kb Sequenz

5649: cc2 500 bp Sequenz

5650: cc2 500 bp umgekehrte Sequenz
5651: cc4 500 bp Sequenz
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5652: cc4 500 bp umgekehrte Sequenz
5731: cc2 500 delta G4#1 Sequenz

5734: cc2 330 bp Sequenz

5737: cc2 500 G4#1 mut (1) Sequenz

5738: cc2 330 bp umgekehrte Sequenz
6175: cc2 500 bp G4#1 und G4#2 mut Sequenz
6177: cc2 500 bp G4#2 mut Sequenz

6191: cc2 500 bp delta G4#1 Dimer Sequenz
6231: cc2 500 bp Tetramer Sequenz

6232: cc2 500 delta G4#1 Tetramer Sequenz
6243: cc2 500 Dimer Sequenz

2.7. Oligonukleotide

Tabellen 2.6 - 2.

10 beinhalten Oligonukleotid- und Primer-Sequenzen, die in dieser

Arbeit verwendet wurden. Die Nummern vor den jeweiligen Sequenzen geben die

Identifikationsnummer in der Primerliste der AG Schepers wieder.

Die Primer und
Mac Vector 13.5.

Oligonukleotid-Sequenzen wurden anhand der Computersoftware

5 erstellt. Die Synthese wurde von der Firma Metabion (Martinsried,

Deutschland) durchgefuhrt.

Tab. 2.6: Verwen

dete Oligonukleotide fiir die RNA-Synthese

Oligonukleotid-Sequenz (5' — 3')

Unstrukturierte

RNA

239

AAAACATGCTTACTACCAGCTGGTACTTGACCGAAGACGGCA
GAAAGCATATTTTGTGAATATAATCACAGACACCGTTCTCACC
ACCCGG

240

AGGACATAAGCTGACATAAAGGTTTTGCTAGGGAGGAGACGT
GTGTGGATATAGACAACCGTACCAGATACAAGTCCCGGGTGG
TGAGAAC

EBER1 (b 1-167

, G4#1 und G4#2 mut)

369

AAACATGCGGACCACCAGCTGGTACTTGACCGAAGACGGCAG
AAAGCAGAGTCTGGGAAGACAACCACAGACAGCGTACTCAGC
ACACGGGA

370

AGGACCTACGCTGCCCTAGAGGTTTTGCTAGGGAGGAGACGT
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GTGTGCCTGTAGCCACCCGTCCCGGGTACAAGTCCCGTGTG
CTGAGTACGC

EBER1 (b 35-135, G4#2 mut)

294 TAATACGACTCACTATAGGAGACGTGTGTGCCTGTAGCCACC
CGTCCCGGGTACAAGTCCCGTGTGCT

295 GAAGACGGCAGAAAGCAGAGTCTGGGAAGACAACCACAGAC
AGCGTACTCAGCACACGGGACTTGTAC

Tab. 2.7: Verwendete Primer fur die T7-PCR, die die T7-Promotorsequenz enthalten

(fett gedruckt)

Primer fir PCR Sequenz (5' — 3')

EBER1 (b 1-167)

174

AAAACATGCGGACCACCAGCTGGTAC

198

TCTTCTAGAAAGATTAATACGACTCACTATAG

EBERL (b 35-135)

197

TTTCAGCAAGATTAATACGACTCACTATAG

184

GAAGACGGCAGAAAGCAGAGTCTG

EBERL (b 84-125)

185

TAATACGACTCACTATAGAGGACGGTGTCTGTG

186

GAAGCAGAGTCTGGG

Unstrukturierte RNA

241 TAATACGACTCACTATAGGAAAACATGCTTACTAC
CA
242 AGGACATAAGCTGACATAAA
EBERL1 (b 1-167, G4#1
und G4#2 mut)
173 TAATACGACTCACTATAAGGACAGCCGTTGCCCTA

GTGG

174

AAAACATGCGGACCACCAGCTGGTAC

EBER1 (b 35-135, G4#2

mut)

296

TAATACGACTCACTATAGGAGACGTGTGTGCC

297

GAAGACGGCAGAAAGCAGAGTCTG
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Tab. 2.8 : Verwendete Primer fur Klonierungen

Sequenz (5' — 3')

490 BamHI fw 5649

AAAAGGATCCAAGGAAAACCCCGTGCAGGAAATG

491 Bglll rev 5649

TTTTTAGATCTGGCGCGCCTGGGACAGTT

667 Mlul fw

AAAAACGCGTCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGC

668 Mlul rev

TTTTTACGCGTGGCAGCTGAGAATATTGTAGG

Tab. 2.9: Verwendete Primer fir die quantitative PCR

Primer Sequenz (5' — 3) Experiment
575DS 4.1 |AGTTCACTGCCCGCTCCT ChIP-Analyse von cc2 500
region short
for ChIP Analyse in Raji-Zellen
und LCLs
576 DS 4.1 |CAGGATTCCACGAGGGTAGT
region short Bestimmung der relativen
revy EBV-Kopienzahl
276 qPCR CGTGCTCTCAGCGACCTCG ChIP-Analyse von cc2 500
FR1 for
277 QPCR  TCAAACCACTTGCCCACAAAAC  ChIP Analyse in Raji-Zellen
FRL_back und LCLs
375 cc2 500 |[CAACGACGAGGACCTGAC
G4_1fw
TGCTCCATTTTTATTCTCTCTTGG |ChIP-Analyse von cc2 500
376 cc2 500
G4_1rev
377 cc2500 |GGACAAAGGGAAAATCCTCAAG ChIP-Analyse von cc2 500
G4 _2fw
378 cc2500 |CCTATCCAGGGAAACCAGAC ChIP-Analyse von cc2 500
G4 _2rev
364 qPCR CGTCTTACTGCCCAGCCTACT
OriLyt 5 for
365 qPCR AGTGGGAGGGCAGGAAAT
OriLyt 5 rev ChIP Analyse in Raji-Zellen
362 gJPCR | TGTCACCACCTCCCTGATAATGTC |und LCLs
gProm for
363 qPCR CATACACCGTGCGAAAAGAAGC
gProm rev
607 EBER1 |GCTGTAGCCACCCGTCCC _ _
intern fw Ribonukleoprotein-
Immunprazipitation
608 EBER1 |AAGCAGAGTCTGGGAAGACAAC
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intern rev

190 EBER1 |AGGACCTACGCTGCCCTAGAG

fw extern

174 EBER1 |AAACATGCGGACCACCAGCTGGTA
rev extern C

609 RNU1 fw CTTACCTGGCAGGGGAGATA
intern

610 RNU1 GCAGTCGAGTTTCCCACATT

rev intern

541 RNU1 fw |ATACTTACCTGGCAGGGGAGATAC
extern C

542 RNU1 CAGGGGAAAGCGCGAACG

rev extern

582 R-Actin CCAACCGCGAGAAGATGA

for

583 R-Actin CCAGAGGCGTACAGGGATAG

rev

669 ACCAGCTGGTACTTGACCGAAGAC
Unstrukturiert |GGCAGAA

e RNA for

670 TGCTAGGGAGGAGACGTGTGTGG
Unstrukturiert |[ATATAGACAACCG

e RNA rev

405 Cth for |[CAATGCTCCGTTGTTGGCAG Bestimmung der relativen
406 CytC rev | CCTGGTGGGCGTGTGCTAC EBV-Kopienzahl

Tab. 2.10: Verwendete Oligonukleotide fur den Primer Mix fir die cDNA Snythese

163 24mer T AGGAGCCATCGTATGTCGGGGGGT
164 24mer A AGGAGCCATCGTATGTCGGGGGGA
165 24mer C AGGAGCCATCGTATGTCGGGGGGC
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2.8. Bakterien

DHb5a:
F-; lacl-; recAl; endAl; hsdR17; (lacZYA-argF), U169, F80dlacZ M15; supE44; thi-1;
gyrA96; relAl

Electromaxx DH10B (Invitrogen,Karlsruhe):
F-; mcrA; (mrr-hsdRMS-mcrBC), 80dlacZM15; lacX74; deoR; recAl; endAl;
araD139; (ara, leu)7697; galU; galK; -; rpsL; nupG

2.9. Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2.11 zusammengefasst. In
Klammern sind die entsprechenden Nummern in der Zelllinien-Datenbank der
Abteilung Genvektoren angegeben. Kursiv geschriebene Nummern beschreiben die
Plasmidnummern in der Plasmid-Datenbank der Abteilung Genvektoren, die fir die

Generierung der Zelllinien verwendet wurden.

Tab. 2.11: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Hersteller

HEK293 EBNAL: Humane Embyronale Stefanie Fllop (#1803)

Nierenepithel-Zelllinie mit stabil integriertem Stefanie Hermann (#2905)

EBNA1
Raji-Zellen: Burkitt-Lymphom Zellen ATCC
EBER*-LCL und EBER**-LCL: Simon Jochum (#2655 bzw. #2656)

Lymphoblastoide Zellen generiert aus der
Infektion von peripheren B-Zellen mit EBV-
Mutanten (#2089 bzw. #4661)
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Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2.11 zusammengefasst.

Tab. 2.12: Verwendete Antikorper

Spezififat Ursprung Verwendung Verdinnung/Menge Hersteller
EBNA1 1H4, Ratte ChIP/RIP 50 pl pro 50 pl E. Kremmer,
IlgG2a monoclonal Sepharose- Helmholtz-
Kiigelchen Minchen
Immunblot 1:50
IgG Kaninchen |ChIP 2 ug pro 50 ul Sigma
Sepharose-
Kigelchen
IgG Ratte ChIP/RIP pro 50 pl Sigma
Sepharose-
Kigelchen
Orc3 SA7976 Kaninchen ChiP 15 pl pro 50 pl Labor
Sepharose_ A.SCheperS
Klgelchen
Kovalente 1:30
Kopplung an
Sepharose-
Kigelchen
Orc3 1D6 Ratte Immunblot 1:50 E. Kremmer,
Helmholtz-
Minchen
Mcm3 SA8413 Kaninchen |ChIP 15 pl pro 50 pl Labor
Seoharose- A.Schepers
Kigelchen
Sekundar- Ziege Immunblot 1:10000 Jackson
Antikorper: Immuno
a-Kaninchen-HRP research
a-Ratte-HRP Labs
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3. Methoden

3.1. Zellbiologisches Arbeiten

3.1.1. Kultivierung von Zellen

EBNAL1'-HEK293-Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, in DMEM mit 8 % foitales
Kalberserum (FCS), 1 % Penizillin/Streptamyzin und 220 ng/ml Neomyzin (G418)
kultiviert. Selektion wurde mit Hygromyzin in einer Konzentration von 150 pg/ml
durchgefiihrt. Raji-Zellen und lymphoblastoide Zelllinien (LCLs) wurden bei 37 °C
und 5 % CO; in RPMI-1640 Medium kultiviert, in dem 8 % FCS, 1 %
Penizillin/Streptamyzin, 1 % Glutamin, 1 % Nicht-essentielle Aminosauren, und 1 %

Pyruvat enthalten waren.

Adhérente Zellen

Das Vorgehen ist fur eine 15 cm-Durchmesser-Platte mit ca. 80 % konfluenten Zellen
beschrieben. Die Zellkulturschale wurde mit 10 ml 1 x PBS-L6sung versetzt und das
PBS durch Schwenken verteilt. Danach wurde es entfernt und die Zellen mit 2 mi
Trypsin-LOosung bei RT fur ca. 5 Min. behandelt. Nach dem Losen der Zellen von der
Oberflache wurden 8 ml Medium zu den Zellen gegeben und die Zellsuspension
resuspendiert. 1 ml der Suspension wurde zusammen mit 19 ml Medium auf eine
neue Zellkulturplatte gegeben und gut gemischt. Danach erfolgte die Inkubation der

Zellen bei 37 °C und 5 % CO., bis zur gewiinschten Konfluenz.

Suspensions-Zellen (Raji-Zellen, EBER"-LCL, EBER**-LCL)

Die Dichte der Zellen wurde anhand einer Neubauer Zahlkammer bestimmt.
Suspensions-Zellen wurden bei einer Dichte zwischen 2 x 10° Zellen/ml und 8 x 10°
Zellen/ml kultiviert. Das entsprechende Volumen an Zellen wurde aus der
Zellsuspension entfernt. in eine neue Zellkulturflasche Uberfihrt und frisches Medium
hinzugeflgt. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen bei 37 °C und 5 % CO., bis zur

gewunschten Konfluenz.
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3.1.2. Einfrieren, Auftauen und Aufbewahrung von Zellen

5 x 10° wurden durch Zentrifugieren geerntet und das Pellet in 1 ml einer Lésung von
10 % DMSO in FCS resuspendiert. Die Zellen wurden in Nunc-Cryotubes® in einer
Einfrierhilfe mit einem Isopropanolmantel auf -80 °C abgekuhlt. Die Lagerung erfolgte
dann in einem Flussigstickstofftank. Zur erneuten Kultivierung wurden eingefrorene
Zellen schnell bei 37 °C in einem Wasserbad aufgetaut, in frischem Medium

gewaschen und schlieflich in frischen Medium bei 37 °C und 5 %CO., kultiviert.

3.1.3. Transfektion von adharenten Zellen

Eine Zellkulturplatte mit konfluenten Zellen wurde wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben
mit 1 x PBS und Trypsin behandelt. Nach dem Resuspendieren wurde die Zellzahl
anhand einer Neubauer-Zghlkammer bestimmt. 4 x 10> Zellen wurden pro Kammer
einer 6-Loch-Platte gegeben und 2 ml frisches Medium wurde hinzugegeben. Die
Zellen wurden durch Schwenken verteilt und fur 24 Std. bei 37 °C und 5 % CO;
inkubiert.

Fur die Transfektion wurden pro 4 x 10° Zellen 2 pg DNA genommen.
Einheitlichkeitshalber wurde die DNA vor der Tranfektion auf eine Konzentration von
0,5 pg/ul in a. d. H,O gebracht. Im Folgenden ist die Transfektion mit Lipofektamin
und Polyetylenimin (PEI) beschrieben.

Lipofektamin 2000:

3 pl Lipofektamin wurden fir 1 pg DNA verwendet. Pro Transfektion wurden 6 pl
Lipofektamin zu 150 pl Optimem gegeben und die Losung durchmischt. 2 pg DNA
wurden in 150 pl Optimem gegeben und ebenfalls durch Pipettieren durchmischt.
Danach wurde die Lipofektamin-Optimem-Losung zur DNA-Optimem-LOsung
hinzugeflgt, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt und fir 5 Min. bei RT inkubiert.
Je 290 pl der Lésung wurden tropfenweise zu je 4 x 10° ausgesaten Zellen der 6-
Loch-Platte gegeben. Durch vorsichtiges Schwenken wurde die Transfektions-
Lésung mit dem Medium der Zellen gemischt und anschliel3end 24 Std. bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert.
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PEI:

4 ul PEI wurden fir 1 pg DNA verwendet. Pro Transfektion wurden 8 pl PEI zu 300 pl
DMEM-Medium ohne FCS (FCS-Medium) gegeben und die L6sung durch
Pipettieren durchgemischt. 2 ug DNA wurden in 300 pl FCS-Medium gegeben und
ebenfalls durchmischt. Danach wurde die PEI-FCS-Medium-Ldsung zur DNA-FCS'-
Medium-LOsung hinzugefugt, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt und fur 20 Min.
bei RT inkubiert. Vor der Transfektion wurde das Medium von den Zellen entfernt
und durch 1 ml FCS-Medium ersetzt. Je 590 pl der Transfektions-Losung wurden
tropfenweise zu je 4 x 10° ausgesaten Zellen pro Kammer einer 6-Loch-Platte
gegeben. Durch vorsichtiges Schwenken wurde die Transfektions-Losung mit dem
FCS’-Medium der Zellen gemischt und anschlieRend 2-3 Std. bei 37 °C und 5 % CO»
inkubiert. Danach wurde das Medium mit der Transfektions-Losung von den Zellen
entfernt und durch 2 ml FCS*-Medium ersetzt. Die Zellen wurden daraufhin 24 Std.
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Fur die Plasmid-Wiedergewinnungsversuche sowie fiur die Chromatin-
Immunprazipitations-Experimente wurden die transfizierten Zellen nach 24 Std.
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, auf 15 cm-Durchmesser-Platten transferiert. Dazu
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 1 ml 1 x PBS gewaschen. Nach
Entfernen des PBS wurden die Zellen mit 0,5 ml Trypsin-Lésung fur ca. 5 Min. bei RT
behandelt. Nach dem Losen der Zellen von der Oberflache wurden 2 ml frisches
Medium zu den Zellen gegeben und die Zellsuspension resuspendiert.

Fur die Kurzzeit-Experimente wurde das komplette Volumen der Suspension
zusammen mit 17,5 ml Medium ohne Antibiotikum auf eine neue Zellkulturplatte
gegeben und gut gemischt. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen fur 4 Tage bei
37 °C und 5 % COa.

Fur die Langzeit-Experimente wurde das komplette Volumen der Suspension
zusammen mit 17,5 ml Selektions-Medium (mit 120 pg/ml Hygromyzin) auf eine neue
Zellkulturplatte gegeben und gut gemischt. Danach erfolgte die Kultivierung der
Zellen fur 14 Tage bei 37 °C und 5 % CO,,
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3.1.4. Vernetzen von Protein-DNA/RNA Interaktionen in Zellen

(Crosslinken)

Protein-DNA/RNA Interaktionen wurden fir Chromatin- und Ribonukleoprotein-
Immunprazipitation (ChlP bzw. RIP) mit 1 % Formaldehyd kovalent verknipft. Dazu
wurden die Zellen in der Wachstumsphase geerntet und einmal in 1 x PBS
gewaschen. Danach erfolgte das Zahlen der Zellen mittels der Neubauer
Zahlkammer. Das Zellpellet wurde in dem Volumen 1 x PBS aufgenommen, sodass
eine Endkonzentration von 2 x 10’ Zellen erreicht wurde. Zum kovalenten Verbinden
von DNA-Protein/RNA-Wechselwirkungen wurde eine 2 %ige Formaldehydlésung (in
PBS) im selben Volumen wie die Zellsuspension hinzugegeben. Die Dauer des
Crosslinks ist fur jede verwendete Zelllinie fur das entsprechende Experiment in
Tabelle 3.1 zusammengefasst. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1.25 M
Glyzin bei einer Endkonzentration von 125 mM gestoppt. Die Zellen wurden einmal in
1 x PBS gewaschen und anschlieend in 0,5 % NP-40 in PBS resuspendiert.
Danach wurden die Zellen in 10 % Glyzerin in PBS gewaschen, das trockene Pellet

schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

Tab. 3.1: Dauer des Crosslinks in entsprechenden Zelllinien

Zelllinie Experiment | Dauer des Cross-links bei RT

Raji-Zellen und lymphoblastoide RIP 10 Min.
Zelllininen (EBER1"-LCL,

EBER1%*-LCL)

ChiP 7 Min.
EBNAL1'-HEK 293 ChIP 5 Min.
3.1.5. Bestimmung des Wachstums unter TmPyP4

Fur die Wachstumskurven wurden die Zellen unter 5 pM und 10 pM TmPyP4
inkubiert und das Wachstum mit einer unbehandelten Kontrolle anhand der
Bestimmung der Zellzahl nach 3 und 6 Tagen verglichen. Zunachst wurden die
Suspensionszelllinien Raji, EBER*-LCL und EBER**-LCL mit einer Neubauer-
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Zahlkammer gezahlt. Die Startkonzentration von Raji-Zellen und EBER™-LCL betrug
2 x 10° Zellen/ml, fur EBER**-LCL 4 x 10° Zellen/ml in 5 ml Medium. (Die EBER*°-
LCL reagierte bei einer Konzentraton von 2 x 10° Zellen/ml mit einem
Wachstumsstopp). Fir Raji-Zellen und EBER*-LCL wurden 3 x 10° Zellen, fir
EBER*®-LCL 6 x 10° Zellen bei RT, 1200 rpm fiir 7 Min. geerntet. Die einzelnen
Zellpellets wurden mit je 3 ml unbehandeltem Medium resuspendiert.

Das Medium mit TmPyP4 wurde wie folgt vorbereitet. 2 sterile Reaktionsgefalie
wurden jeweils mit 12 ml Medium abgefullt. Zu einem Gefald wurden 7,5 pl und zum
anderen 15 pul einer 10 mM TmPyP4-Ldsung in a.d. H,O zugegeben. Dann wurden
jeweils die 12 ml in je drei T25 Zellkulturflaschen a 4 ml verteilt. FUr die Kontrolle
wurden je 4 ml unbehandeltes Medium in drei T25 Flaschen gefillt. Nun wurde pro
Zelllinie je 1 ml der Zellsuspension auf Flaschen mit Medium ohne oder mit 5 uM, 10
UM verteilt und gemischt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach
drei Tagen wurde die Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die
Zellsuspensionen auf 2 x 10° Zellen/ml bzw. 4 x 10° Zellen/ml und mit Medium auf
das entsprechende Volumen eingestellt. Das entsprechende Volumen der 10 mM
TmPyP4-Stammldsung fur eine Endkonzentration von 5 bzw. 10 uM wurde nun direkt
in die Zellkulturflaschen mit den Zellen pipettiert. Die Zellen wurden durch
vorsichtiges Schwenken gemischt und bei 37 °C und 5 % CO,, fir weitere drei Tage
inkubiert. Dann erfolgte erneut das Zahlen der Zellen anhand der Neubauer-
Zahlkammer. Die Zellen wurden anschlieBend fur die FACS-Analyse und fur

Bestimmung der relativen EBV-Kopienzahl verwendet.

3.1.6. FACS-Analyse
Propidiumiodid-Ldsung: 0,5 mg/mlin 1x PBS

Die Zellzyklusprofile wurden fiir Raji-Zellen, EBER*-LCL und EBER**-LCL bestimmt.
Dazu wurden ca. 1 x 10° Zellen durch Zentrifugieren bei 1200 rpm fiir 5 Min., 4°C
geerntet. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Zellpellets wurden in je 1 ml
eiskaltem 1 x PBS gewaschen. Die Zellen wurden erneut bei 4 °C, 1200 rpm fir 5
Min. zentrifugiert. Die Zellpellets wurden mit je 1 ml eiskaltem 80 % Ethanol in 1 x
PBS resuspendiert und fir 30 Min. auf Eis oder bei -20 °C fir 16 Std. fixiert bzw.
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aufbewahrt. Danach wurden die Zellen bei 4 °C, 1200 rpm fur 5 Min. zentrifugiert und
die Pellets zweimal mit je 1 ml eiskaltem 1x PBS gewaschen. Eine Zentrifugation bei
4 °C, 1200 rpm fur 5 Min. wurde zwischen den Waschschritten durchgefuhrt.
Anschliel3end wurden die Pellets in 500 pl eiskaltem 1 x PBS resuspendiert. Danach
wurden je 100 ug RNAse (20 mg/ml, Roche) hinzugegeben und auf Eis fir 5 Min.
inkubiert. Vor der Messung am FACS-Gerat wurden 50 pl Propidiumiodid-Lésung
hinzugegeben und die Zellen kurz gevortext. 10000 Zellen wurden pro Analyse

aufgenommen.

3.2. Molekularbiologische Methoden

Standardmethoden, wie die elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarose-
Gelen, die Anfarbung von Nukleinsduren in Gelen mit Ethidiumbromid sowie die
Minipraparation von Plasmid-DNA erfolgten in Anlehnung an Standard-Protokolle
[167].

3.2.1. Bakterienkulturen

LB-Medium: 1 % NacCl, 1 %Trypton, 0,5 % Hefeextrakt
Agarplatten: 1 % NacCl, 1 %Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1,5 % Selektagar
Selektion mit Ampizillin: 200 pg/ml

Escherichia Coli (E. coli) wurden in LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) kultiviert.
Nach Klonierung wuchsen transformante Bakterien als einzelne Kolonien auf
Agarplatten mit Antibiotikum. LB-Medium wurde mit einzelnen Bakterienkolonien
angeimpft. Die Zellen wurden unter Selektion ca. 16 Std., 200 rpm bei 37 °C inkubiert.
Fur die Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden die Bakterien in 30 % Glyzerin

gegeben und bei — 80 °C gelagert.
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3.2.2. Transformation von chemisch kompetenten Zellen

E. coli DH5a wurden nach der Methode von Inoue chemisch kompetent gemacht
[167]. Pro Transformation wurden 100 pl eingefrorene Bakterien auf Eis aufgetaut
und mit DNA vermischt. Nach 20 Min. Inkubation auf Eis, wurden die Zellen fur 2 Min.
bei 42 °C inkubiert und danach fir 5 Min. auf Eis gestellt. 700 pl LB-Medium wurden
zu den Bakterien gegeben und 45 Min. bei ca. 750 rpm und 37 °C in einem
Thermomixer inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Agarplatten mit Ampizillin-
Selektion (100 pg/ml) ausplattiert und fir ca. 16 Std. bei 37 °C inkubiert.

3.2.3. Praparative Plasmidreinigung

200 ml LB-Medium mit entsprechender Selektion wurden mit einer Bakterienkultur
versetzt und ca. 16 Std. bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Die Plasmidreinigung
erfolgte mit Hilfe des ,JetSTAR 2.0 Maxiprep Kit* von Genomed nach Angaben des
Herstellers.

Die Konzentrationsmessung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem NanoDrop® ND-
1000 Spektrometer.

3.2.4. Klonierung

3.24.1. Restriktionsverdau

Die Angaben der Herstellerfirma New England Biolabs (NEB) wurden fur jedes
Enzym hinsichtlich Konzentration, Puffer, Temperatur und Inaktivierungs-
bedingungen beriicksichtigt.

Fur Restriktionen wurden 4 pl Plasmid-DNA von Plasmid-Minipraparationen verwen-
det.

Fur Klonierungen wurden 2-5 pg Plasmid-DNA in den Verdau eingesetzt.

Der Restriktionsverdau wurde, wenn nicht anders angegeben fir 1 Std. bei 37 °C im

Wasserbad durchgefiihrt und danach gegebenenfalls hitzeinaktiviert. Danach wurden
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die Reaktionsansatze in einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert bzw. isoliert und

mit dem NucleoSpin Gel und PCR Clean-up Kit von Macherey-Nagel gereinigt.

3.24.2. Dephosphorylierung und Ligation

Um nach einem Vedau mit einem Enzym die Religation des Vektors zu verhindern
wurde eine Dephosphorylierung des 5'-Endes mit alkalischer Phosphatase (CIP)
nach Herstellerangaben (NEB) durchgefihrt.

Bei der Ligation werden kompatible 5'- Phosphat mit 3'-OH-Enden von DNA-
Strangen unter ATP-Verbrauch zusammengefligt. Folgende Kontrollreaktionen
wurden bei der Ligation mitgefihrt. Um die Religationsfahigkeit des Vektors zu
Uberprufen wurde eine Kontrolle ohne Insert durchgefuhrt. Um die Verdaueffizienz
des Vektors nach Restriktionsverdau abzuschatzen wurde der Vektor ohne Insert
und Ligase inkubiert.

Ligationsreaktionen wurden 2 Std. bei RT oder ca. 16 Std. bei 16 °C inkubiert. 100 pl
chemisch kompetente Bakterien wurden mit 10 pl des Ansatzes transformiert (Kapitel
3.2.2).

Ansatz:

Vektor: 50 ng

Insert : 3-5 x molarer Uberschuss zu Vektor
1,5 ul 10 x Reaktionspuffer

1 ul ATP (100 mM)

0,5 ul T4 DNA Ligase

Reaktionsvolumen 15 pl, aufgeftllt mit a.d. H,O (Nuklease-frei)

3.2.4.3. Klonierung von cc2 500 bp G-Quadruplex Mutanten

Fur die Generierung der Doppelmutante und der G4#2-Mutante der cc2 500 bp
Sequenz (cc2 500 G4#1 und G4#2 mut bzw. cc2 500 G4#2 mut) wurden bei der
Firma Genscript (Piscataway, USA) die jeweiligen Sequenzen mit Ascl-Schnittstellen

am 5- und 3’-Ende der Sequenz im pUC57 Plasmid bestellt. Eine Restriktion mit
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Ascl isolierte die 500 bp Fragmente aus den Plasmiden. Das 3243 Plasmid wurde
mit Ascl linearisiert. Anschlie3end erfolgte die Ligation der 500 bp Sequenzen in das
3243 Plasmid.

3.24.4. Multimerisierung von cc2 500 und cc2 500 delta G4#1 (,,Kopf-an-

Schwanz Klonierung®)

Die im Rahmen der Multimerisierung durchgefiuihrten PCRs erfolgten mit der Pwo-
Polymerase unter Verwendung von 10 ng Plasmid und je 1 ul Primer (10 uM) und
weiterer Zusammensetzung wie in Tabelle 3.2 aufgefihrt. Das PCR-Programm
wurde wie in Tabelle 3.3 bei entsprechender ,Annealing” Temperatur - ermittelt mit
der Mac Vector 13.5.5 Software - durchgefuhrt.

Fur die Multimerisierungen wurden zwei Primer synthetisiert, die sowohl die cc2 500
und die cc2 500 delta G4#1 Sequenz aus den Ausgangsplasmiden 5649 bzw. 5731
amplifizierten. Der Vorwartsprimer enthielt die BamHI und der Ruckwartsprimer die
Bglll Schnittstelle (Tab. 2.8). Beide Enzyme bilden nach enzymatischer Spaltung
einen kompatiblen 5'-GATC-Uberhang.

Das jeweilige PCR-Produkt wurde Uber praparative Gelektrophorese gereinigt und in
einer ,blunt-end” Klonierung in pJet 1.2 Vektor nach Herstellerangaben eingeflgt (=
Vektor 1). Vektor 1 wurde zum einen mit den Enzymen BamHI und Bglll verdaut, um
das 500 bp Insert mit den kompatiblen 5’- und 3’-Enden Uber Gelektrophorese zu
isolieren.

Zum anderen wurde Vektor 1 mit BamHI linearisiert. Danach erfolgte die Ligation des
isolierten 500 bp Inserts in den linearisierten Vektor 1. Mit den Enzymen BamHI und
Bglll wurde auf die gerichtete Orientierung der Dimer-Sequenz getestet (= Vektor 2).
Bei den gerichteten Dimeren existieren diese beiden Schnittstellen nur an den Enden.
Die potentiellen Schnittstellen in der Mitte des Dimers wurden durch Kombination der
beiden Erkennungssequenzen zerstort.

Danach wurde die jeweilige gerichtete Dimer-Sequenz aus Vektor 2 mit Vorwarts-
und Ruckwartsprimern mit je einer Mlul-Schnittstelle amplifiziert, gereinigt und in pJet
1.2 kloniert (,blunt-end” Klonierung) (Vektor 3).

Vektor 3 wurde dann mit Mlul geschnitten, um die Dimer-Sequenzen zu isolieren.
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Das Plasmid 3243 wurde mit Ascl geschnitten. Mlul und Ascl generieren einen
kompatiblen 5'-CGCG-Uberhang. Die Dimer-Sequenzen wurden in 3243 ligiert und

die Orientierung im Plasmid mit einem BamHI-Verdau tberpruft.

Zur Generierung der Tetramer-Sequenzen wurde Vektor 3 zum einen mit BamHI und
Bglll geschnitten, das Insert (Dimer) isoliert und gereinigt. Zum anderen erfolgte ein
Verdau mit BamHI zur Linearisierung des Vektors. Die Dimer-Sequenzen wurden in
den Vektor eingefiigt und mit den Enzymen BamHI und Bglll hinsichtlich der
Orientierung Uberpruft. Es resultierte jeweils Vektor 4 mit vier Sequenzen von cc2
500 bzw. cc2 500 delta G4#1, die mit einem Mlul-Verdau isoliert und tber die Ascl-
Schnittstelle in 3243 eingefugt wurden. Die Orientierung der Tetramer-Sequenzen in

3243 wurde mit einem BamHI-Verdau uberpruift.

3.2.45. Klonierung von Oligonukleotiden in pJet 1.2 fir die in vitro

Transkription

Die jeweiligen Oligo-Sequenzen (Tab. 2.6) wurden im Robocycler mit der Pwo-
Polymerase (,proof-reading® Aktivitat und Generierung von ,blunt-ends®) hybridisiert
und amplifiziert. Hybridisierungs- und ,Annealing“ Temperaturen wurden mit der Mac
Vector 13.5.5 Software fur Oligonukleotide und Primerpaare berechnet.

Zunachst wurde das Programm 1 mit dem Ansatz 1 durchgefuhrt (Tab. 3.2). Hier
hybridisieren die tUberlappenden Bereiche der Oligo-Sequenzen. Mit dem Einbau von
Nukleotiden Uber die Polymerase wird die doppelstrdngige Sequenz generiert. Diese
wurde anschlieend mit dem Programm 2 und Ansatz 2 amplifiziert (Tab. 3.3). Die
hier verwendeten Primer-Sequenzen enthielten die T7-Promotorsequenz und sind in
Tabelle 2.7 wiedergegeben. Diese wurde fir die in vitro Transkription bendtigt.

3 ul des PCR-Produkts wurden nach Herstellerangaben in pJet 1.2 kloniert. Bei
Bedarf wurde die T7-PCR mit 10 ng Plasmid und entsprechenden Primern

durchgefuhrt.
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Tab. 3.2: Hybrisisierungsansatz mit entsprechendem Programm

Ansatz 1 Programm 1

Oligo 1 10 uM 1l Denaturierung 95 °C 2 Min. 1x
(initial)

Oligo 1 10 uM 1 pl Denaturierung 95 °C 15Sek. |1x

dNTPs 10 uM 1l Annealing x °C 30 Sek. |1x

MgSO,4 25 mM 4 ul Elongation 68 °C 10 Sek. | 1x

10 x Puffer 5ul Elongation (final) | 68°C 2 Min. 1x

Pwo-Polymerase | 1 pl Abkuhlen 4°C X 1x

a.d. H,O | x ul Temp. Dauer Zyklen

(Nuklease-frei)

bis 48 ul

Tab. 3.3: PCR-Ansatz mit entsprechendem Programm (T7-PCR)

Ansatz 2 Programm 2

Ansatz 1 48 pl Denaturierung 95 °C 2 Min. 1x
(initial)

Primer 1 10 uM 1p Denaturierung 95°C 15 Sek. | 30 x

Primer 2 10 uM 1l Annealing x °C 30 Sek.
Elongation 68 °C 15 Sek.
Elongation (final) | 68°C 2 Min. 1x
Abklhlen 4°C X 1x

Temp. Dauer Zyklen
3.2.5. In vitro Transkription mit und ohne radioaktive
Markierung

Als Matrize fur die in vitro Transkription wurden bis zu 0,2 ug des PCR-Produkts

verwendet. Die Reaktionen wurden nach Herstellerangeben des MMESSAGE

MMACHINE® T7 Transcription Kits (Thermo Fisher) durchgefiuhrt.
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Bei radioaktiver Markierung der RNA erfolgte die Zugabe von a-**P-UTP zum
Schluss.

Die Reaktion wurde bei 37 °C im Thermoblock fir 2 Std. inkubiert. Danach wurde 1
ul Turbo™ DNAse hinzugefiigt und fir weitere 15 Min. bei 37 °C inkubiert. Um nicht-
inkorporierte radioaktive Nukleotide zu entfernen wurde die RNA Uber Sephadex-
G50 Saulen durch Zentrifugation gereinigt. Die Matrix der Saule wurde zunéchst bei
RT und 1200 rpm fir 1 Min. zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die
Saule in ein Eppendorf-Gefald gestellt. Dann wurde die Reaktion auf die Matrix
gegeben und erneut bei RT und 1200 rpm fir 2 Min. zentrifugiert. Im Eppendorf-
Gefall war nun die RNA enthalten. Schliel3lich wurde die Konzentration der RNA mit

dem Qubit-Messgerat nach Herstellerangaben bestimmt.

3.2.6. Bestimmung der relativen Kopienzahl des Epstein-Barr

Virus Genoms in infizierten Zellen

1 x TE: 10 mM Tris pH 7,0; 5 uM EDTA
Proteinase K Puffer: 100 mM Tris pH8,5, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS, 200 mM NacCl

Raji-Zellen, EBER*-LCL und EBER*®-LCL wurden wie in Kapitel 3.1.5 beschrieben
mit TmPyP4 behandelt. Nach 6 Tagen wurde die Gesamt-DNA aus den Zellen
isoliert. Hierfir wurden 1 x 10° Zellen bei 1200 rpm, 5 min bei RT zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 50 pl 1x TE Puffer resuspendiert. Anschlieend wurden 450 ul
Proteinase K-Puffer hinzugegeben. Nach der Zugabe von 3 ul Proteinase K (20
mg/ml) erfolgte die Inkubation der Zellsuspension bei 55 °C fir 16 Std.. 3 pl RNAse
(20 mg/ml) wurden zugegeben und das Lysat fur weitere 2 Std bei 37 °C inkubiert.
Dann wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion zur Gewinnung der Gesamt-DNA
durchgefiihrt. Nach Zugabe des jeweiligen organischen Losungsmittels wurde durch
Invertieren des Eppendorfgefal3es die Phasen gemischt und jeweils fir 5 min bei RT
und 13200 rpm zentrifugiert. Bei allen Schritten wurde danach die obere wéssrige
Phase in ein neues Eppendorfgefald tberfiihrt. Die Reihenfolge und Volumenanteile
der Losungsmittel waren wie folgt:

1. 0,4 Vol. Phenol

2. 0,4 Vol. Chloroform
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3. 0,8 Vol. Chloroform

Danach wurde die DNA durch Zugabe von 1/20 Vol. 3M Natriumacetat-L6sung und
0,7 Vol. Isopropanol gefallt. Die DNA wurde 2 x mit 70 % Ethanol gewaschen, das
Pellet an der Luft getrocknet und in 100 ul 1 x TE Puffer vorsichtig resuspendiert.

Die EBV-Kopienzahl wurde mit quantitativer PCR bestimmt (Durchfihrung siehe
Kapitel 3.2.7). Die Primer, die verwendet wurden sind in Tabelle 2.9 aufgefihrt.

Fur die relative Quantifizierung der EBV-Kopienzahl wurde der ,Advanced relative
Quantification“-Modus von der LightCycler®-Software durchgefuhrt. Fir jede Zelllinie
wurde eine Standardkurve fur jeweils das DS-Element von EBV als Ziel- und der
Cytochrom C Lokus als Referenz-Lokus erstellt. Dies erlaubte eine préazise
Berechnung der Konzentrationsverhaltnisse von Ziel- zu Referenz-Lokus unter
Bericksichtigung der einzelnen PCR-Effizienzen. Das relative Verhdltnis der
Konzentrationen wurde tber die Cp-Werte von Ziel- zu Referenz-Proben errechnet.
Eine Normalisierung wurde mit einer Calibrator-Probe durchgefuhrt. Der Calibrator ist
eine positive Vergleichsprobe mit einem stabilen Konzentrationsverhaltnis von Ziel zu
Referenz und dient dazu, Detektionsunterschiede innerhalb eines PCR-Laufs oder
PCR-Laufe auf verschiedenen 96-Loch-Platten zu korrigieren. In diesem Fall wurden
fur den Calibrator 10 ng Gesamt-DNA aus Raji-Zellen als Replikat eingesetzt. Das
Konzentrationsverhaltnis des Calibrators wurde von der Sofware auf 1 gesetzt und
die Werte von Ziel- zu Referenz-gen der Proben bezlglich des Calibrator-Wertes

normalisiert.

3.2.7. Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (QPCR)

Fur die gPCR-Analyse wurde der LightCycler® SYBR Green Master | verwendet.
Zunéchst wurde von entsprechenden Vorwarts- und Rickwarts-Primern ein Mix
vorbereitet. Dazu wurden jeweils 10 pl von der Primer-Stocklésung (100 puM) in 180
pul a.d. H,O gegeben und durch Pipettieren vermischt. Somit erhielt man eine
Konzentration von 5 uM fur Vorwarts- und Rickwarts-Primer im Mix. Fir die gPCR
wurde von jedem Primerpaar ein Master-Mix vorbereitet.

Ansatz 1x Mastermix:

2,5 ula.d. H,O

51



Methoden

5 ul 2 x SYBR-Green Mix

0,5 ul Primer-Mix (final 0,25 pM)

8 pl des Master-Mix wurden in die entsprechenden Kammern einer 96-Loch-Platte
pipettiert. Danach erfolgte die Zugabe von je 2 pl Probe in die entsprechenden
Locher der Platte.

Die gqPCR wurde im LightCycler® Gerat 480 von Roche Diagnostics mit dem

Programm aus Tabelle 3.1 durchgefuhrt.

Tab. 3.1: Standardprogramm fur die gPCR

Temperatur Dauer in Sekunden Zyklen
95°C 10 1
95°C 1
62 °C 10
72 °C 10 45
75°C 3
97 °C
Schmelzkurve 67 °C 10 !
37 °C 15 1

Die Auswertung der qPCR erfolgte mit der LightCycler® Software.

3.2.8. Der Plasmid-Wiedergewinnungsversuch

1 x TEN: 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 150 mM NacCl
2 X HIRT: 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM EDTA,; 1,2 % SDS

HIRT-Extraktion

Zellkulturplatten mit einer Konfluenz der Zellen von ca. 80 % wurden fir die HIRT-
Lyse geerntet. Daflr wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 5 ml 1 x
PBS gewaschen. Das PBS wurde abgenommen und 1,5 ml 1 x TEN Puffer vorsichtig
auf die Zellen gleichmalig verteilt. Danach wurden 1,5 ml 2 x HIRT Puffer vorsichtig
und gleichmaRig hinzu pipettiert. Durch vorsichtiges Schwenken der Platte wurden

die Zellen von der Platte gelost. Mit einem Glasplattchen wurden restliche Zellen von
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der Platte entfernt und das Zelllysat in ein Zentrifugen-Réhrchen Gberfihrt. Zum
Fallen der Proteine wurden 750 pl 5M NaCl-Losung auf das Zelllysat gegeben, das
Rohrchen verschlossen und die Suspension durch vorsichtiges Invertieren des
Rohrchens vermischt. Danach erfolgte die Inkubation bei 4 °C fir mind. 16 Std..

Das Prazipitat wurde durch einen Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 15000 rpm fur 1
Std. vom Lysat abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen uberfihrt
und die DNA uber Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnen.

Phenol-Chloroform-Extraktion

2 ml Phenol wurden zu dem Lysat gegeben und in einem Uber-Kopf-Rotator 15 Min.
inkubiert. Nach Zentrifugation fir bei 4 °C, 15000 rpm fur 30 Min., wurde die obere
wassrige Phase in ein neues Rohrchen dberfahrt. 2 ml Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Losung (25:24:1) wurden hinzugefiigt und erneut im Uber-Kopf-
Rotator 5 Min. inkubiert. Nach Zentrifugation bei 15000 rpm , fir 15 Min. bei 4 °C
wurde die obere wassrige Phase in ein neues Réhrchen tberfuhrt. 2 ml Chloroform-
Isoamylalkohol-Losung (24:1) wurden hinzugefiigt und erneut im Uber-Kopf-Rotator
5 Min. inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4 °C, 15000 rpm fir 15 Min., wurde die
obere wassrige Phase in ein 15 ml Falcon-R6hrchen Uberfiihrt. Die DNA wurde nun
durch Zugabe und Mischen von 0,1 Volumenanteilen Natrium-Acetat und 0,7
Volumenanteilen absolutem Isopropanol und Inkubation bei -20 °C fir mind. 16 Std.
geféllt. Das Prazipitat wurde nach Zentrifugation bei 4 °C, 4000 rpm fur 1 Std.
erhalten. Der Uberstand wurde verworfen und das Prazipitat mit 5 ml 70 % Ethanol
gewaschen. Nach Zentrifugation bei 4 °C, 4000 rpm fiir 10 Min. wurde der Uberstand
verworfen, das Prazipitat an der Luft getrocknet und anschlief3end in 100 pl H,O

resuspendiert.

Verdau mit Dpnl

Um die replizierte Plasmid-DNA anzureichern wurde ein Dpnl-Verdau durchgefihrt.
Dpnl schneidet nur die methylierte Erkennungssequenz und somit die Plasmide, die
fur die Transfektion verwendet wurden. Fir den Verdau wurden zu der in 100 pl H,O
resuspendierten Gesamt-DNA 11 pl Cut-Smart Puffer (NEB) hinzugegeben. 3 l
Dpnl (20 U/pl) und 3 pl RNAse (20 pg/pl, Roche) wurden hinzugefiigt und der Verdau
bei 37 °C im Wasserbad fur 1,5 Std. inkubiert. Danach wurde die Plasmid-DNA durch
Zugabe und Mischen von 20 pl 3 M Natrium-Acetat-Losung und 400 pl 100 %
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Ethanol und Inkubation bei -20 °C fir mind. 16 Std. geféllt. Das Prazipitat wurde nach
Zentrifugation bei 4 °C, 13200 rpm fir 20 Min. erhalten. Der Uberstand wurde
verworfen und das Prazipitat mit 0,5 ml 70 % Ethanol gewaschen. Nach
Zentrifugation bei 4 °C, 4000 rpm fir 10 Min. wurde der Uberstand verworfen und
erneut mit 70 % Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Prazipitat an der Luft getrocknet und anschlieRend in 50 pl
H,O resuspendiert.

Elektroporation von DH10B Bakterienzellen

Die Konzentration der DNA wurde mit dem Qubit-Messgerat nach den
Herstellerangaben ermittelt. Fur jede Probe wurden 300 ng DNA in 50 ul a.d. H,O
vorbereitet. Fur die Kontrolle der Elektroporation wurden 50 pl a.d. H,O als Negativ-
Kontrolle und 100 pg PUC Plasmid (Invitrogen) in 50 pl H,O als Positivkontrolle
verwendet. 100 pl DH10B Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut, 500 ul a.d. H,O
hinzugefligt und auf Eis vorsichtig resuspendiert. Je 100 ul der Bakteriensuspension
wurden zu der DNA pipettiert, vorsichtig gemischt und in eine
Elektroporationskivette transferiert. Die Suspension wurde bei 25 puF, 200 Ohm und
2,5 kV elektroporiert. Danach wurde die Suspension in ein 15 ml Reaktionsgefafld mit
1 ml LB-Medium Uberfihrt und 1 Std. bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Dann wurden
jeweils ein 10tel und neun 10tel der Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten
ausplattiert. Fur ein 10tel wurden 100 pl der Bakteriensuspension ausplattiert. Fir
neun 10tel wurde die Suspension bei RT, 300 rpm fir 10 Min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis auf ca. 100 pl verworfen und das Bakterienpellet mit dem
restlichen Medium resuspendiert und auf eine LB-Agar-Platte ausplattiert. Nach
Inkubation der Platten bei 37 °C fur ca. 16 Std. erfolgte das manuelle Auszahlen der
Bakterienkolonien und die Bestimmung der Replikationseffizienz Gber das Verhaltnis

der Anzahl an Kolonien der einzelnen Probe zu einem Negativ-Referenzplasmid.
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3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. Kovalente Kopplung des Orc3 Antikdrpers an Sepharose
A Klgelchen (Beads)

Fur den in vitro ORC ,pull-down” Versuch wurde der Kaninchen anti-Orc3 Antikorper
an Sepharose A Beads gekoppelt. Zunachst wurden 500 pl einer 50 %igen
Sepharose-A-Beads-Ldsung dreimal mit je 5 ml 1 x PBS gewaschen. Zwischen den
Waschschritten wurden die Beads immer bei 4 °C und 1200 rpm fir 2 Min.
zentrifugiert. Danach wurden die Beads mit 150 ul Antikdrper in 5 ml 1 x PBS bei
4 °C (Kuhlraum) unter Rotation fur 2 Std. inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen. Die Beads wurden zweimal mit 5 ml einer gesattigten Natrium-
Borat-Lésung pH 9,0 gewaschen. Anschlieend wurden 26 mg DMP zu 5 ml
Natrium-Borat-Losung pH 9,0 gegeben. Dieses Reagenz verknupft Amin-Gruppen
von Proteinen (und DNA) kovalent miteinander. Die Losung wurde zu den Beads
gegeben und es erfolgte eine Inkubation bei RT unter Rotation fir 30 Min.. Danach
wurden die Beads zweimal mit 5 ml einer 0,2 M Ethanolamin-Lésung pH 8
gewaschen und schlie3lich mit 5 ml dieser L6sung bei RT unter Rotation fur 2 Std.
inkubiert. Bei diesem Schritt wurde die Kopplung durch im Uberschuss zur Verfiigung
stehender Amin-Gruppen des Ethanolamins gestoppt. Danach wurden die Beads
zweimal mit je 5 ml 1 x PBS gewaschen und schlie3lich eine 50 %ige L6sung von
gekoppelten Beads in 1 x PBS hergestellt. Die Beads wurden bei 4 °C gelagert und

am folgenden Tag fur den in vitro ORC ,pull-down® Versuch verwendet.

3.3.2. ORC ,,pull-down*

4 x Reaktionspuffer: 80 mM HEPES pH 7,6, 160 mM Kcl, 0,4 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 20 % Glyzerin,
ImM DTT

Reaktionspuffer: 1 x Reaktionspuffer + 6 U/ml RNAse Inhibitor, 2 mg/ml BSA, 1 x Complete Protease
Inhibitor

2 x LAmmli: 100 mM Tris pH 6,8; 4 % SDS, 200 mM DTT, 10 % Glyzerin, 0,2 % Bromphenolblau

HelLa Kernextrakt

rekombinantes EBNA1 ,wildtyp“ Protein in 1 M NaCl-Lésung
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Alle Komponenten und Proben wurden auf Eis aufgetaut und pipettiert. Unten-
stehend sind die Mengen- und Konzentrationsangaben fur die einzelnen
Komponenten pro Reaktion aufgefihrt. In die Eppendorf-Gefale wurde zunachst das
entsprechende Volumen an Reaktionspuffer pipettiert und die einzelnen
Komponenten danach hinzugegeben. Das rekombinante (rek). EBNAL1 Protein und
die in vitro transkribierte EBER1 wurden im aquimolaren Verhéltnis in die Reaktion
eingesetzt. Die Kontrollreaktion wurde ohne EBER1 durchgefuhrt und das fehlende

Volumen mit Reaktionspuffer ersetzt.

pro Reaktion:

50 pl mit anti-OrC3 Antikorper gekoppelte Sepharose A Beads (50% ige Losung)
50 ul HeLa Kernextrakt (entspricht ca. 200 ug)

1 pl rek. EBNA1 Protein (entspricht 4,69 pmol)

x Wl in vitro transkribierte EBERL1 (final: 4,69 pmol)

1 mMATP

mit Reaktionspuffer aufgefullt auf 200 pl

Die Reaktionen wurden bei 4 °C (Kuhlraum) unter Rotation fir 3 Std. inkubiert.
Anschlie3end wurden die Beads zweimal mit je 500 pl Reaktionspuffer gewaschen
und zwischen den Waschschritten wurde bei 4 °C und 1200 rpm fur 2 Min.
zentrifugiert. Nach der Zugabe von 25 pl 2 x Lammli-Puffer wurden die Proteine bei
95 °C im Thermoblock fur 10 Min. von den Beads eluiert. Die Proben wurden bei -

20 °C bis zur Analyse durch Immunblot gelagert.

3.3.3. Immunblot

1 x Laufpuffer: 192 mM Glyzin, 24 mM Tris pH 7,4; 3,4 mM SDS

2 x Sammelgel-Puffer: 0,25 M Tris pH 6,8; 7 mM SDS

5 x Trenngel-Puffer: 1,86 M Tris pH 8,8; 17 mM SDS

Immunblot-Puffer: 1 x Laufpuffer + 20 % Methanol

PBS-Tween (PBS-T): 1 x PBS, 0,1 % Tween-20

2,5 % und 5 % Block-Ldsung: 2,5 g bzw. 5 g Milchpulver in 100 ml PBS-T
ECL-Ldsung: Gebrauchslésung: 1 ml Lésung 1 und 3 pl Lésung 2
Lésung 1: 0,1 M Tris pH 8.8, 200 mM p-Cumarséure, 1.25 mM Luminol
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Losung 2: 3 % H,0,

Fur die Analyse Uber Immunblot wurden Proteine nach einem Standardprotokoll von
Laemmli [168] in einem Polyacrylamid-Gel nach ihrer Gré3e aufgetrennt. Danach
wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran nach der Methode fir den
,semi dry“ Immunblot [169] unter Verwendung des Immunblot-Puffers transferiert (1
Std., 15V, 400 mA und 150 W). Die Membran wurde mit Ponceau-S-L6sung gefarbt,
um die Effizienz des Transfers zu bestimmen. Danach wurde die Membran fur 30
Min. bei RT in Block-Lésung inkubiert, 3 x 5 Min. mit PBS-T gewaschen und mit dem
Primarantikdrper (verdinnt in PBS-T) fur 1 Std. bei RT oder ca. 16 Std. bei 4 °C
inkubiert. Die Membran wurde 3 x 5 Min. mit PBS-T gewaschen und mit dem
Sekundéarantikorper (verdunnt in 2,5 % Milchpulver in PBS-T) 1 Std. bei RT versetzt.
Nach dreimaligem Waschen fur 5 Min. mit PBS-T erfolgte die Visualisierung der

Proteine mit einer ECL-L6sung.

3.3.4. Elektromobility-Shift-Assay (EMSA)

4 x Reaktionspuffer: 80 mM HEPES pH 7,6, 160 mM Kcl, 0,4 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 20 % Glyzerin,
1ImM DTT

1 x Reaktionspuffer: 20 mM HEPES pH 7,6, 40 mM Kcl, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM MgCl,, 5 % Glyzerin,
0,25 mM DTT

1 x Reaktionspuffer ,complete”: 1x Reaktionspuffer + 20 U/ul RNAse Inhibitor, 2 pug/ul BSA , 100 ng
tRNA

rekombinantes EBNA1 Protein in 1 M NaCl-Ldsung

in vitro transkribierte RNAs markiert mit a-**P-UTP: EBER1 (b 1-167), EBER1 (b 1-167, G4#1 und
G4#2 mut), EBER1 (b 35-135), EBER1 (b 35-135, G4#2 mut)

Kompetitoren: unmarkierte in vitro transkribierte EBER1, tRNA (Roche)

6 x Ladepuffer: 40 % Glyzerin in 1x Reaktionspuffer

0,25 x TBE: 22 mM Tris, 22 mM Borsaure, 0,5 mM EDTA

.Marker“: 0,2 % Bromphenolblau in 1 x Reaktionspuffer

Alle Komponenten und Proben wurden auf Eis aufgetaut und pipettiert. In die
Eppendorf-Gefal3e wurde zunachst das entsprechende Volumen an Reaktionspuffer
und a.d.H,O pipettiert und die einzelnen Komponenten danach hinzugegeben. Vom

rekombinanten EBNAL1 Protein wurden 0,64 pmol bzw. 1,2 pmol und von in vitro
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transkribierten 3*P-RNAs 160 fmol in die Reaktionen eingesetzt. Zuletzt erfolgte die
Zugabe an radioaktiv-markierter RNA. Die Proben wurden durch Schnippen des
GefalRes gemischt und kurz bei 4 °C, 3000 rpm fur ca. 10 s zentrifugiert. Die
Reaktionen wurden auf Eis fir 15 Min. inkubiert. Danach wurden 4 ul 6 x Ladepuffer
hinzugeflugt und die Proben auf ein 5 %iges natives Polyacrylamid-Gel geladen. Das
Gel wurde zuvor bei 4 °C (Kuhlraum) und 35 V fir ca. 30 Min. in 0,25 x TBE Puffer
aqulibriert. Nach dem Laden des Gels lief dieses bei 4 °C und 35 V fir ca. 16 Std. in
0,25 x TBE. Danach wurde das Gel auf einem Whatman-Papier bei 80 °C unter
Vakuum fir 1 Std. getrocknet. AnschlieRend wurde das getrocknete Gel in eine
lichtundurchlassige Kassette zusammen mit einer ,Imaging” Platte oder einem
Rontgenfilm gelegt und ca. 16 Std. inkubiert. Zuletzt erfolgte die Entwicklung anhand
des FujiFilm FLA 5100 Gerates bzw. anhand der Filmentwicklungsmaschine

(Optimax).

3.3.5. Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

LB3+ : 25 mM HEPES (pH 7,5), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1 x Protease Inhibitor
complete, 0,5 % Sarcosyl, 0,1 % DOC, 0,7 % Triton X-100,

Block-L6sung: 5 % BSA, 0,003 % Fisch-Sperma, 1 x Protease Inhibitor complete, 0,1 % Triton X-100
RIPA-Puffer 150: 50 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NacCl, 0,1 % SDS, 0,5 % DOC, 1 % NP-40, 1 mM
EDTA

RIPA-Puffer 300: 50 mM Tris (pH 8,0), 300 mM NaCl, 0,1 % SDS, 0,5 % DOC, 1 % NP-40, 1 mM
EDTA

LiCl-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,0), 250 mM LiCl, 0,1 % SDS, 0,5 % DOC, 1 % NP-40, 1 mM EDTA

TE: Tris-EDTA (pH 8,0)

Elutionspuffer: 1 x TE, 1 % SDS

Vorbereitung der Sepharose Kuigelchen (Beads):
Beads: Protein A Sepharose, Protein G Sepharose
Protein A fur die Benutzung von Kaninchen Antikdrper, Protein G flr Ratte oder

Maus Antikorper
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Beads fir die Reduktion unspezifischer Beads-DNA Wechselwirkungen (,Pre-
clearing“-Beads): Je 50 ul Beads wurden pro ChIP vorbereitet. Die Beads wurden 3 x
in 1 x PBS gewaschen und eine 50 %ige L6sung an Beads in PBS hergestellt.

Beads fur die IP (ChiP-Beads): Je 50 ul Beads wurden pro ChIP vorbereitet. Die
Beads wurden 3 x in 1x PBS gewaschen und mindestens 2 Std. bei 4°C in
Blocklésung inkubiert. Danach wurde eine 50 %ige Lésung an Beads in Blocklosung
hergestellt.

Sonifizierung

Die gecrosslinkten Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut und in LB3+ Puffer so
resuspendiert, dass eine Suspension von 2 x 10’ Zellen/ml fir EBNA1*-HEK 293
Zellen und eine 3 x 10’ Zellen/ml fur Raji-Zellen, EBER1*-LCL und EBER1%*-LCL
entstand.

Dann wurde jeweils 1 ml der Suspension in das Sonifiziergefald Uberfihrt. Die
Sonifizierung erfolgte in einem Covaris Sonfiziergerat (Covaris S220, Software:
SonoLab 7.1) und folgende Einstellungen wurden fir die jeweiligen Zelllinien
verwendet:

Raji-Zellen und LCLs: 100 W, 150 ,cycles/burst®, 10 ,duty cycle®, 15 Min., 4-5 °C
EBNA1*-HEK 293: 100 W, 150 ,cycles/burst, 10 ,duty cycle“, 10 Min., 4-5 °C
Danach wurde die Suspension fur 15 Min. bei 13200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Bei
mehreren Sonifizierschritten pro Zelllinie wurden die Uberstande in einem 15 ml

Reaktionsgefald vereinigt.

ChiP

Das Chromatin wurde mit den ,Pre-clearing“ Beads 1-2 Std. bei 4 °C auf einem
Roller inkubiert. Nach Zentrifugation der Beads fur 1 Min., 800 rpm und 4 °C wurde
die Konzentration mit dem NanoDrop®-Spektrometer gemessen.

Fir Raji-Zellen und EBER1*-LCL und EBER1**-LCL wurden 400-700 g, fir
EBNA1"-HEK 293 100-200 pg Chromatin in einem Volumen von 500 pl (LB3™) pro
ChIP eingesetzt.

Anschlie3end erfolgte die Zugabe von spezifischen Antikorpern (Tabelle 2.11) fir ca.
16 Std. bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler. Nach Zentrifugation fur 10 Min., 13200

rom und 4 °C wurde der Uberstand in neue ,Jow binding“ ReaktionsgefaRe lberfiihrt.
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Danach wurden pro ChIP 50 pl der ChlP-Beads hinzugefigt und 4 Std. bei 4 °C in
einem Uberkopfschittler inkubiert.

Die Beads wurden anschlielend sequenziell einmal mit je 1 ml RIPA 150, RIPA 300,
LiCl-Puffer und 2 x mit TE-Puffer gewaschen. Die Beads wurden wéahrend der
Waschschritte jeweils 2 Min. bei 1200 rpm und 22 °C im Thermostat geschuttelt und
fur 2 Min bei 1400 rpm und RT zentrifugiert. Protein-DNA Komplexe wurden in zwei
Schritten mit je 100 pl TE 1 % SDS fur 10 Min., 1400 rpm und 65 °C von den Beads
eluiert. Danach wurde der Crosslink aufgehoben und die Proteine durch Proteinase K
Verdau entfernt. Dazu wurden 8 pl Proteinase K (1 mg/ml) zu den Eluaten
hinzugefligt und ca. 16 Std. bei 65 °C inkubiert. Anschlie3end wurde die RNA mit 4 pl
RNAse (0,5 pg/ul) fur 2 Std. bei 37 °C abgebaut. Die DNA wurde mit einem
Nucleospin-Extrakt-11-Kit (Macherey-Nagel) gereinigt und in 40 pl Elutionspuffer
geldst. Die Analyse erfolgte in quantitativer PCR (Kapitel 3.2.7) mit Primerpaaren aus
Tab. 2.9.

3.3.6. Ribonukleoprotein-Immunprazipitation (RIP) fur die

,»High-Throughput“ Sequenzierung von RNAs

RNAse-freies Wasser (DEPC-behandelt) wurde fir die Pufferherstellung verwendet

RIPA 150: 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0,
0.2 U/ul RNAse Inhibitor

RIPA 500: 500 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0,
0.2 U/ul RNAse Inhibitor

RNA Elutionspuffer: 1% SDS, 50 mM Tris pH 6.5, 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 0.2 U/ul RNAse Inhibitor
Zelllinien: Raji-Zellen und EBER1*-LCL und EBER1**-LCL, gecrosslinkt (Kapitel 3.1.4)

Vorbereitung der Sepharose Kiuigelchen (Beads):

Eine 50 %ige Sepharose-Beads-Suspension wurde dreimal in 1 x PBS gewaschen.
Je 50 pl Beads-Suspension wurden mit 50 ul EBNA1 1H4 (monoklonal, Ratte) bzw. 2
Mg 1gG-Kontrollantikorper (Ratte) fur 4 Std. bei 4°C unter Rotation inkubiert. Nach 2-
fachem Waschen mit 1 x PBS wurde eine 50 %ige Beads-Suspension in 1 x PBS

hergestellt.
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Immunprazipiation

Fur eine Zelllinie wurde der doppelte Ansatz durchgefuhrt, um die Pré&paration
hinsichtlich der Anreicherung der EBNA1-spezifischen RNA EBER1 mittels gPCR zu
untersuchen.

Pro Zelllinie wurden je 1 x 10" gecrosslinkte Zellen fiir die EBNA1- und Kontroll-
Immunprazipitation (19G), sowie fur die Input Probe geerntet. Das Zellpellet wurde in
500 ul RIPA 150 resuspendiert und anschlieBend fur 30 Min. auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Zelltrimmer far 15 Min. bei 4 °C, 13200 rpm vom Lysat
abgetrennt. Das Zelllysat wurde mit dem Biorupter im Intervall von 30 Sek. 5 Min.
sonifiziert. AnschlielBend wurden je 500 ul Lysat mit 4 U DNAse (Turbo DNAse,
Ambion) verdaut und 15 Min. bei 4°C und 13200 rpm zentrifugiert. Fir die Analyse im
Immunblot wurden 20 ul Lysat als Input Probe genommen.

Pro Zelllinie wurden zu je 500 pl Lysat 40 ul EBNA1 1H4 bzw. 1gG Antikérper-
assoziierte Beads gegeben und Uber Nacht bei 4°C in einem Rotator inkubieren
lassen.

Die Beads wurden bei 4°C, 1200 rpm. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorfgefal® tUberfuhrt. Fur die Analyse im Immunblot wurden 20 pul vom

Uberstand Probe genommen.

Zur Reduktion der unspezifischen Bindung der RNA an die Beads/Antikorper wurde
ein partieller RNAse T1 Verdau nach der Immunprazipitation durchgefiihrt. Zu den
Reaktionen wurden 500 pl RIPA 150 mit 5 ng einer in vitro -transkribierten RNA
(unstrukturierte RNA) und 2.5 U RNAse T1 hinzugegeben. Zur Kontrolle des Verdaus
wurde die RNA ohne RNAse T1 hinzugefligt. Letzt genannte Proben dienten als
Input fir den RNAse T1 Verdau. Der Verdau wurde bei RT und 2,5 Min. bzw. 5 Min.
durchgefiihrt und die RNAse anschlieRend mit 20 mM CacCl, inhibiert. Der Uberstand
wurde jeweils abgenommen und fur die weitere RNA Extraktion und cDNA Synthese

weggefroren.

Die Beads wurden 2 x mit RIPA 500 gewaschen und zwischen den Waschschritten
bei 4 °C und 1200 rpm zentrifugiert. Nach dem 2. Waschen wurden 10 pl von der
Beads-Suspension zur Kontrolle der EBNAL-Immunprazipitation fir den Immunblot

genommen.
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Zum Eluieren der RNA von den Beads und Aufheben des Crosslinks, wurden die
Beads jeweils in 500 pl Elutionspuffer bei 70 °C fur 45 Min. inkubiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt und eine

Phenol-Chloroform Aufreinigung durchgefihrt.

Phenol-Chloroform Aufreinigung von RNA

Die Extraktion und Aufreinigung der RNA erfolgte nach dem Protokoll von
Chomczynski und Sacci [170].

Demnach wurden zu 500 pl Eluat 50 pl 2 M Natriumacetat-Lésung pH 4.0 gegeben
und kurz durchmischt. Nach Zugabe von Wasser-gesattigtem Phenol pH 4.5-5 im
Verhéltnis 1:1 und 100 pl Chloroform/lsoamylalkohol-Gemisch (49:1) wurden die
Phasen durchmischt und 15 Min. auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte die
vollstandige Phasentrennung durch Zentrifugation fur 20 Min, 13200 rpm bei 4 °C.
Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal3 Gberfihrt und die RNA mit
0.7 Vol. Isopropanol geféllt und bei — 80 °C gelagert.

Die Proben wurden in Isopropanol zur ,High Throughput® Analyse zu Adam
Grundhoff in Hamburg (Heinrich Pette Institut) gesendet.

Die Qualitat der Praparation wurde anhand der Anreicherung der EBNAL-
spezifischen RNA EBER1 bzgl. der IgG-Kontrolle in gPCR Uberprift. Dazu wurden

die prazipitierten RNAs in cDNA umgeschrieben.

cDNA Synthese zur Kontrolle der RIP-Praparation

Zunachst wurde die gefallte RNA 20 Min., 13200 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Pellet 1 x mit 75 %igem und 1 x mit 100 %igem Ethanol
gewaschen und schlie3lich an der Luft fir 10 Min. getrocknet. Das Pellet wurde in 19
pl a.d. H,O (DEPC) resuspendiert. Danach wurden mehrere Cytosin-Nukleotide an
das 3’-Ende der RNAs mit der Poly(U) Polymerase fir 1,5 Std. bei 37 °C angehangt.
Das Enzym katalysiert nicht nur den Einbau von UTP, sondern von jedem Nukleotid,

welches in der Reaktion vorliegt.

Reaktionsansatz:

19 pl isolierte RNA

2.5 ul 10 x NEB 2 Puffer
1,25 ul 10 mM CTP
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1 pl Poly(U) Polymerase (2 U/ul)
1 pl RNAse Inhibitor (40 U/ul)

Die RNA wurde wie oben beschrieben anhand einer Phenol-Chloroform Extraktion
isoliert.

Der Poly-C Schwanz diente dann als Primertemplate fur die cDNA-Synthese unter
Verwendung des SuperScript ® Il First-Strand-Kits und 100 pmol/ul des Primer Mix
aus Tabelle 2.10. Danach wurden die Proben 1/5 mit a. d. H,O (DEPC) verdiinnt und

in quantitativer PCR mit spezifischen Primern analysiert (Tab. 2.9).
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4. Ergebnisse

4.1. Die Rolle von RNAs und RNA G-Quadruplex
Strukturen in der EBNA1-ORC Interaktion

Die Selektion von Replikationsurspringen in hoheren Eukaryonten ist sehr flexibel.
Eine Mdglichkeit wie ORC seine Zielsequenz bindet ist tber Chromatin-Faktoren. Im
Kontext von EBV stellt EBNAL ein Interaktionspartner fir ORC dar. EBNAL vermittelt
Uber seine N-terminale Domé&ne die Interaktion zu ORC am viralen
Replikationsursprung OriP und leitet somit die Bildung des pre-RCs ein [89,91,117].
Die Interaktion erfolgt Uber die sogenannten ,Linking“-Regionen 1 und 2 (LR1 und
LR2) von EBNAL [91,107]. LR1 und LR2 sind reich an Arginin (R) und Glyzin (G)
Aminosauren (AS), die das RGG-Motiv, ein bekanntes RNA-Bindungs-Motiv,
aufbauen [171,172]. LR1 besitzt ein RGG-Motiv (AS 33-56), LR2 hingegen zwei
RGG-Motive (AS 330-350 und 354-377). Diese Motive kénnen gleichermalRen an
RNA in vitro binden [131]. In einer Zusammenarbeit mit dem Labor von Paul
Lieberman haben wir gezeigt, dass die Interaktion zwischen LR1 und LR2 von
EBNA1 zu ORC RNA-abhéngig ist [117].

Lu et al, (2004) demonstrierten, dass die RNA-Bindung von EBNA1l eher
Sekundarstruktur- als Sequenz-abhangig verlauft. Auerdem konnte eine Préaferenz
fur RNA, die reich an Guanin-Nukleotiden ist, beobachtet werden [130]. Diese
Guanin-reichen Sequenzen konnen G-Quadruplex (G4-) Motive ausbilden. Das
Lieberman-Labor untersuchte die G4-Abhangigkeit zwischen EBNAl1 und ORC
anhand von Immunprazipitation in Anwesenheit von G4-bindenden Molekilen, die
die Interaktion von ORC und EBNAL in vitro inhibieren [166]. Die Hypothese war,
dass diese Molekile an die G4-Strukturen der RNA binden, die die Interaktion
vermitteln, und ORC von EBNA1 verdrangen. Dieses Ergebnis deutet auf eine RNA-
abhangige Interaktion zwischen EBNA1 und ORC hin, welche Uber G4-Motive
verlauft.

Die funktionelle Relevanz potentieller G4-Strukturen fir die Interaktion zwischen
EBNA1 und ORC und die Bildung des Pra-Replikationskomplexes (pre-RC) an DS
wurde in dieser Arbeit in An- und Abwesenheit des G4-bindenden Molekils TmPyP4
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untersucht. TmPyP4 inhibiert die Telomeraseaktivitét, induziert Apoptose und bewirkt
einen Proliferationsarrest in Tumorzellen [173-176]. In Brustkrebszellen fuhrt es
zudem in Abhangigkeit der Konzentration zu einem Zellzyklusarrest in G2/M Phase
[173]. TmPyP4 zeigt neben der inhibierenden Wirkung gegeniber Telomerase auch

eine Reduktion der Expression der Onkogene c-Myc und k-Ras [164,177,178].

In der Literatur wurde bereits Uber eine Interaktion von EBNA1l mit der EBV-
exprimierten RNA EBER1 in Electro-Mobility-Shift-Assays (EMSAS) berichtet
[130,131]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zu Beginn die Interaktion zwischen
EBNAL und EBER1 in vitro hinsichtlich der G4-Strukturen naher charakterisiert. Da
wir mehr tber die Bindungseigenschaften von EBNAL zu EBER1 erfahren mdchten,
wurde die Interaktionsdoméne innerhalb der EBER1 Sequenz ermittelt. Um die Rolle
der EBERL1 fir die EBNA1-ORC Interaktion zu analysieren, wurde ein in vitro ORC
»pull-down® Versuch etabliert. Im Anschluss wurde die funktionelle Relevanz der
EBV-kodierten EBER RNAs fir die EBV-Replikation in vivo untersucht.

Zuletzt wurde eine ,High-Throughput* Methode zur RNA-Immunprézipitation etabliert,
um zellulare RNAs zu identifizieren, die die EBNA1-ORC Interaktion vermitteln

konnen.

4.1.1. Einfluss von G4-Strukturen auf die EBV-Replikation in

Vivo

In diesem Kapitel wurde die Rekrutierung von ORC und des pre-RC an DS in
Abhéngigkeit von G4-Strukturen untersucht. Raji-Zellen sind Burkitt-Lymphomzellen,
die eine hohe Kopienzahl von latent-persistierenden EBV-Genomen enthalten.
Deshalb eigneten sie sich fur die folgenden Analysen besonders gut. Fiur die
Versuche wurde das G4-bindende Molekil TmPyP4 verwendet, das in vitro die
Interaktion zwischen EBNA1 und ORC unterbindet [166]. Zunachst erfolgte eine
Charakterisierung von Raji-Zellen, die mit TmPyP4 behandelt wurden, hinsichtlich
Zellwachstum, Zellzyklus und EBV-Kopienzahl. Anhand von ChiIP-Analysen wurde
die Assoziation von den pre-RC Komponenten ORC und MCM2-7 an DS unter

Einfluss von TmPyP4 untersucht.
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Zellwachstum

Fir die Analyse des Zellwachstums wurden Raji-Zellen an Tag 0 auf 2 x 10°
Zellen/ml gesetzt und die Zellen mit 5 pM und 10 pM TmPyP4 fir sechs Tage
behandelt. An Tag 3 wurden die Zellen erneut auf eine Zelldichte von 2 x 10°
Zellen/ml eingestellt. Die Zellzahlen von behandelten und unbehandelten Raji-Zellen
wurden nach drei und sechs Tagen ermittelt. Unbehandelte Zellen dienten als
Referenz. Die Wachstumskurven sind in Abb. 4.1 dargestellt.

Innerhalb der ersten drei Tage wird eine ca. 4- bis 5-fache Steigerung der Zellzahl
von unbehandelten und behandelten Zellen beobachtet. Zellen, die mit 5 uM und 10
MM TmPyP4 behandelt wurden zeigen somit keinen signifikanten Unterschied in der
Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zwischen Tag 3 und Tag 6
verdoppelt sich die Zellzahl von unbehandelten Raji-Zellen. Hingegen nimmt die
Zellzahl von 5 pM und 10 pM behandelten Zellen von ca. 5 x 10° Zellen auf ca. 4 x
10° Zellen ab. Das Ergebnis zeigt, dass Raji-Zellen bzgl. ihres Zellwachstums
sensitiv gegenuber einer Behandlung mit TmPyP4 sind. Mdglicherweise wird bei
einer Behandlung mit TmPyP4 in den Zellen Apoptose induziert, was auf einen
Replikationsdefekt zurtickgefuihrt werden kénnte. Oder die Proliferation der Zellen ist
durch einen Arrest des Zellzyklus inhibiert. Da TmPyP4 sowohl die
Telomeraseaktivitat als auch die Expression des Proliferationsfaktors c-MYC inhibiert,
kénnte die Stagnation des Wachstums auch auf diese Effekte zurtickgefuihrt werden
[163,173].
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Abb. 4.1: Mit zunehmender Konzentration an TmPyP4 nimmt das Wachstum von Raji-Zellen ab.
Zellwachstumskurven in Abhéngigkeit von 5 uM und 10 uM TmPyP4. Gezeigt sind Mittelwerte (n=4)
mit Standardabweichung. Die Zellen wurden unter den entsprechenden Konzentrationen TmPyP4
versetzt und nach drei bzw. sechs Tagen wurde die Zellzahl bestimmt. Wachstumskurven fir Zellen
unter O uM, 5 pM und 10 pM.
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Zellzyklus-Analyse

Da im vorangegangen Kapitel eine Abnahme der Anzahl von Raji-Zellen in
Anwesenheit von TmPyP4 beobachtet wurde, sollte im Folgenden geklart werden, ob
diese Beobachtung auf eine Arretierung der Proliferation durch Zellzyklusarrest unter
TmPyP4 zuriickzufuhren ist. Dafir wurden Raji-Zellen wie im vorangegangenen
Kapitel beschrieben sechs Tage mit 5 pyM und 10 pM TmPyP4 behandelt.
Unbehandelte Zellen dienten als Referenz. An Tag 6 wurden ca. 1 x 10° Zellen fir
die FACS-Analyse geerntet und vorbereitet. Fir die Visualisierung des DNA-Gehalts
erfolgte die Zugabe des DNA-interkalierenden Agens Propidium-lodid. 10.000 Zellen
wurden gemald ihrer GrofRe und Struktur durch Messung des Seitwarts-und
Vorwartsstreulichts (SSC, bzw. FSC) im FACS-Diagramm dargestellt (Abb. 4.2A, (1)).
Ein einheitlicher Rahmen (Gate) wurde um die Haupt-Fraktion der Zellen gezogen,
die fur die Zellzyklusanalyse dienten. Aus dieser Zellpopulation wurde jeweils die
Zellanzahl von der Software FlowJo ermittelt und in Prozent angegeben. Partikel mit
geringer Streuung wurden als Zellfragmente definiert und nicht in die Analyse
miteinbezogen. Die Mittelwerte der Anzahl an Zellen im Gate wurden anhand von
drei unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung berechnet (Abb. 4.2B).
Die Zellzahl fur behandelte und unbehandelte Raji-Zellen wahrend der Behandlung
mit 5 pM und 10 pM TmPyP4 nimmt nur sehr leicht von 95 % auf 94,5 % (5 uM
TmPyP4) und auf 90,6 % (10 uM TmPyP4) ab (Abb. 4.12B). Eher ist in den FACS-
Profilen die Tendenz zu beobachten, dass mit der Behandlung mit TmPyP4 die
Fraktion an Zellen mit erhéhter Granularitat zunimmt (Abb. 4.2A (1)). Dies kdnnte auf
apoptotische Zellen hindeuten.

Fur das Zellzyklusprofil wurde die Anzahl der Zellen im Gate gegen die Intensitat der
Pl-Emission aufgetragen. Unbehandelte Raji-Zellen zeigen eine normale Verteilung
von G1- und G2-Phase Zellen (Abb.4.2A (2)). Der DNA-Gehalt steigt aufgrund der
Proliferation in S-Phase und ist in G2 doppelt so grof3 wie in G1. Raji-Zellen, die mit 5
MM und 10 uM TmPyP4 flir sechs Tage behandelt wurden, zeigen eine tendenzielle
Abnahme der G1-Phase- und eine Zunahme an S-Phase Zellen. Dies deutet darauf
hin, dass unter TmPyP4 die S-Phase verlangsamt ist. Dieser Effekt ist bei einer
Behandlung mit 10 uM TmPyP4 besonders ausgepragt. Aus der Literatur ist bekannt,
dass TmPyP4 in Krebszelllinien Apoptose induziert [173-176]. Mdglich ist, dass
innerhalb der Zellfraktion im Gate die Anzahl apoptotischer Zellen mit der
Behandlung mit TmPyP4 gestiegen ist. Um Einsicht Uber die prozentuale Anzahl an
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apoptotischen Zellen zu erhalten, misste an dieser Stelle eine simultane Annexin V

und PI-Farbung in nicht-fixierten Zellen durchgefihrt werden.
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Abb. 4.2: Einfluss von TmPyP4 auf das Zellzyklusprofil und Zelllebensfahigkeit von Raji-Zellen
FACS Analyse nach 6 Tagen Behandlung mit 5 pM bzw. 10 uM TmPyP4. Die Zellen wurden geerntet,
fixiert und die DNA mit Propidium-lodid markiert, um die einzelnen Zellzyklusphasen mittels FACS
Analyse zu visualisieren. Exemplarisch ist ein Experiment gezeigt. (A) FACS Analyse von Raji Zellen.
(B) % Anzahl der Zellen im Gate, ermittelt durch FACS Analyse. Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standardabweichung (n=3).

Bestimmung der relativen EBV-Kopienzahl

Um die Rolle von G4-Strukturen in der EBV-Replikation zu untersuchen, wurde
zunachst die relative EBV-Kopienzahl unter Einfluss von TmPyP4 bestimmt, indem
das relative Verhaltnis von einem chromosomalen Referenzlokus und einem EBV-
spezifischen PCR-Produkt berechnet wurde.

Dafur wurden Raji-Zellen wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben sechs Tage
mit 5 uM und 10 uM TmPyP4 behandelt. An Tag 6 wurde die Gesamt-DNA aus ca. 1
x 10° Zellen geerntet und ber Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert. Spezifische
Primer wurden fir das DS-Element von EBV als Ziel- und fur Cytochrom C als
Referenzlokus verwendet. Cytochrom C diente als genomischer Lokus, der sich in
den Zelllinien unter den gegebenen Bedingungen nicht verandern sollte. Fur jede
Zelllinie wurde eine Standardkurve fur DS und Cytochrom C erstellt. Dadurch wurden
die einzelnen Primer-Effizienzen in die Berechnung der Konzentrationsverhaltnisse in
den Proben von Ziel- zu Referenzlokus einberechnet. Das relative Verhaltnis der
Konzentrationen wurde Uber die Cp-Werte von Target- zu Referenz-Proben mit der
Light-Cycler-Software errechnet. Eine Normalisierung wurde mit der Calibrator-Probe

aus Raji-Zellen durchgefuhrt. Der Calibrator ist eine positive Vergleichsprobe mit
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einem stabilen Konzentrationsverhéltnis von Ziel- zu Referenzlokus und dient dazu,
Detektionsunterschiede innerhalb eines PCR-Laufs oder verschiedener PCR-Laufe
zu korrigieren. Die Normalisierung wurde mit einer Calibrator-Probe von 10 ng
Gesamt-DNA aus unbehandelten Raji-Zellen durchgefihrt.

In Abb. 4.3 sind die relativen EBV-Genom-Verhéltnisse (DS/Cytochrom C) in
Abhéangigkeit von TmPyP4 und in Bezug zum Calibrator dargestellt. Da fur Raji-
Zellen die Calibrator-Probe gleich der unbehandelten Probe ist, sollte fir diese
Bedingung der Verhaltniswert bei 1 liegen. Aufgrund experimenteller Schwankungen
liegt der Wert bei 1,2. Mit Behandlung der Zellen mit 5 uM und 10 uM TmPyP4 wurde
keine signifikante Anderung in der relativen Kopienzahl festgestellt. Die Kopienzahl
bleibt auf dem Niveau der unbehandelten Zellen. TmPyP4 hat somit keinen Einfluss
auf die relative EBV-Kopienzahl in Raji-Zellen und beeintrachtigt nicht die Replikation
des EBV-Genoms.

2,00
1,80
1,60
1,40

1,20
" unbehandelt

1,00
B 5 uM TmPyP4

0,80

DS/Cytochrom C

10 uM TmPyP4
0,60
0,40
0,20

0,00
Raji

Abb. 4.3 : Die relative EBV-Kopienzahl in Raji-Zellen wird nicht durch TmPyP4 beeinflusst. Die
EBV-Kopienzahl wurde nach drei Tagen Behandlung mit 5 pM bzw. 10 pM TmPyP4 bestimmt.
Gesamt-DNA wurde aus den Zellen isoliert und das relative Verhaltnis von EBV zur genomischen
DNA mittels quantitativer PCR mit Primern fur DS und Cytochrom C bestimmt. Gezeigt sind
Mittelwerte mit Standardabweichung (n=3).

Die EBNA1-ORC Interaktion an DS

Im vorangegangenen Kapitel wurde die EBV-Kopienzahl in Raji-Zellen in
Anwesenheit von TmPyP4 untersucht. Es wurde beobachtet, dass TmPyP4 keinen
Einfluss auf die Replikation des EBV-Genoms hat. Es ist denkbar, dass durch die
Behandlung mit TmPyP4 eine Stressantwort in den Zellen ausgelost wird, die zur
Aktivierung von ,ruhenden® Replikationsurspringen fuhrt, die unter normalen
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Bedingungen nicht aktiv sind. In diesem Fall ist eine Anderung der EBV-Kopienzahl
nicht feststellbar. Um zu untersuchen, welchen Einfluss TmPyP4 auf die EBNA1-
ORC Interaktion und die Assemblierung des pre-RC an DS hat wurden Chromatin-
Immunprazipitation-Analysen (ChIP) durchgefihrt.

Die Annahme ist, dass bei einer Inhibition der EBNA1-ORC Interaktion mit TmPyP4
ORC und MCM2-7 Proteine nicht mehr an DS assoziieren wirden. Hingegen bliebe
die EBNA1-Bindung an DS unbeeinflusst. Um diese Annahme zu tberprifen, wurde
die Assoziation von zwei Vertretern des ORC- und MCM2-7 Komplex, Orc2 und
Mcm3, an DS in Abhangigkeit von TmPyP4 anhand von ChIP-Analysen untersucht.
Da nach sechs Tagen mit TmPyP4 das Wachstum der Zellen inhibiert ist, wurden die
Zellen an Tag 3 der Behandlung mit 10 pM TmPyP4 geerntet und mit 1 %
Formaldehyd behandelt. Bei diesem reversiblen Schritt werden Protein-DNA
Bindungen kovalent verknipft. Die Zellen wurden lysiert, sonifiziert und die ChIP mit
spezifischen Antikérpern gegen Orc2 und Mcm3 und EBNAL1 durchgefihrt. Eine
Kontrolle mit Praimmunserum (IgG-Kontrolle) wurde fir die Bestimmung der
Hintergrund-Bindung der Proteine an die Sepharose-Kigelchen bzw. Antikorper
mitgefuhrt. Nach der Immunprézipitation wurden die DNA-Fragmente, die an die
Orc2 und Mcm3 Proteine gebunden waren, durch Proteinase K Verdau und
Revertierung der kovalenten Bindung zwischen Protein und DNA isoliert. Nach dem
RNAse Verdau wurde die DNA iber eine Silica-Membran (NukleoSpin®) gereinigt.
Spezifische Primer-Paare (Tab. 2.9) wurden in der quantitativen PCR verwendet, um
die Anreicherung von Orc2, Mcm3 und EBNAL1 an DS zu bestimmen. Als Negativ-
Lokus fur Orc2 und Mcm3 dienten FR als virales Element und der Iytische
Replikationsursprung von EBV OriLyt. DS, FR und der Q-Promotor dienten hingegen
als Positiv-Kontrolle und OriLyt als Negativ-Kontrolle fir die EBNAL1-Bindung. Die
Anreicherung der einzelnen Proteine wurde in Bezug auf die IgG-Kontrolle berechnet
und auf die Anreicherung am Negativ-Lokus OriLyt normalisiert (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: ChIP-Analysen von Orc2, Mcm3 und EBNA1 Proteinen an DS in Abh&angigkeit von
TmPyP4. Die Zelllinie Raji wurde fur 3 Tage mit 10 pM TmPyP4 behandelt, mit 1 % Formaldehyd
fixiert und der ChIP-Analyse unterzogen. TmPyP4-unbehandelte Zellen dienten als Referenz. Das
Dyad-Symmetry-Element (DS) in unbehandelten Zellen stellt den Positiv-Referenzlokus fur die
Assoziation von Orc2, Mcm3 und EBNA1l dar. Gezeigt sind die Ergebnisse nach der
Immunpréazipitation mit Antikdrpern gegen Orc2 (blau), Mcm3 (griin) und EBNA1 (rot). Der lytische
Replikationsursprung von EBV OriLyt dient als Negativ-Kontrollregion fiir Orc2 und Mcm3 und EBNA1.
Das Family-of-Repeats Element (FR) stellt einen zusétzlichen Negativ-Lokus fur Orc2 und Mcm3 dar.
FR und der Q-Promotor dienen hingegen als Positiv-Loci fur EBNAL. Die préazipitierte DNA wurde in
der quantitativen PCR (gPCR) analysiert und die Anreicherung der spezifisch prazipitierten DNA
relativ zu der aus der IgG Kontrolle dargestellt und auf die Anreicherung an OriLyt normalisiert.
Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung (n=3).

Fir Mcm3 und Orc2 wurde eine ca. 4- bzw. 6-fache Anreicherung an DS in
unbehandelten Raji Zellen beobachtet. Der Negativ-Lokus FR zeigt hingegen nur ca.
1,7-fache Anreicherung. Bei Behandlung der Zellen mit 10 uM TmPyP4 verandert
sich die Mcm3 und Orc2 Bindung an DS nicht signifikant.

Bzgl. der EBNA1-Anreicherung liegt das Niveau an DS und FR bei 110- bzw. 90-fach.
Das Niveau andert sich mit der Zugabe an TmPyP4 nicht signifikant. Auch die
Assoziation von EBNAl1 an den Q-Promotor verdnderte sich bei Zugabe von
TmPyP4 nicht. Das Ergebnis zeigt, dass sowohl die ORC-Assoziation als auch die
Bildung des pre-RC an DS unter TmPyP4 nicht beeintrachtigt ist.

Zusammengefasst hat TmPyP4 in einer Konzentration von 5 puM und 10 uM einen
inhibierenden Einfluss auf das Wachstum von Raji-Zellen. Der Zellzyklus von
behandelten Zellen und die EBV-Kopienzahl werden allerdings unter Einfluss von
TmPyP4 nicht beeintrachtigt. Eine Inhibition der EBNA1-ORC Interaktion an DS
konnte in vivo nicht bestatigt werden.

Aus den in diesem Kapitel vorgestellten Experimenten ergibt sich die Hypothese,

dass die Interaktion zwischen EBNA1 und ORC an DS madglicherweise nicht Gber G4
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RNAs vermittelt wird oder, dass diese G4 RNAs in vivo keine Zielstrukturen fur

TmPyP4 darstellen.

4.1.2. Charakterisierung der EBNA1-EBER1-ORC Interaktion

41.2.1. EBER1-Konstrukte fur die Untersuchung der EBNAL1-EBERL1

Interaktion in vitro

Es ist moglich, dass die Interaktion zwischen EBNA1 und ORC Uber spezifische
RNAs G4-unabhangig verlauft. Daher wurden Versuche zur Identifizierung von
EBNAL1-spezifischen RNAs durchgefuhrt. Dafir wurde eine erste Ribonucleoprotein-
Immunprazipitation (RIP) an EBNA1 in EBV-positiven Raji-Zellen durchgefihrt
(Christoph-Erik Mayer, AG Schepers, unveroffentlichte Daten).

Ein Abgleich der isolierten und sequenzierten RNAs mit dem EBV-Genom ergab,
dass die von EBV-exprimierten RNAs EBER1&2 mit EBNA1 assoziieren. Weitere
EBV-codierte RNAs wurden nicht identifiziert. Dies wurde darauf zurtickgefuhrt, dass
die EBERs die haufigsten RNAs EBV-infizierter Zellen sind [119-121].

Dieses vorlaufige Ergebnis stand im Einklang mit den bereits verotffentlichten in vitro
Studien von Snudden et al., (1994) und Lu et al., (2004), die in EMSAS zeigten, dass
EBNA1 Uber seine RGG-Motive an EBER1 bindet. Lu et al., (2004) bestatigten
ebenfalls qualitativ die EBNA1-EBER1 Interaktion in vivo anhand von RIP-Versuchen.
Es ist noch nicht bekannt, welche Sequenz-Motive von EBERL1 fir die EBNAL-
EBERL1 Interaktion notwendig sind. Um die Kernsequenz zu ermitteln, wurde ein
partieller RNAse T1 Verdau des EBNA1-EBER1-Komplex in vitro durchgefiihrt und
die EBNA1l-protektierte EBER1-Fragmente sequenziert. Hieraus wurden folgende
EBER1-Sequenzen als potentielle Interaktionsdoménen erhalten. EBER1 (b 35-135),
und EBER1 (b 84-125) mit 100 b bzw. 41 b Lange (Christoph-Erik Mayer, AG
Schepers, nicht veroffentlichte Daten) (Abb. 1A /B b und c).

Die Interaktion von EBNA1 mit den einzelnen EBER1-Fragmenten wurde im Rahmen
dieser Arbeit anhand von Electro-Mobility-Shift-Assays (EMSAS) untersucht. Da in
der Literatur berichtet wird, dass EBNAL bevorzugt an hochstrukturierte Sequenzen
und G4-Strukturen in der RNA bindet, wurde die Interaktion zudem in Abhangigkeit
der Struktur und der G4-Motive analysiert [130,166].
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Die gesamte Lange der EBER1-Sequenz wird im Folgenden mit EBER1 (b 1-167)
bezeichnet. Fur weitere Langen-Mutanten wird die Basenposition bzgl. der
Volllangen-EBER1 in Klammern gekennzeichnet.

In Abb. 4.5A. sind die Sequenzen der RNAs zusammengefasst, die auf Bindung zu
EBNA1 im EMSA untersucht wurden. Zusatzlich ist jeweils die thermodynamisch
stabilste Sekundarstruktur dargestellt, die mit ,The Vienna RNA Websuite“ ermittelt
wurde [179,180] (Abb. 4.5B). Uber die Farbkodierung wird angegeben, wie hoch die
Wahrscheinlichkeit der Basenpaarungen innerhalb der Struktur bzw. flr
einzelstrangige RNA-Abschnitte ist. G4-Strukturen werden mit der Software
allerdings nicht berticksichtigt.

Um potentielle G4-Motive in EBER1 zu identifizieren, wurde die ,QGRS-
Mapper® Software verwendet [181]. Die EBER1-Sequenz enthélt zwei G4-Motive mit
G-scores von 28 und 35 fur G4#1 und G4#2 (Abb. 4.5A a). Der G-score ist ein Mal3
dafir, wie wahrscheinlich die G4-Motive G4-Strukturen ausbilden koénnen. Fur die
Berechnung des G-scores wird die Anzahl der einzelnen G-Tetraden, sowie die
Lange der Nukleotide ("Loops") zwischen den einzelnen G-Tetraden beriicksichtigt.
Hierbei gilt, je kirzer die Loops, je héher die Anzahl an Tetraden und ahnlicher die
Lange der Loops, desto hoher der G-score und desto wahrscheinlicher ist es, dass
das G4-Motiv eine G4-Struktur ausbildet. Der hdchste G-score wurde von der
,QGRS Mapper* Software mit 105 angegeben. Typische G-scores haben einen Wert
zwischen 12 und 42 [68,166,182].

Basierend auf der QGRS-Analyse wurden EBER1 Varianten kloniert, die Mutationen
in den G4-Motiven tragen. Eine Doppelmutante von EBER1, EBER1 (b 1-167, G4#1
und G4#2 mut), wurde generiert, in der beide G4-Motive durch 2 bzw. 4
Basendnderungen aufgehoben wurden. Das zweite G4-Motiv wurde ebenfalls in der
100 bp Sequenz von EBER1 durch die gleiche Punktmutation aufgehoben (EBER1
(b 35-135, G4#2 mut)). Da EBNAL bevorzugt an Sekundarstruktur-reichen RNAs
bindet wurde eine RNA als Negativkontrolle synthetisiert, die 167 b lang ist, keine
G4-Motive enthalt und arm an Sekundéarstruktur-Elementen ist. Diese RNA wird im

Folgenden als unstrukturierte RNA bezeichnet.
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A

RNA Sequenz G4 Motive/ G score

a) EBER1 (b 1-167) AGGACCTACGCTGCCCTAGAGGTTTTGCTAGGGAGGAGACGTGTGTGG | Ja/ 28,385
CTGTAGCCACCCGTCCCGGGTACAAGTCCCGGGTGGTGAGGACGGTGT
CTGTGGTTGTCTTCCCAGACTCTGCTTTCTGCCGTCTTCGGTCAAGTACCA
GCTGGTGGTCCGCATGTTTT

b) EBER1 (b 35- 135) AGACGTGTGTGGCTGTAGCCACCCGTCCCGGGTACAAGTCCOGGGTGET | Ja/ 35
GAGGACGGTGTCTGTGGTTGTCTTCCCAGACTCTGCTTTCTGCCGTCTTC

c) EBER1 (b 84- 125) GAGGACGGTGTCTGTGGTTGTCTTCCCAGACTCTGCTTTC Nein

d) EBER1 (b 1- 167), AGGACCTACGCTGCCCTAGAGGTTTTGCTAGGGAGGAGACGTGTGTG T | Nein

G4#1 und G4#2 mut GTAGCCACCCGTCCCGGGTACAAGTCCOGI GTGETGAGH ACGETGTCTGT
GGTTGTCTTCCCAGACTCTGCTTTCTGCCGTCTTCGGTCAAGTACCAGCTG
GTGGTCCGCATGTTTT

€) EBER1 (b 35- 135), AGACGTGTGTGCCTGTAGCCACCCGTCCCGGGTACAAGTCCCEI GTGETG | Nein

GA4#1 mut AGIACGETGTCTGTGGTTGTCTTCCCAGACTCTGCTTTCTGCCGTCTTC

f) Unstrukturierte RNA | TAATACGACTCACTATAAGGAAAACATGCTTACTACCAGCTGGTACTTGAC | Nein

(b1-167)

CGAAGACGGCAGAAAGCATATTTTGTGAATATAATCACAGACACCGTTCT
CACCACCCGGGACTTGTATCTGGTACGGTTGTCTATATCCACACACGTCTC
CTCCCTAGCAAAACCTTTATGTCAGCTTATGTCCT

c)
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Abb. 4.5: Sequenzen und Sekundarstrukturen der in vitro transkribierten RNAs. (A) a-e)
Sequenzen der RNAs, die Uber in vitro Transkription synthetisiert und in EMSAs auf Bindung zu
EBNAL untersucht wurden. Orange und blau hinterlegte Sequenzen mit fettgedruckten G-Nukleotiden
kennzeichnen vorhergesagte G-Quadruplex Motive (G4-Motive), ermittelt Gber die ,QGRS
Mapper“ Software [181]. Gelb markierte Nukleotide in orange und blau hinterlegten Sequenzen
kennzeichnen die eingefligten Punktmutationen, welche die einzelnen G4-Motive aufheben. (B) (a-e)
Sekundarstrukturen der einzelnen RNAs, die Uber ,The Vienna RNA Websuite* ermittelt wurde
[179,180]. Die hinterlegten Farben kennzeichnen die Wahrscheinlichkeit der Basenpaarungen bzw. fir
einzelstrangige RNA-Abschnitte innerhalb der Sekundarstruktur von blau (nicht wahrscheinlich) bis rot
(sehr wahrscheinlich).

In Abb. 45B b und c sind die Fragmente von EBER1 dargestellt, die aus dem
partiellen Verdau des EBNA1-EBER1 Komplex resultieren. Dabei wird ersichtlich,
dass EBER1 (b 35-135) (Abb. 4.5B b) ein Bereich der EBER1 mit drei ,Stem-
Loop*“ Strukturen ist (llI-V). Mit langerer Inkubationszeit mit RNAse T1 wurde diese
potentielle Interaktionsdomane auf eine einzige ,Stem-Loop“ Struktur von EBER1,
EBER1 (b 84-125) (Abb. 4.5B c), reduziert (V). Die Ergebnisse des partiellen
Verdaus deuten darauf hin, dass EBNA1 bevorzugt die ,,Stem-Loop* Strukturen von
EBER1 bindet. Nach dem partiellen Verdau bleibt das zweite G4-Motiv in EBERL1 (b
35-135) erhalten. Hingegen ist es in EBER1 (b 84-125) nicht mehr prasent (Abb.
4.5A c). Durch eine Mutation der G4-Motive wird zwar das Potential zur Ausbildung
der G4-Strukturen verhindert (G-score ist null. Abb. 4.5A d und e), jedoch wird die
Anzahl der ,Stem-Loop* Strukturen in EBER1 (b 1-167, G4#1 und G4#2 mut) und
EBER1 (b 35-135, G4#2 mut) nicht reduziert (Abb. 4.5B d und e).

Die unstrukturierte RNA zeigt eine niedrige Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung dieser
Strukturen und diente im Folgenden als Negativ-Kontrolle.

Im EMSA wurde nun die Interaktion zwischen EBNA1, EBER1 und deren Mutanten
hinsichtlich der Spezifitat, der Lange, der Struktur und der G4-Motive untersucht.
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41.2.2. EBNAL interagiert spezifisch mit EBER1 (b 1-167)

Fur die Untersuchung der Interaktion von EBER1 (und EBER1-Mutanten) mit EBNAL
in EMSA wurden zuerst die einzelnen RNAs in vitro transkribiert. Dies erfolgte auch
spater fur den in vitro ,ORC pull-down“ Versuch. Die entsprechenden DNA-
Sequenzen wurden nach der Promotor-Sequenz der T7-RNA-Polymerase im pJet-
Vektor kloniert und die in vitro-Transkription nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Die RNA wurde fiir die EMSAs durch den Einbau von zugefiigtem **P-UTP radioaktiv
markiert. Das EBNAL-Protein wurde rekombinant in E. coli hergestellt und gereinigt,
allerdings ohne die flexiblen repetitiven Glyzin-Alanin-Sequenzen, da diese die
Reinigung von EBNAL1 erschweren [183]. Dadurch werden die Funktionen von
EBNAL fir Erhalt und Replikation nicht beeintrachtigt (244). Zugleich wurde eine
EBNA1-Mutante generiert und gereinigt, in der in den drei RGG-Motiven alle Arginin-
mit Alanin-Aminosauren ausgetauscht wurden. Fiur diese RGG-Mutante wird keine
Interaktion mit RNA erwartet.

Fur die Analyse im EMSA wurde die Komplexbildung zwischen Protein und
entsprechender RNA fur 15 min auf Eis erlaubt und die Proben in nicht-
denaturierender Gelelektrophorese im 5 %igen Polyacrylamid-Gel analysiert. Da
Sekundéar- und Tertiarstrukturen von RNA im Gel erhalten bleiben, erlaubt der EMSA
die Analyse von Struktur-abhéngigen Protein-RNA Wechselwirkungen.

Fir die EMSA Experimente wurden 160 fmol *P-EBER1 und ein 4-facher bzw. 8-
facher Uberschuss an EBNA1 Protein eingesetzt (30 nM bzw. 60 nM).

In Abb. 4.6A erkennt man, dass EBER1 im Polyacrylamid-Gel mehrere Banden von
unterschiedlicher Mobilitat bildet (Abb. 4.6A, Spur 1). Dies kann damit erklart werden,
dass mehrere strukturelle Konformationen der *?P-EBER1-RNA im Gel vorliegen. Ein
4-fach molarer Uberschuss von EBNA1 zu EBER1 resultiert in keiner detektierbaren
Komplexbildung (Abb. 4.6A, Spur 2). Bei Zugabe von EBNA1 im 8-fachen molaren
Uberschuss hingegen, bilden sich **P-EBER1-EBNA1 Komplexe unterschiedlicher
Mobilitat aus (Abb. 4.6A, Spur 3). Das deutet darauf hin, dass ein bestimmter molarer
Uberschuss von EBNA1 iiber EBER1 fiir die Komplexbildung benotigt wird. Es liegen
drei **P-EBER1-EBNA1 Komplexe vor, die sich in ihrem Laufverhalten im Gel
unterscheiden (Abb. 4.6A, Spur 3, Nummern 1-3). Eine Erklarung hierfir kann im
Zusammenhang eines weiteren RGG-Proteins, HMGAla, gefunden werden. Fur
HMGA1la ist bekannt, dass es die Fahigkeit zur DNA-Vernetzung Uber die RGG-
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Motive vermittelt und somit gleichzeitig mehrere DNA-Molekille binden kann [184].
Diese Funktion ist auch fur EBNA1 im RNA-Kontext mdglich. Da alle drei RGG-
Motive in EBNA1 die Fahigkeit haben RNA zu binden [130], ist es vorstellbar, dass
EBNA1 gleichzeitig mehrere Molekile an EBER1 bindet und Komplexe in
unterschiedlich stochiometrischem Protein:RNA Verhaltnis bildet.

Die Starke der Interaktion von EBNAl1 mit EBER1 (b 1-167) wurde in
Kompetitionsstudien untersucht. Als spezifischer Kompetitor wurde eine in vitro
transkribierte unmarkierte EBER1-Sequenz sowie tRNA als unspezifischer
Kompetitor verwendet. Die Kompetitor-RNAs wurden vor der Zugabe der markierten
EBERL1 hinzugefugt.

Bei Zugabe eines 2-fach molaren Uberschusses unmarkierter EBER1 zu **P-EBER1
wird der EBNA1-*?P-EBER1-Komplex aufgehoben (Abb. 4.6A, Spur 6). Hingegen
wird bei einem 14-fachen molaren Uberschuss an tRNA noch EBNA1-*P-EBER1
Komplexbildung beobachtet, die erst bei einem 70-fachen molaren Uberschuss an
tRNA aufgehoben ist (Abb. 4.6A, Spur 10 im Vergleich zu Spur 11). Die exakte
molare Menge an tRNA zur Aufhebung des EBNA1-*’P-EBER1 Komplex wurde
jedoch nicht bestimmt. Das Ergebnis bestatigt die Spezifitat der Interaktion, zwischen
EBERL1 (b 1-167) und EBNAL.

Um die Bedeutung der RGG-Motive fur die EBER1 Interaktion zu untersuchen,
wurde **P-EBERL1 (b 1-167) zusammen mit der EBNA1-RGG-Mutante inkubiert und
im EMSA analysiert (Abb. 4.6A, Spuren 12 und 13). Die Interaktion von EBER1 und
EBNA1 wird durch die Mutation in den RGG-Motiven von EBNA1 aufgehoben. Somit
wird gezeigt, dass die Interaktion von EBER1 (b 1-167) zu EBNA1 uber die RGG-

Regionen verlauft.
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Abb. 4.6: EBNAl bindet spezifisch an EBER1. (A) Gereinigtes EBNA1 Protein wurde auf die
Bindung zu *’p_EBER1 (b 1-167) im EMSA Uberprift. Die frele RNA wird durch einen Pfeil
gekennzeichnet. 1, 2 und 3 kennzelchnen die Hohe von EBNA1-*P-EBER1 Komplexe. Die Spezifitat
der Interaktion zwischen EBNA1 und **P-EBER1 wurde anhand von Kompetitionsstudien untersucht.
Nicht-markierte EBER1 und tRNA wurden im x-fachen molaren Uberschuss zur EBER1 untersucht
(EBER1: 0,5 x, 1 x, 2 X, 4 x (grun); tRNA: 1 x, 4 X, 14 x, 70 x (violett)). Die Abh&ngigkeit vom RGG-
Motiv von EBNAL fiur die Interaktion wurde durch die Verwendung EBNA1-RGG- Mutante (EBNA1 R-
>A) bestatigt. * kennzeichnet die Hohe von verschiedenen Sekundarstrukturen von **P-EBER1 im
PAGE. 30, 60: Zugabe von 30 bzw. 60 nM EBNA1 zur Reaktion. (B) Identifizierung von EBNAL im
EMSA iiber Supershift. Gereinigtes EBNA1 Protein wurde mit **P-EBER1 (b 1-167) inkubiert und zu
dieser Reaktion wurden entweder anti-EBNAL 1H4, 1H4 + tRNA im 10-fachen molaren Uberschuss zu
¥p_EBER1 (b 1-167) und anti- Orc3 Antikdrper (3A4) als Isotyp-Kontrolle hinzugegeben und im EMSA
hinsichtlich eines Supershifts untersucht. Die freie RNA ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. 1, 2 und
3 kennzeichnen die H6he von EBNA1- EBER1 (b 1-167) Komplexe im PAGE. 60: Zugabe von 60 nM
EBNAL zur Reaktion. * kennzeichnet die Hohe von verschiedenen Sekundarstrukturen von *p-
EBER1 (b 1-167). #1 wund #2 kennzeichnen die Hohe von Supershift-Banden des
EBNA1:EBER1:Antikérper Komplexes. (C) Gereinigtes EBNAL Protein wurde auf die Bindung zu *

unstrukturierter RNA im EMSA Uberprift. 30, 60: Zugabe von 30 bzw. 60 nM EBNA1 zur Reaktion.
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Um auszuschlieBen, dass Kontamination in der EBNA1-Reinigung fur den Shift im
EMSA verantwortlich ist, wurde EBNA1 anhand eines spezifischen Antikdrpers im
RNA-Protein-Komplex identifiziert. Der EBNA1-spezifische monoklonale Antikorper
1H4 (Ratte 1gG2a) wurde nach der Bildung des EBNA1-**P-EBER1-Komplexes zur
Reaktion hinzugegeben. Anti-Orc3 3A4 Antikorper diente als Isotyp-Kontrolle. Bei
Zugabe von Anti-EBNA1 1H4 bilden sich zwei zusatzliche Komplexe mit geringerer
Mobilitdt (Abb. 4.6B, Spur 3, gekennzeichnet mit #1 und #2). Die Intensitat der drei
verschiedenen EBNA1-*°P-EBER1-Komplexe 1-3 nimmt ab. Die Zugabe von tRNA
im 10-fachen Uberschuss zu *’P-EBER1 hat keinen Einfluss auf die trimaren
Komplexe (Abb. 4.6B, Spur 4). Mit der Zugabe der Isotyp-Kontrolle werden keine
zusatzlichen Komplexe von geringerer Mobilitat erhalten (Abb. 4.6B, Spur 5). Dies
zeigt, dass Anti-EBNA1 1H4 spezifisch EBNA1l im EBNAL-*P-EBER1-Komplex
erkennt und dass EBNAL fir die Mobilitatsanderung der markierten EBER1 RNA im
EMSA verantwortlich ist.

Inwieweit die Struktur ausschlaggebend fiir die EBNA1-EBERL1 Interaktion ist, wurde
unter Verwendung einer unstrukturierten RNA untersucht. Fur diese RNA ist die
Wahrscheinlichkeit einer thermodynamisch stabilen Sekundarstruktur sehr gering
(Abb. 4.5B f). Ein 4- bis 8-facher Uberschuss an EBNAL zu unstrukturierter RNA
zeigt keine diskreten Banden wie bei der EBER1-EBNAL Interaktion, sondern diffuse
Signale, die mit einer ionischen Wechselwirkung des, an basischen Aminosauren
reichen, EBNAL Proteins und/oder einer unspezifischen Interaktion der C-terminalen
Domane von EBNA1 mit EBER1 erklart werden kdonnten (Abb. 4.6C, Spuren 2 und 3).
Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass EBNAL spezifisch an EBER1 bindet und bestatigt
weiter die Hypothese, dass EBNAL1 eine Préaferenz fur Sekundarstruktur-Elemente
besitzt. Zusammenfassend kann eine spezifische RGG-abhéngige Interaktion von
EBNAL zu EBER1 in den EMSA-Experimenten beobachtet werden.
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4.1.2.3. EBNA1 bindet Struktur-abhangig an EBER1

Nach RNAse T1 Verdau des EBNA1l-EBER1 Komplex wurden die Fragmente
EBER1 (b 35-135) und EBER1 (b 84-125) als potentielle Interaktionsdomé&nen
identifiziert. Die verkurzten Varianten von EBER1 wurden nun hinsichtlich ihrer
Bindungsfahigkeit an EBNA1 im EMSA analysiert. Dabei bilden sich mit der EBER1
(b 35-135), die drei ,Stem-Loop“ Strukturen besitzt, vier distinkte EBNA1-**P-EBER1
(b 35-135) Komplexe (Abb. 4.7A, Spur 2, gekennzeichnet mit 1-4).

A B
EBER1 (b 84-125)
nM EBNA1 - 60 nM EBNA1 - 60
alil
1 ! i
*
:
3
i 5
. ‘ Freie 32P-RNA _.’“i‘
+ g
Freie 32P-RNA s “ ¢
Spur 1 2 Spur 1 2

Abb. 4.7: EBNAL bindet in Abhéangigkeit von der Lange an EBER1. Gereinigtes EBNAL Protein
wurde auf die Bindung zu (A) **P-EBER1 (b 35-135) und (B) **P-EBER1 (b 84-125) im EMSA
Uberprift. Die freie RNA wird durch einen Pfeil gekennzeichnet. 1, 2, 3 und 4 kennzeichnen die Hohe
von EBNA1-*P-EBER1 Komplexe im PAGE. * kennzeichnet die Héhe von verschiedenen
Sekundarstrukturen von *P-EBER1 im PAGE. 30, 60: Zugabe von 30 bzw. 60 nM EBNA1 zur
Reaktion.

Die Variante EBER1 (b 84-125), die nur eine ,Hairpin“ Struktur von EBER1 darstellt,
wird nicht mehr von EBNA1 gebunden (Abb. 4.7B, Spur 2). Das Ergebnis zeigt, dass
fur eine stabile Interaktion zwischen EBNA1 und EBER1 eine bestimmte Lange oder
Struktur von EBER1 notwendig ist. Eine weitere Eingrenzung der L&nge von EBER1
wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter durchgefihrt. Im Folgenden
wurde die Abhéngigkeit von strukturellen Elementen in der EBERL flr die Interaktion

untersucht.

80



Ergebnisse

4.1.2.4. Die EBNA1-EBERL1 Interaktion ist G4-unabhéngig

EBNAL zeigt in vitro eine starke Praferenz fir RNAs, die einen hohen Guanin (G)-,
Uracil (U)- und Guanin+Uracil Nukleotidanteil enthalten [130,166]. Um zu
untersuchen, ob EBNAL1 eine Praferenz fur die G4-Motive von EBER1 hat, wurden
die G4-Mutanten von EBER1 (b 1-167) und EBER1 (b 35-135) im EMSA auf Bindung
zu EBNA1 getestet. Dabei sieht man, dass EBNA1 sowohl an die Doppelmutante
von EBER1 (b 1-167, G4#1 und G4#2 mut) (Abb.4.8A, Spur 4) als auch an die
verklrzte Variante EBER1 (b 35-135, G4#2 mut) bindet (Abb. 4.8B, Spur 4). Dies
zeigt, dass die Interaktion von EBNA1 zu EBERL1 nicht Uber die G4-Motive vermittelt

wird.
A EBER1 (b 1-167, B EBER1 (b 35-135,
EBER1 (b 1-167) Mut G4#1und G4#2) mut G4#1)
nM EBNA1 - 60 ) = 60 -~ 60

*

4
Freie 32P-RNA s & “

Spur 1 2 3 4 Spur 1 2 3 4

Freie 32P-RNA s

Abb. 4.8: EBNAL bindet G4-unabh&ngig an EBER1. Gereinigtes EBNAL1 Protein wurde auf die
Bindung zu den EBER1-G4-Mutanten **P-EBER1 (b 1-167, mut G4#1 und G4#2) und **P-EBER1 (b
35-135, mut G4#1) im EMSA udberprift. Die freie ¥P_RNA wird jeweils durch einen Pfeil
gekennzeichnet. 1, 2, 3 und 4 kennzeichnen EBNA1-RNA Komplexe. * kennzeichnet die H6he von
verschiedenen Sekundarstrukturen von **P-EBER1 (b 35-135, mut G4#1) im PAGE. 60: Zugabe von
60 nM EBNAL zur Reaktion.

Wahrend mit der EBER1 (b 1-167) in diesem Fall vier Komplexe mit EBNAL gebildet

werden, sind es mit der EBER1-Doppelmutante drei Komplexe, wie sie in den
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vorangegangenen EMSAs mit EBER1 erhalten wurden. Die Anzahl an gebildeten
Komplexen bleibt fur die verkirzte EBER1 und deren G4-Mutante gleich. Aufgrund
von Spannungsschwankungen bei der Elektrophorese ist es denkbar, dass in diesem
Fall vier anstatt drei EBNA1-EBER1 Komplexe auftreten.

Ein Vergleich der Sekundarstrukturen von EBER1 (1-167) mit EBER1 (b 1-167, G4#1
und G4#2 mut) zeigt, dass die Anzahl an potentiellen ,Stem-Loop®“-Strukturen von 5
auf 7 gestiegen ist (vergleiche a und d in Abb. 4.5B). Fur die verkirzte EBER1-
Variante zeigt die Sekundarstrukturvorhersage ebenfalls eine Erhéhung um einen
~otem-Loop®“. Dies kénnte eine Erklarung fur die verstarkte Assoziation von EBNAL
zu EBER1 (b 1-167, G4#1 und G4#2 mut) und EBER1 (b 35-135, G4#2 mut) sein
und ware eine Bestatigung fur die Affinitdt von EBNA1 zu hochstrukturierten
Bereichen von RNA. Obwohl G4-Strukturen ebenso hochstrukturierte Bereiche
darstellen, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass EBNAL eher eine Spezifitat flr

»Multistem-Loop“-Strukturen als zu G4-Strukturen hat.

4.1.2.5. Die EBNA1-ORC Interaktion wird in Anwesenheit von EBER1 in

vitro signifikant erhéht

Die EBNA1-EBERL1 Interaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit im vorangegangenen
Kapitel als spezifische Interaktion bestatigt. Es ist aber unklar, ob EBER1 eine Rolle
bei der Bildung des pre-RC im Kontext von EBV spielt. Im folgenden Versuch wurde
untersucht, ob EBERL1 die Interaktion zwischen EBNA1 und ORC vermittelt.

Dies wurde nicht anhand von EMSA-Experimenten untersucht, da keine gereinigten
Proteinkomponenten von ORC zur Verfiigung standen. Anstelle dessen wurde ein in
vitro ORC ,pull-down® Versuch etabliert, der Kernextrakte, gereinigtes EBNA1 und
EBER1 verwendet (Abb. 4.9). Dabei wurde Orc3 stellvertretend fiir den hexameren
Komplex immunprézipitiert. Um das im Kernextrakt enthaltene ORC an Sepharose A
Klugelchen (Beads) zu binden, wurden zunachst anti-Orc3 Antikérper kovalent
gekoppelt. Die Antikoérper-assoziierten Beads wurden einer Immunprazipitation mit
HelLa-Kernextrakt unterzogen, der vor der Immunprazipitation mit rekombinantem
EBNA1-Protein und mit oder ohne in vitro transkribierter EBER1 angereichert wurde.

Nach Waschen der Beads wurde der prazipitierte Komplex mit Lammli-Puffer eluiert.
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Uber SDS-PAGE mit anschlieRendem Immunblot wurde der Komplex auf die

EBNA1-Co-Immunprazipitation analysiert.
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Abb. 4.9: Schema des in vitro ORC ,pull-down®“ Versuchs. An Protein A Sepharose Beads
immobilisierter Orc3 Antikorper (AK) wird mit HeLa Kernextrakt angereichert mit (a) rekombinantem
EBNAL Protein oder (b) rekombinantem EBNA1 Protein zusammen mit in vitro transkribierter RNA
inkubiert. Nach zwei Waschschritten erfolgt die Elution des immunprazipitierten Proteinkomplex und
die Analyse Uber Immunblot gegen Orc3 und EBNAL. Bei der Annahme einer verstarkten Assoziation
von EBNAL zu Orc3 in Anwesenheit von RNA (Spur 2) wird im Immunblot ein starkeres Signal fur
EBNAL im Vergleich zur Kontrolle erwartet (Spur 1).

Aus Abb. 4.10A geht hervor, dass Orc3 mit dem spezifischen Antikdrper erfolgreich
immunprazipitiert wurde (Spuren 5 und 7). Die Negativ-Kontrolle mit Praimmunserum
zeigt keine Anreicherung von Orc3 (Spur 3). Der EBNA1 Immunblot dokumentiert
dann die Effizienz mit der das virale Protein mit ORC interagiert. EBNAL zeigt eine
unspezifische Wechselwirkung mit den Praimmunserum Antikérper bzw. mit den
Sepharose A Beads (Spur 3). Um den Hintergrund zu subtrahieren wurden die
EBNA1-Signale im Immunblot mit der Bildbearbeitungssoftware Fiji quantifiziert und
in das Verhaltnis zu dem EBNAL1-Signal ohne EBER1 gesetzt. In Anwesenheit von

EBER1 wird im Durchschnitt von 5 Experimenten eine spezifische Erhéhung der
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EBNA1 Assoziation zu Orc3 um das ca. 3-fache gegenuber der Co-
Immunprazipitation ohne EBER1 beobachtet (Abb. 4.10B)
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Abb. 4.10: EBERL1 verstarkt die Bindung zwischen EBNAL1 und ORC im in vitro ORC pull-down
Versuch. (A) Immunblots gegen Orc3 und EBNAL fiir die 1IgG Kontroll- Immunprazipitation und fur die
EBNA1l Immunpréazipitation mit und ohne EBER1. (B) Relative Anreicherung von rekombinantem
EBNA1 an Orc3 in Anwesenheit von EBER1 im Vergleich zur Co-Immunprazipitation ohne EBER1.
Signale von EBNAL im Immunblot wurden mit Image J quantifiziert und die relative Anreicherung bzgl.
der Signale fur EBNA1 in der IP ohne EBER1 ermittelt (n=5). Die statistische Analyse unter
Verwendung des doppelten unabhangigen t-Tests ergab einen p-Wert von 0,0075 und ist mit **
gekennzeichnet.

Zusammenfassend wird im Rahmen dieser Doktorarbeit die spezifische EBNA1-
EBERL1 Interaktion tuber EMSA-Experimente bestétigt. Die Interaktion ist abhangig
von dem RGG-Motiv in EBNA1l und verlauft vermutlich abhangig von
Sekundarstrukturen und G4-unabhangig. EBERL1 stellt eine spezifische RNA dar, die

die Interaktion zwischen EBNA1 und ORC um das ca. 3-fache in vitro verstarkt.

4.1.3. Die Rolle der EBER-RNASs in der EBV-Replikation in vivo

Sehr wenig ist Uber die molekularen Mechanismen von EBER1&2 und deren
Funktion in infizierten Zellen bekannt. In Kapitel 4.1.1 wurde EBER1 als spezifische
RNA fur die EBNA1-ORC Interaktion in vitro bestatigt. In diesem Kapitel wird
untersucht, welche Rolle die EBER-RNAs in vivo in der EBV-Replikation spielen und,
ob sie die Interaktion an DS zwischen EBNA1 und ORC vermitteln. Fur die Analyse

wurden zwei verschiedene lymphoblastoide Zelllinien (LCL) verwendet, die sich
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genetisch durch die Deletion der Gene fur EBER1&2 unterscheiden. LCL-Zelllinien
entstehen durch in vitro Transformation primarer B Zellen mit EBV. Im Labor lassen
sich LCLs , durch Infektion mit wildtyp und mutanten Labor-Viren herstellen die durch
EBV-Bacmid Technologie generiert wurden. Das wildtyp EBV Bacmid 2089 enthalt
das EBV-Genom sowie ein Selektionsmarker (Hygromyzin) und Reportergen (GFP).
LCL generiert durch Infektion mit 2089 EBV wurde mit einer EBER**-LCL verglichen.
Die EBER*®-LCL wurde durch Infektion mit einem Labor-Virus etabliert, der mit
einem EBV-Bacmid, in dem die Sequenzen von EBER1 und EBER2 durch das beta-
Galaktosidase Gen ersetzt sind, generiert wurde (Simon Jochum, AG Zeidler,
Helmholtz Zentrum Muinchen, Abteilung fur Genvektoren, unveroffentlichte Daten).
Zunachst wurde die EBER**-LCL hinsichtlich Zellwachstum, Zellzyklus und EBV-
Kopienzahl charakterisiert. Danach erfolgte die Analyse der Assoziation von ORC
und der Bildung des pre-RC durch Rekrutierung von MCM2-7 an DS anhand von
ChIP-Analysen.

Zellwachstum

Zuerst wurde der Einfluss von den EBER-RNAs auf das Zellwachstum untersucht.
Die EBER*-LCL wurde an Tag 0 auf 2 x 10° Zellen/ml gesetzt. Die Zelldichte der
EBER**-LCL wurde hingegen auf 4 x 10° Zellen/ml eingestellt, da eine Zelldichte
von 2 x 10° Zellen/ml zu einem Wachstumsstopp fiihrte (personliche Beobachtung).
Nach drei Tagen wurden die Zellen gezahlt und erneut auf die Anfangs-Zelldichte
eingestellt. Die Zellzahlen der EBER*-LCL und EBER**-LCL wurden wieder nach
sechs Tagen ermittelt. Die Wachstumskurven beider Zelllinien sind in Abb. 4.11
dargestellt. Fur die EBER*-LCL steigt die Zellzahl nach drei Tagen um das 6-fache.
Fur die EBER**-LCL steigt sie hingegen um das ca. 2-fache (Abb. 4.11). Zwischen
Tag 3 und Tag 6 wird fur beide Zelllinien eine 1,5-fache Steigerung der Zellzahl
beobachtet. Die EBER**-LCL zeigt somit ein langsameres Wachstums im Vergleich
mit der Referenz-Zelllinie EBER™-LCL. Mdglicherweise haben die EBER1&2 einen

Effekt auf die Expression von wachstumsférdernden Faktoren.
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Abb. 4.11 : Einfluss von den EBER-RNAs auf das Wachstum von EBER'-LCL und EBER**-LCL.
Gezeigt sind Mittelwerte (n=4) mit Standardabweichung. Die Zellzahl wurde nach drei bzw. sechs
Tagen bestimmt. Wachstumskurven firr die EBER*-LCL (blau) und EBER"*-LCL (orange).

Zellzyklus-Analyse

In diesem Abschnitt wird darauf eingegangen, ob eine Deletion der EBER-RNAs
einen Einfluss auf den Zellzyklus der Zellen hat.

Dafiir wurden EBER*-LCL und EBER**-LCL sechs Tage wie zuvor beschrieben in
Kultur gehalten. An Tag 6 wurden ca. 1 x 10° Zellen fiir die FACS-Analyse geerntet
und vorbereitet. Die FACS-Analyse erfolgte wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben wurde.
Fur das Zellzyklusprofil wurde die Anzahl der Zellen im Gate gegen die Intensitat der
Pl-Emission aufgetragen. Die EBER*-LCL zeigt eine normale Verteilung von G1- und
G2-Phase Zellen (Abb.4.12A ). Der DNA-Gehalt steigt aufgrund der Proliferation in
S-Phase und ist in G2 doppelt so grol3 wie in G1. Eine Deletion der EBER-RNAs hat
somit keinen Einfluss auf den Zellzyklus der EBER**-LCL (Abb.4.12B (2)).
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Abb. 4.12: Einfluss von EBER1 auf das Zellzyklusprofil von EBER*-LCL und EBER*“-LCL.
FACS Analyse nach 6 Tagen. Die Zellen wurden geerntet, fixiert und die DNA mit Propidium-lodid
gefarbt, um die einzelnen Zellzyklusphasen mittels FACS Analyse zu visualisieren (2). Exemplarisch
ist ein Experiment gezeigt. 1: Darstellung nach GroRe der Zellen, 2: PIl: Propidiumiodid,
Zellzyklusphasen G1: G1-Phase, S: S-Phase, G2: G2-Phase. (A) FACS Analyse der EBER'-LCL. (B)
FACS Analyse der EBER"*-LCL.
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Bestimmung der relativen EBV-Kopienzahl

In diesem Abschnitt soll analysiert werden, welche Bedeutung die EBER1&2 RNAs
auf die Replikation des EBV-Genoms haben. Hierfir wurden die relativen EBV-
Kopien der EBER*-LCL und EBER*®-LCL bestimmt und miteinander verglichen. Die
Raji-Zelllinie diente als Referenz. Raji-Zellen wurden wie die EBER*-LCL auf 2 x 10°
Zellen/ml und die EBER**-LCL auf 4 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellen wurden
wie im Kapitel ,Zellwachstum® beschrieben in Kultur gehalten. An Tag 6 wurde die
Gesamt-DNA aus 1 x 10° Zellen iiber Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert. Die
relative Quantifizierung des EBV-Genoms erfolgte tGber qPCR. Es wurde weiter wie
in Kapitel 4.1.1 beschrieben vorgegangen.

Fur den Calibrator wurden 10 ng Gesamt-DNA aus Raji-Zellen als Replikat
eingesetzt. Das Konzentrationsverhéltnis des Calibrators wurde von der Sofware auf
1 gesetzt und die Verhaltniswerte von Ziel- zu Referenz der Proben des Calibrator-
Wertes normalisiert. D.h. die Ergebnisse der relativen EBV-Kopien in EBER"-LCL
und EBER*-LCL werden im Folgenden als Anderung des Verhaltnisses zum Raji-
Calibrator ausgedrickt. Somit kann die Aussage getroffen werden inwiefern sich die

EBV-Kopienzahl in den beiden Zelllinien unterscheidet.
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Abb. 4.13 : Die relative EBV-Kopienzahl in Raji-Zellen, EBER-LCL und EBER*®-LCL. Gesamt
DNA wurde aus den Zellen isoliert und das relative Verhaltnis von EBV zur genomischen DNA mittels
guantitativer PCR mit Primern fir DS und Cytochrom C bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte (n=4) mit
Standardabweichung.
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In Abb. 4.13 sind die relativen EBV-Genom-Verhaltnisse (DS/Cytochrom C) in Bezug
zum Raji-Calibrator dargestellt. Fur Raji-Zellen ist der Wert des Verhaltnisses von
Probe zur Calibrator-Probe theoretisch 1. Fur Rajis wird bedingt durch experimentelle
Schwankungen ein Wert von 0,95 erhalten, fir EBER*-LCL und EBER**-LCL Werte
von 0,78 bzw. 0,82. Dies zeigt, dass die LCLs im Vergleich zu Raji-Zellen weniger
EBV-Kopien enthalten. Beide LCLs unterscheiden sich nicht signifikant in der Anzahl
der EBV-Kopien. Eine Deletion von EBER1&2 hat demnach keinen Einfluss auf die
Kopienzahl von EBV.

Die EBNA1-ORC Interaktion an DS
Eine Deletion von EBER1&2 in EBER"°-LCL hat keinen Einfluss auf die EBV-

Kopienzahl, wie im vorangegangen Kapitel gezeigt wurde. Dies deutet darauf hin,

dass die Replikation des EBV-Genoms nicht beeintrachtigt wird. DS ist eine sehr
effiziente Assemblierungsstelle fir den pre-RC [89-91,185]. Die Studie von Ott et al.,
(2011) zeigte aulRerdem, dass er der aktivste Origin in mit mini-EBV infizierten LCLs
ist. Das mini-EBV enthalt alle viralen Sequenzen, aufl3er denjenigen die fur den
lytischen Zyklus des Virus benétigt werden [186]. Dennoch fihrt eine Entfernung des
DS-Motivs sowohl vom EBV-Genom als auch von der mini-EBV-Sequenz zu keiner
Veranderung der Replikationsaktivitat in transformierten B-Zellen, da andere
Replikationsstartstellen von ,ruhenden® Origins, induziert werden [97,187]. Im
Kontext der EBER-RNAs konnte das bedeuten, dass zwar die EBER-RNAs die
Interaktion von EBNA1 und ORC an DS vermitteln und dies zur Bildung des pre-RC
fuhrt, jedoch im EBER-defizienten Zellen die Interaktion inhibiert und die Replikation
an anderen Stellen induziert wird. Wenn diese Hypothese zutrifft, waren ORC und
MCM2-7 Proteine in der EBER®-LCL nicht mehr an DS assoziiert. Um diese
Annahme zu uUberprufen, wurde die Assoziation von Orc2 und Mcm3 an DS in
EBER*- und EBER**-LCL anhand von ChIP untersucht. Raji-Zellen dienten als
Positiv-Zelllinie fur die Assoziation von Orc2 und Mcm3 an DS. Die ChIP wurde wie
im Kapitel 4.1.1 durchgefihrt. Spezifische Primer-Paare (Tab 2.9) wurden in der
guantitativen PCR verwendet, um die Anreicherung von Orc2 und Mcm3 an DS zu
detektieren. Als Negativ-Lokus fir Orc2 und Mcm3 dienten FR als virales Element

und der lytische Replikationsursprung von EBV OriLyt. Die Anreicherung der
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einzelnen Proteine wurde in Bezug auf die IgG-Kontrolle berechnet und auf die

Anreicherung am Negativ-Lokus OriLyt normalisiert (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: ChIP-Analysen von Orc2 und Mcm3 Proteinen an DS in Abhangigkeit von den
EBER1&2. Die Zelllinien Raji, EBER'-LCL und EBER**-LCL wurden fixiert und der ChIP-Analyse
unterzogen. Raji-Zellen dienen als Referenz. Das ,dyad symmetry* Element (DS) dient als Positiv-
Referenzlokus fir die Assoziation von Orc2 und Mcm3. Gezeigt sind die Ergebnisse nach der
Immunprazipitation mit Antikérpern gegen Orc2 (blau), Mcm3 (griin) und EBNAL (rot) sowie mit einer
IgG Kontrolle. Der lytische Replikationsursprung von EBV OriLyt und ,family of repeats® Element (FR)
stellen die Negativ-Kontrollregionen dar. Die prazipitierte DNA wurde in der quantitativen PCR (gPCR)
analysiert und die Anreicherung der spezifisch prazipitierten DNA relativ zu der aus der IgG Kontrolle
dargestellt und auf die Anreicherung an OriLyt normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n=3).

Fir Mcm3 und Orc2 beobachtet man eine ca. 4- bzw. 6-fache Anreicherung an DS in
Raji Zellen. Der Negativ-Lokus FR zeigt hingegen keine signifikante Anreicherung.
Die Anreicherung dieser Proteine ist in EBER"- und EBER**-LCL mit 2- bis 3-facher
Anreicherung niedriger als in Raji-Zellen, dennoch hoher als am FR-Referenzlokus.
Fiur beide LCL-Zelllinien ist die Anreicherung auf dem gleichen Niveau. Somit ist in
der EBER-defizienten LCL die ORC und MCM2-7 Assoziation nicht beeintrachtigt.
Das Ergebnis gibt demnach keinen Hinweis darauf, dass die ORC-Rekrutierung und
die Bildung des pre-RC an DS ohne die EBER-RNAs beeintrachtigt ist.

Zusammengefasst zeigen die Experimente mit der EBER-defizienten LCL zwar
tendenziell ein langsameres Zellwachstum verglichen mit der EBER'-LCL, aber
keinen Unterschied im Zellzyklusprofil und in der relativen EBV-Kopienzahl.
AulRerdem spielen die EBER-RNAs keine Rolle fir die Bildung des pre-RC an DS. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die EBER-RNAs keinen Einfluss auf die EBV-
Replikation haben.
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4.1.4. Identifizierung von spezifischen RNAs fir die EBNA1-
ORC Interaktion

Die G4-Abhéangigkeit der EBNA1-ORC Interaktion und eine Rolle der EBER RNAs fur
die Replikationsfunktion von EBV konnte mit den vorangegangenen Experimenten
nicht bestatigt werden. Trotzdem ist es maoglich, dass die Interaktion zwischen
EBNA1 und ORC in vivo Uber spezifische RNAs (nicht-G4-RNAs) vermittelt wird.
EBER1 und EBER2 sind hoch abundant vorkommende virale RNAs in EBV-
infizierten Zellen [119-121]. EBER1 wurde im Rahmen dieser Arbeit als ein
spezifischer Interaktionspartner von EBNA1 charakterisiert. Allerdings ist aus
zahlreichen in vivo Experimenten mit dem OriP/EBNA1-System bekannt, dass die
EBER RNAs weder fur die Biologie EBV-infizierter Zellen noch fir die Replikation
von EBV essentiell sind (Ergebnisse dieser Arbeit) [125-127]. Eine Erklarung ist,
dass fur die EBNAL1 ORC Interaktion an DS mdoglicherweise zellulare RNAs die
EBER-RNAs in der EBER*°-LCL ersetzen konnen.

Um nun weitere potentiell funktionelle RNAs zu identifizieren wurden RNA ,pull-
down“ Experimente in Raji-Zellen, EBER*- und EBER**-LCL durchgefihrt. In einer
EBNAL1-Immunprazipitation wurden RNAs angereichert, die spezifisch an EBNA1
binden. Nach Isolierung und Umschreiben der EBNAl-assoziierten RNAs in cDNA
wurden Proben zur Sequenzierung gegeben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Methode der Ribonukleoprotein-immunpréazipitation (RIP) anhand der EBNAL-
Immunpréazipitation etabliert. Die Zelllinie EBERY®-LCL wurde verwendet um
spezifische zellulare Kandidaten-RNAs leichter zu identifizieren, da in Raji-Zellen und
EBER'-LCL die EBER-Expression sehr hoch ist und in der nachfolgenden
Sequenzierung Signale von weniger abundanten, aber spezifischen RNAs
Uberdecken kann.

Das Protokoll wurde mit Zellen durchgefuhrt, in denen Protein-RNA Interaktionen
durch Formaldehyd-Behandlung fixiert wurden. Dies erlaubte nach der
Immunprézipitation eine stringentere Reinigung von spezifischen EBNAL1-RNA
Komplexen. Die Optimierung des Protokolls wurde anhand von Raji-Zellen
durchgefuhrt.

Die Zellen wurden lysiert und sonifiziert. Durch die Sonifizierung wurde das
Chromatin-gebundene EBNAL Protein in die l6sliche Phase tberfuhrt. Anschlie3end

erfolgte ein DNAse Verdau, um die RNA anzureichern. EBNA1-RNA-Komplexe
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wurden Uber Sepharose G Kugelchen (Beads) mit gebundenem spezifischen anti-
EBNA1 Antikdrper (1H4, Ratte) prazipitiert. Als Negativkontrolle dienten Beads mit
immobilisiertem Ratten-IgG. Die Beads wurden nach der Immunprazipitation mit
einem Hochsalz-Puffer gewaschen, um Hintergrundbinden von RNAs an die Beads
oder Antikorper zu reduzieren. Eine weitere Reduktion des Hintergrundes wurde mit
einem partiellen RNAse T1 Verdau der immunprazipitierten Komplexe fir 5 min
angestrebt. Um die Verdaueffizienz zu bestimmen, wurden 5 ng einer in vitro
transkribierten unstrukturierten RNA (siehe Abb. 4.5A f) zu den Reaktionen gegeben.
Nach dem Verdau mit RNAse T1 wurden die Uberstande von unbehandelter und
behandelter Reaktion gesammelt und die RNA wie die immunprazipitierte RNA durch
das Revertieren der Formaldehyd-Fixierung und Phenol-Chloroform-Extraktion
isoliert und die so gewonnene RNA mit Ethanol geféllt. Im Anschluss wurden die
RNA-Proben in cDNA umgeschrieben. Eine quantiative Auswertung lUber gPCR
diente als eine Qualitatstberprifung des RIP-Protokolls. In der gPCR wurde auf eine
Anreicherung folgender RNAs untersucht. Wie im Ergebnisteil 4.1.2 gezeigt bindet
EBER1 an EBNA1 und diente entsprechend als Hinweis auf die Integritat der RNA-
Praparation. Actin-RNA diente als Negativkontrolle als eine RNA die nicht an EBNAL
bindet. RNU1 wurde in Vorgangerversuchen als eine potentielle zellulare RNA fir die
EBNA1-RNA Interaktion identifiziert und wurde deshalb zur Bestatigung der
Interaktion untersucht. Fir EBER1 und RNU1 wurden jeweils zwei Primerpaare
verwendet, die zum einen die Gesamtlange der RNAs (vor Verdau, Primer ,extern®),
und zum anderen ca. 100 b innerhalb der RNA (nach Verdau, Primer ,intern®)
detektierten (Tab. 2.9).

Die EBNAl-Immunprézipitation aus den verschiedenen Zelllinien wurde anhand
eines Immunblots Uberprift. Abb.4.15A zeigt, dass EBNA1l aus allen Zelllinien
erfolgreich préazipitiert wurde. Die Verdaueffizienz des RNAse T1-Verdaus wurde
anhand der unstrukturierten RNA ermittelt. Hierfir wurde nach der qPCR aus den
Cp-Werten aus behandeltem und unbehandeltem Uberstand die Effizienz in Prozent
verdaute RNA ausgedriickt (Abb. 4.15B). Ca. 90-99% der in vitro transkribierten
unstrukturierten RNA wurden in 5 min bei RT in Uberstanden verdaut. Dieser Wert
steht reprasentativ fur die Gesamt-RNA in der Probe. Somit kann angenommen
werden, dass samtliche EBNA1-ungebundene RNAs und IgG-gebundene RNAs
erfolgreich eliminiert wurden. Die Anreicherung der RNA wurde mit der Light-Cycler-

Software (Roche) Uber das delta-Cp-Verfahren in Bezug auf die der IgG-Kontrolle
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berechnet. Die Behandlung mit RNAse bewirkt ein verbessertes Verhdltnis von
Signal zu Hintergrund von spezifischer EBNAL1-IP zur IgG-Kontrolle. Bei
unbehandelter Immunprazipitation ist fir keine der untersuchten RNAs eine
Anreicherung bzgl. der IgG-Kontrolle zu beobachten (Abb. 4.15C). Nach Behandlung
mit RNAse T1 hingegen, ergibt sich fir EBER1 eine ca. 2,5-fache Anreicherung in
Bezug auf die IgG-Kontrolle. Die Actin-RNA wurde im Vergleich zu EBER1 wie
erwartet nicht spezifisch angereichert. Fir die RNU1 wird ebenfalls eine 1,7-fache
Anreicherung bei Behandlung mit RNAse T1 beobachtet. Diese RNA konnte
demnach eine potentielle RNA darstellen, welche spezifisch die Interaktion von
EBNA1 und ORC vermittelt. Dies wurde allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht
mehr verifiziert. Da die Experimente unter den durchgefuhrten Bedingungen die
Qualitatsanforderungen erfillten, wurden weitere zwei RIP-Experimente wiederholt
und die isolierten Proben zur Sequenzierung gegeben. Hieraus sollen weitere
Erkenntnisse gewonnen werden, welche zellularen RNAs mit EBNA1 interagieren
konnen. Studien postulieren, dass EBNAL1 bevorzugt RNAs mit hohem Anteil an
Sekundarstrukturen bindet [130,131]. Interaktionsstudien zwischen EBNA1l und
EBER1 in dieser Arbeit weisen ebenfalls darauf hin, dass die ,Stem-Loop* Strukturen
in EBER1 fur die Bindung zu EBNA1l entscheidend sind (siehe Kapitel 4.1.2).
Deshalb kann fur das Ergebnis der Sequenzierung erwartet werden, dass mehrere
potentielle RNAs identifiziert werden. In diesem Fall lasst sich mdglicherweise eine
Gruppe von RNAs mit spezifischen strukturellen Elementen identifizieren, die fur die
EBNA1-ORC Interaktion eine Rolle spielen.

92



Ergebnisse

A B

120
- g 100

Raji EBER*-LCL EBER*°-LCL £
Moo

Q N N o
My x, N Ny sl I

Ry \s & & Ny Ny &
o & Ko & SRR R

=]

- — X =

o ' - L IB: EBNA1 g

EBNAL IP lgG IP

S EBER1 extern

Anreicherung der RNA relativ

w

> 25 1 W EBER1 intern
=

= RMNU1 ext

g 2 X T T extern
= “RMU1 intern
o 15 T

o Actin intern

5 1 —=L i

~

. N BN =
Ohne RNAse T1 5 min RNAse T1

Abb. 4.15. Qualitatskontrolle fur das Protokoll der RNA-Immunpréazipitation (RIP). (A)
Zellextrakte von Raji-Zellen, EBER"- und EBER"®- LCL wurden mit anti-EBNA1 Antikdrper behandelt.
Die EBNA1-Immunprazipitation wurde mittels Immunblot (IB) analysiert. Gezeigt sind 1% Input und
1% Probe vom Uberstand sowie 5 % der EBNA1-Immunprazipitation. U bezeichnet den Uberstand
nach der Immunprazipitation. (B) Verdaueffizienz in % ermittelt anhand der Menge an in vitro
trankribierter unstrukturierter RNA vor und nach Behandlung des Uberstands mit RNAse T1. (C)
Prazipitierte RNA aus EBNA1- sowie IgG-Immunprazipitation wurde isoliert aus Raji-Zellen, in cDNA
umgeschrieben und mit spezifischen Primern in quantitativer PCR nachgewiesen und die relative
Anreicherung der entsprechenden RNA gegeniber IgG dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standardabweichung (n=3).
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4.2. Die Rolle von G-Quadruplex Motiven auf die
Replikation von Replikationsurspringen im

Plasmid-System

In ,Short-Nascent-Strand” (SNS) Sequenzanalysen von aktiven Replikations-
urspringen wurde eine hohe Anzahl an neuen Origins in verschiedenen Zelllinien
identifiziert [11]. Interessanterweise sind viele dieser Origins mit G4-Motiven
assoziiert. Die Studie von Cayrou et al., (2012) zeigte, dass bis zu 70 % der
Replikationsursprunge (Origins) aus Maus und Drosophila mit G-Quadruplex (G4-)
Motiven korrelieren. Die Korrelationsstudien weisen auf eine Funktion der G4-Motive
auf die Replikation hin. Eine funktionelle Analyse der Replikationskompetenz in
Abhangigkeit von G4-Motiven wird an ausgewahlten Replikationsurspriingen im
Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefuhrt. Dabei wird untersucht, ob und wie G4-
Strukturen die Origin-Aktivitat und -Effizienz regulieren. Dies wurde in einer
Kollaboration mit dem Méchali-Labor an ausgewahlten Origins im OriP-Plasmid-
System untersucht. Fur die Untersuchung wurden neu identifizierte Sequenzen aus
dem Maus-Genom verwendet, die bei ektopischer Insertion ins HeLa-Genom in
~ohort-Nascent-Strand® Analysen Oirgin-Aktivitdt zeigen und mit G4-Motiven
korrelieren (personliche Mitteilung M. Méchali). Die Origins wurden mit Maus cc2 und
cc4 bezeichnet. Mit unserem Kooperationspartner einigten wir uns auf 2 kb bzw. 1,9
kb Lange fir cc2 wund cc4 Origins, die im OriP-Plasmid-System auf
Replikationskompetenz untersucht wurden (Abb. 4.16).

Zudem wurde jeweils eine Kernsequenz von 500 bp eingegrenzt, die ebenso G4-
Motive enthalt und Origin-Aktivitat im ektopischen Kontext zeigte und bei der die
Replikation durch das G4-bindende Molekil PhenDC3 inhibiert wird (personliche
Mitteilung M. Méchali) (Abb. 4.16). In dieser Arbeit wurde zum einen im OriP
Plasmid-System untersucht, inwiefern G4-Strukturen in cc2 und cc4 zur Origin-
Aktivitat beitragen. Zum anderen wurde die Hypothese Uberpruft, ob ORC direkt an
die G4-Motive bindet und Assemblierungsstelllen fir den pre-RC kennzeichnet.

Die zwei G4-Motive G4#1 und G4#2 des cc2 500 bp Fragments dienten als
anschauliches Beispiel, um die Rolle und Wirkungsweise der G4—Motive auf die
Replikationseffizienz des cc2 500 durch Mutationsstudien zu untersuchen. Das OriP-
Plasmid (p3230) wurde zusammen mit dem Plasmid, das den c- Myc-Origin (p5641)
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enthalt als Positiv-Referenzplasmid fir die Versuche herangezogen. Das 1,2 kb
Fragment ist im autonomen OriP-Plasmid-System und im ektopischen Kontext ein
effizienter Replikationsursprung [188-192]. Interessanterweise enthalt der c-Myc
Origin auch einige G4-Motive (Abb. 4.16).

Anhand von Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) wurde zudem die Interaktion von
den Proteinen der Replikationsmaschinerie mit den G4-Motiven untersucht.

In den nachsten Kapiteln wird der Plasmid-Wiedergewinnungsversuch als Methode
zur Bestimmung der Replikationseffizienz néher erklart. AufRerdem werden die
verschiedenen Mutanten des cc2 flr die Funktionsanalyse vorgestellt. Anschlieend
werden die Ergebnisse zu den Plasmid-Wiedergewinnungsexperimenten und zuletzt

diejenigen der ChlIP-Experimente dargestellt.

e

Sequenz mit G4

+|-H—H-|—|—H—I-H- Humane c-Myc Sequenz (1.2 kb)

Motiven
) o [IHINEE IR
OriP delta DS > = INLINIRE

Maus cc4 Sequenz (1.9 kb)

: I“ . H I: - H” I Maus cc2 Sequenz (2 kb)

0.5 kb

Abb. 4.16: Definierte Origins wurden im Plasmid- Wiedergewinnungsversuch analysiert. Die auf
Replikationseffizienz zu untersuchenden Plasmide enthalten jeweils das ,family of repeats Element
(FR) von dem latenten EBV-Replikationsursprung OriP, das zum Erhalt des Plasmids im Zellkern dient.
Das ,dyad symmetry“ Element (DS), welches das virale Replikationselement ist, wurde durch die zu
untersuchenden Origin-Sequenzen ersetzt (schwarzer Balken). G4 Motive in den einzelnen Origin-
Sequenzen sind in der schematischen Darstellung als rote Balken wiedergegeben (keine Mal3stab-
getreue Abbildung). 500 bp Fragmente von cc2 und cc4 Origin sind im schwarzen Rahmen gezeigt.

4.2.1. Der Plasmid-Wiedergewinnungsversuch

Fur die Untersuchung der Replikationseffizienz und Rekrutierung von Replikations-
proteinen an die G4-Motive wurde das OriP-basierte Plasmid-System verwendet.
OriP ist der latente Replikationsursprung des Epstein-Barr Virus, der aus haupt-
sachlich zwei Sequenz-Elementen besteht, an die das virale Protein EBV-Nuclear-
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Antigen 1 (EBNA1) bindet. Dazu gehdrt zum einen das ,famlily of repeats Element
(FR), das EBNAl-gebunden eine stabile Segregation der Plasmide wahrend der
Mitose sichert [100,106]. Zum anderen vermittelt das ,dyad-symmetry“ Element (DS)
zusammen mit EBNAL die Replikationskompetenz [92-94] (Abb. 1.2).

Die Fahigkeit der ausgewahlten Replikationsurspriinge im OriP-Plasmid-System
Replikation zu unterstitzen wurde mit dem Plasmid-Wiedergewinnungsversuch
untersucht (Abb. 4.17). Dazu wurden humane Nierenkarzinomzellen (HEK 293
Zellen), die EBNAL exprimieren (EBNA1*-HEK?293), mit den einzelnen Reporterplas-
miden transfiziert und ohne Selektionsdruck fur vier Tage inkubiert. Durch HIRT-
Extraktion wurde die niedrigmolekulare Plasmid-DNA uber eine Phenol-Chloroform-
Extraktion angereichert und nicht-replizierte und methylierte Plasmid-DNA durch
Dpnl-Verdau abgebaut. Elektrokompetente DH10B Bakterienzellen wurden mit Plas-
mid-DNA transformiert. Unter der Annahme, dass jede sich gebildete Bakterien-
kolonie aus nur einem replizierten Plasmid hervorgeht, wurde aus der Gesamtanzahl
der Kolonien die Replikationseffizienz ermittelt. Die Effizienz fur jedes Plasmid wurde

im Verhaltnis zum Negativ-Referenzplasmid (delta-DS bzw. 4 x TetO) dargestellt.

Anzahl:
| |
lE (

—> | > | >
—
Dpnl Verdau Transformation in

3 E.coli 1 Kolonie/

repliziertesPlasmid

4 Tage Inkubation

HEK 293: EBNA1

Abb. 4.17: Der Plasmid- Wiedergewinnungsversuch zur Bestimmung der Replikationseffizienz
von (OriP-basierten) Plasmiden in humanen Zellen. EBNA1'-HEK293 Zellen wurden jeweils mit
den zu untersuchenden Plasmiden transfiziert (schwarz). Die gesamt DNA wurde nach 4 Tagen post-
Transfektion geerntet und die replizierte Plasmid-DNA (orange) nach Dpnl Verdau isoliert. Nach
Elektroporation elektrokompetenter DH10B E.coli Zellen wurde die Kolonienzahl fir jedes Plasmid
ermittelt.
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4.2.2. Generierung von Mutanten des cc2 500 Origins zur
Untersuchung der Replikationseffizienz in Abhangigkeit

der Lange, Orientierung und G4-Motiven

Wir generierten verschiedene Mutanten der cc2 500 Sequenz, um zu untersuchen
inwiefern die Lange, die Orientierung der Sequenz im Plasmid und die G4-Motive
eine Rolle in der Replikationseffizienz von cc2 500 spielen.

Um Effekte der Orientierung zu testen wurden Plasmide generiert, die 500 bp
Fragmente von cc2 und cc4 Sequenzen in gerichteter und umgekehrter Orientierung
enthalten (nur fir cc2 500 in Abb. 4.18A dargestellt). Die 500 bp Sequenz des cc2
Origins hat nur zwei potenzielle G4-Motive. Hingegen hat die 500 bp Sequenz von
cc4 neun G4-Motive. Daher ist die Analyse auf die Funktionalitat und Wirkungsweise
der G4-Motive unter Verwendung des cc2 500 einfacher. Die G4-Motive G4#1 und
G4+#2 liegen 124 bp voneinander entfernt auf dem gleichen DNA-Strang.

Die Bedeutung dieser Motive fur die Replikationseffizienz des cc2 500 bp
Replikationsursprungs wurde anhand einzelner G4#1- und G4#2-Mutanten und einer
Kombination von Mutationen in beiden G4-Motiven naher untersucht. In Abbildung
4.18C sind die Sequenzen der generierten Mutanten von cc2 500 schematisch
dargestellt. Die Mutationen im ersten und zweiten G4-Motiv sind flr die einzelnen
Mutanten aufgefiihrt. Zudem wurde der G-score fir jedes G4-Motiv bioinformatisch
uber die ,QGRS Mapper‘ Software ermittelt [181]. Fur die Funktionsanalyse
generierten wir in Kooperation mit dem Méchali-Labor folgende Mutanten:

Um die Abhangigkeit vom ersten G4-Motiv zu untersuchen wurden zwei Konstrukte
hergestellt. Erstens eine Deletionsmutante cc2 500 delta G4#1, in der die Sequenz
des ersten G4-Motivs komplett fehlt (Abb. 4.18B). Zweitens eine Punktmutante cc2
500 G4#1 mut (1), in der das erste G4-Motiv durch 19 Nukleotidanderungen
aufgehoben ist, jedoch die Lange der Sequenz erhalten bleibt (Abb. 4.18C). Zudem
wurden Varianten von der cc2 500 Sequenz in gerichteter und umgekehrter
Orientierung generiert, die beide G4-Motive enthalten, jedoch in denen flankierende
Sequenzen um die G4-Motive entfernt wurden. Diese Varianten sind mit cc2 330
gerichtet bzw. umgekehrt beschrieben (Abb. 4.18D)

Um die Bedeutung des zweiten G4-Motivs fiur die Replikationsaktivitat von cc2 500
zu untersuchen wurde eine Punktmutante generiert, in der nur das zweite G4-Motiv

(G4#2) durch Austausch von zwei Nukleotiden aufgehoben ist (G-score 0). Die
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Replikationskompetenz in  Abhangigkeit beider G4-Motive wurde mit einer
Doppelmutante, in der beide G4-Motive punktmutiert sind (cc2 500 G4#1 (2), G4#2
mut) betrachtet. Die Doppelmutante enthalt eine andere Punktmutation fur das erste
G4-Motiv im Vergleich zu cc2 500 G4#1 (1) mut und die gleichen Basenpaarander-
ungen fur das zweite G4-Motiv wie in cc2 500 G4#2 mut. In cc2 500 G4#1 mut (1) ist
die Ausgangssequenz von G4#1 sehr stark verandert. Um mdoglichst nahe bei der
Ausgangssequenz zu bleiben, haben wir eine weitere Mutante von G4#1 in der
Doppelmutante generiert, in der 4 Basenanderungen das G4#1-Motiv fast vollstandig
aufheben (G4#1 mut (2)). Die Wahrscheinlichkeit eine G4-Struktur auszubilden ist in
dieser Mutante erheblich reduziert (G-score wird von 38 auf 12 reduziert). Fur die
Generierung von cc2 500 G4#2 mut und cc2 500 G4#1 (2), G4#2 mut wurden bei der
Firma Genescript Plasmide mit der mutierten Sequenz von cc2 500 bestellt. Uber
Ascl-Verdau wurde die Sequenz in das delta-DS Plasmid eingefugt.

Um zu untersuchen, ob das mehrfache Auftreten von G4-Motiven einen Einfluss auf
auf die Replikationseffizienz hat, wurden zusétzlich Dimere und Tetramere der cc2
500 und cc2 500 delta G4#1 Sequenz generiert (Abb. 4.18E). Die Sequenzen haben
Langen von ca. 1000 und 2000 bp. Fur Dimer und Tetramer des cc2 500 resultieren
4 (2 x 2) bzw. 8 (4 x 2) G4-Motive von G4#1 und G4#2 innerhalb der einzelnen
Sequenz. Fiur die des cc2 500 delta G4#1 resultieren 2 (2 x 1) bzw. 4 (4 x 1) G4-
Motive von G4#1.

A Konstruktname und Plasmidnr

230-257 380-407

1 500
1 500

360-387

1 480
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Cc
GGGGGATGGGGTTGGAATGGGGGCGGG TGGTTTCCCTGGATAGGAACAAAGTGGGGC cc2 500 gerichtet 38/16
p5650
G GCG GG GAG GCC (1) TGGTTTCCCTGGATAGGAACAAAGTGGGGC cc2 500 G4#1 mut (1) 0/16
p5737
GGGGGATGGGGTTGGAATGGGGGCGGG TGGTTTCCCTGGATAGGAACAAAGTGLTGC cc2 500 G4#2 mut 38/0
p6177
GIGTGATGGGGTTGGAATGAGCGCGG (2) TGGTTTCCCTGGATAGGAACAAAGTGCTGC cc2 500 G4#1 (2), 12/0
G4#2 mut
p6175
D
152-179 301-329
1 330 p6738
2-30 154-181
1 330 p6728
E
1 500 1000
a2 . cc2 500 Dimer
p 6243
1 500 1000 1500 2000
= = 1—2 : cc2 500 Tetramer
p 6231
1 500 1000
2 B cc2 500 delta G4#1 Dimer
p 6191
1 500 1000 1500 2000
2+ 24 2+ . cc2 500 delta G4#1 Tetramer
p 6232

Abb. 4.18: Im Plasmid- Wiedergewinnungsversuch analysierte Mutanten des Maus cc2 500
Origins. (A) Schematische Darstellung der cc2 500 bp und cc2 330 bp Sequenz mit erstem und
zweiten G4-Motiv (G4#1 bzw. G4#2) in beiden Orientierungen. Zahlen geben die Position des G4-
Motivs im 500 bp Fragment an. (B) Deletionsmutante von cc2 500, in der G4#1 fehlt. (C)
Punktmutanten von cc2 500. Die Sequenzen von G4#1 und G4#2 in den verschiedenen Konstrukten
sind angegeben. Die G-Nukleotide, die zum G4 Motiv beisteuern sind fett gedruckt. Mutierte
Nukleotide, die das G4-Motiv schwachen bzw. aufheben sind grau dargestellt. Angegeben ist
zusatzlich der G-score des jeweiligen G4-Motivs (G4-Motive und G-score wurden ermittelt Uber die
QGRS Mapper* Software [181]). (D) schematische Darstellung der cc2 330 bp Sequenz mit erstem
und zweiten G4-Motiv (G4#1 bzw. G4#2) in jeweils gerichteter und umgekehrter Orientierung im
Plasmid. Zahlen geben die Position der G4-Motive im 330 bp Fragment an. (E) Multimere von cc2 500
und cc2 500 G4#1 mut. Jeweils Dimere und Tetramere wurden von beiden Varianten generiert. Rote
Quadrate stellen die G4-Motive dar. Zahlen geben die Lange der Konstrukte in Abschnitten der 500 bp
Sequenz an.
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4.2.3. Die Replikationseffizienz von cc2 und cc4 Origins hangt
von der Lange und der Orientierung des Origins im

Plasmid ab

Zunachst wurde untersucht, ob die Ladnge und Orientierung der Origin-Sequenzen
von cc2 und cc4 im Plasmid eine Rolle spielen. Im Plasmid-Wiedergewinnungs-
versuch ist die Replikationseffizienz dieser Sequenzen relativ zu der des delta-DS-
Plasmids ausgedrickt. OriP zeigt eine 3.5-fach hohere Replikationsaktivitét
gegenuber der Aktivitat von delta-DS (Abb. 4.19A). Der c- Myc-Origin zeigt ebenfalls
Replikationsaktivitat von 1.5-fach Uber delta-DS. Fir die ca. 2 kb langen Sequenzen
von cc2- und cc4 Origin hingegen wird keine Replikationsaktivitat im Plasmid-System
beobachtet. Interessanterweise replizieren die 500 bp Fragmente von cc2 und cc4
2,5- bzw. 1,5-fach Uber dem Niveau des delta-DS-Plasmids. Somit liegt die cc4 500
Sequenz auf dem Niveau von c- Myc, eines der effizientesten genomischen Origins
im Plasmid-System. Das cc2 500 Fragment repliziert um das 1,5-fache mehr, als der
c-Myc Origin, was auf einen sehr effizienten Origin hindeutet. Die Replikations-
effizienzen der 500 bp Sequenzen von cc2 und cc4 in umgekehrter Orientierung
erreichen hingegen das Niveau des delta-DS-Plasmids und sind signifikant niedriger
im Vergleich zu denen der gerichteten Sequenzen (Abb. 4.19). Fir den cc4 Origin
sind die Mittelwerte auf zwei stabile Experimente zurtickzufihren.

Die 330 bp Fragmente des cc2 Origins in gerichteter und umgekehrter Orientierung
zeigen eine gleichstarke sehr signifikante Abnahme der Effizienz bis auf das Niveau
des delta-DS Plasmids (Abb. 4.20A). Hier wird keine Orientierungsabhangigkeit
beobachtet. Dies weist darauf hin, dass in diesem Fall das Fehlen weiterer
Replikations-unterstitzender Elemente fir die Abnahme der Replikationsaktivitat

verantwortlich ist.
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Replikation relativ zu delta DS

Abb. 4.19: Die Replikationseffizienz von cc2 und cc4 Sequenzen in Abhangigkeit von Lange
und Orientierung. Untersucht wurde die Replikationseffizienz der Maus cc2 und cc4 Sequenzen
sowie 500 bp Fragmente dieser Origins im Plasmid-System in EBNA1*-HEK293 Zellen. Das OriP-
Plasmid diente als Positiv-Referenzplasmid, das delta-DS Plasmid als Negativ-Referenzplasmid. Der
c- Myc Origin wurde als Replikationskontrolle fir einen humanen Replikationsursprung mitgefthrt.
Nach Durchfiihrung des Plasmid- Wiedergewinnungsversuchs wurde die Replikationseffizienz fir
jedes Plasmid Uber das Verhaltnis der Anzahl der gebildeten Kolonien zu der Negativkontrolle (delta-
DS) ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte mit und der Standardfehler (n=2-7). Replikationseffizienzen von
cc2 und cc4 Origin sowie der 500 bp langen Fragmenten in jeweils gerichteter und umgekehrter
Orientierung im Plasmid. Die statistische Analyse unter Verwendung des doppelten unabhangigen t-
Tests (Prism) ergab einen p- Wert von 0,0104 und 0,0369 fir cc2 500 bzw. cc4 500 gerichteter zu
ungerichteter Sequenz, welches mit * gekennzeichnet ist.

Zusammenfassend wird eine Langen- und Orientierungsabhéangigkeit fur die
Replikationsaktivitat von cc2 und cc4 Origins im Plasmid-System beobachtet. Dieses
Ergebnis deutet auf eine Abhangigkeit der G4-Motive zu einem weiteren
regulierenden Element — bei Valton et al., (2014) als cis-Modul bezeichnet, hin.

4.2.4. Eine kooperative Wechselwirkung der G4-Motive bewirkt
die effiziente Replikation des cc2 500 Origins

Das cc2 500 bp Fragment enthalt zwei G4-Motive. Deshalb wollten wir den Beitrag
der G4-Motive zur Replikationsaktivitat anhand dieses Fragments untersuchen. Dazu
wurden die einzelnen G4-Mutanten der cc2 500 Sequenz im Plasmid-
Wiedergewinnungsversuch auf Replikationskompetenz bzgl. der G4-Motive
untersucht. Zunachst wurden die Einzel-Mutanten von G4#1 und die 330bp-

Fragmente getestet. Die Effizienz wurde relativ zu der des delta-DS-Plasmids
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ausgedrickt. For alle G4-Mutanten wird eine starke Abnahme der
Replikationseffizienz beobachtet. Verglichen mit der 2,5-fachen Aktivitat von cc2 500
bp relativ zu delta-DS, sinkt fur cc2 500 G4#1 (1) mut die Effizienz signifikant auf das
Niveau des delta-DS-Plasmids ab (Abb. 4.20A). Die Replikationseffizienzen von cc2
500 delta G4#1 und von cc2 330 bp Varianten nehmen ebenfalls sehr signifikant bis
unter das Niveau des delta-DS-Plasmids ab (Abb. 4.20A). Dieses Ergebnis zeigt,
dass das erste G4-Motiv einen zentralen Beitrag zur Replikationseffizienz von cc2
500 leistet. Eine vergleichbare Abnahme der Replikationseffizienz wird fur cc2 330 in
gerichteter wie in umgekehrter Orientierung beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass
G4#1 nicht das einzige Motiv ist, das fur die Effizienz von cc2 500 eine Rolle spielt.
Vielmehr weist das Ergebnis auf ein weiteres regulierendes Element fir die

Replikationsfunktion hin.
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Abb. 4.20: Die Replikationseffizienz von cc2 und cc4 Sequenzen in Abhangigkeit der G4-Motive.
Untersucht wurde die Replikationseffizienz der Mutanten des cc2 500 bp Fragments im Plasmid-
System in EBNA1"-HEK293 Zellen. Das OriP-Plasmid diente als Positiv-Referenzplasmid, das delta-
DS Plasmid bzw. 4 x TetO als Negativ-Referenzplasmid. Nach Durchfihrung des Plasmid-
Wiedergewinnungsversuchs wurde die Replikationseffizienz fur jedes Plasmid tUiber das Verhaltnis der
Anzahl der gebildeten Kolonien zu der Negativkontrolle (delta-DS, 4 x TetO) ermittelt. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardabweichung (n=4-7). (A) Replikationseffizienz von G4#1-Mutanten des cc2
500 Origins. Das G4#1 Motiv wurde durch Punktmutationen verandert oder deletiert.
Replikationseffizienz von 330 bp langen Fragmente des cc2 Origins in gerichteter sowie umgekehrter
Orientierung mit beiden G4-Motiven. Die statistische Analyse unter Verwendung des doppelten
unabhéngigen t- Tests (Prism) ergab einen p- Wert von 0,0102 (*) bzw. 0,0047, 0,0017 und 0,0041
(**). (B) Replikationseffizienzen von cc2 500, G4#1- und G4#2-Punktmutanten, sowie der G4#1,G4#2
Doppelmutante.
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Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Wirkungsweise der G4-Motive auf die
Replikationskompetenz von cc2 500 allein und im Zusammenspiel miteinander
untersucht.

Obwohl die Plasmide mit cc2 und cc4 Origins mehrfach hohere Replikationsaktivitat
zeigten als das delta-DS-Plasmid, haben die Ergebnisse auch gezeigt dass delta-DS
einen Hintergrund an Replikationsaktivitat zeigt. Aufgrund der Replikationsaktivitat
des delta-DS-Plasmids wurde in den folgenden Experimenten dieses durch das 4 x
TetO Plasmid (p3315) ersetzt. Bei letzterem sind anstelle des DS-Elements vier
Tetrazyklin-Operator-Sequenzen eingefiigt, die in EBNA1*-HEK293 Zellen keine
Replikation fordern [118].

Fur die Analyse wurden die einzelnen G4#1- und G4#2-Punktmutanten, sowie die
G4-Doppelmutante im Plasmid-Wiedergewinnungsversuch untersucht (Abb. 4.18C).
Eine Abnahme der Effizienz wird fir beide Einzel-Mutationen von G4#1 und G4#2
beobachtet. Fur die cc2 500 Sequenz wurde eine ca. 4-fache Anreicherung
gegenuber dem 4 x TetO-Plasmid beobachtet (Abb. 4.20B). Wahrend das Niveau fur
die G4#1-Mutante bis auf das 1,5-fache absinkt, erreicht das Niveau von der G4#2-
Mutante dasjenige des 4 x TetO-Plasmids (Abb. 4.20B). Es wird ersichtlich, dass
beide G4-Motive eine zentrale Rolle fur die Replikationseffizienz spielen. Das zweite
G4-Motiv ist wesentlich an der Replikationsfunktion beteiligt, da die zusatzliche
Mutation in G4#1 der G4-Doppelmutante nicht das Niveau der GA4#2-Mutante
unterschreitet. Cc2 500 G4#1 mut (1) zeigt jedoch auch, dass die Prasenz von G4#2
alleine nicht die volle Replikationseffizienz von cc2 500 bp wiederherstellt. Die hier
beschriebenen Ergebnisse der Plasmid-Wiedergewinnungsexperimente fuhren zu
der These, dass fur die effiziente Replikation von cc2 500 bp beide G4-Motive

kooperativ wechselwirken.

4.2.5. Eine Multimerisierung von cc2 500 und cc2 500 delta

G4#1 steigert nicht deren Replikationseffizienz

Frihere Studien zum Replikationsursprungs Or6 im OriP-Plasmid-System haben
gezeigt dass durch Multimerisierung der Sequenz des Origins eine
Effizienzsteigerung der Replikation erzielt wird [110]. Durch Multimerisierung eines
schwachen Motivs wurde das Replikationspotential der Sequenz erhdht. Uns hat
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interessiert ob die Multimerisierung eines G4-Motiv-enthaltenden Origins auch in
einer Effizienzsteigerung resultiert. Als Vergleich diente das Replikationsniveau des
viralen Replikationsurspungs OriP von EBV. Die Frage wurde anhand einer
Multimerisierung der cc2 500 Sequenz untersucht. AulBerdem wurde mit einer
Multimerisierung der cc2 500 delta G4#1 Sequenz analysiert, ob weitere Motive von
G4#2 die Replikation wieder induzieren.

Fur den Versuch wurden Plasmide mit Monomer-, Dimer- und Tetramer-Sequenzen
von cc2 500 und cc2 500 delta G4#1 (Abb. 4.18E) im Plasmid-Wiedergewinnungs-
versuch analysiert und die Replikationseffizienz relativ zu der des 4 x TetO Plasmids
dargestellt. Wahrend jeweils das Monomer und Dimer von cc2 500 bp bzw. cc2 500
delta G4#1 eine tendenzielle Abnahme der Replikationseffizienz im Plasmid-System
zeigen, wird fUr die einzelnen Tetramere eine Effizienz auf dem Niveau von 4 x TetO
erhalten (Abb. 4.21). Daraus ist ersichtlich, dass im Plasmid-System weder fur cc2
500 bp noch fur cc2 500 bp delta G4#1 eine Steigerung der Replikationseffizienz
durch Multimerisierung der Sequenz erzielt wird. Eine Erhdéhung der Anzahl an G4-
Motiven steigert nicht per se die Replikationseffizienz im Plasmid-System. Vielmehr
weist die Abnahme der Replikationseffizienz bei Multimerisierung von cc2 500 darauf
hin, dass entweder die zusatzlichen G4-Motive Replikations-inhibierend wirken oder
das OriP-basierte Plasmid- System bzgl. der Lange des zu untersuchenden

Fragments limitiert ist.

Anreicherung relativ zu 4 x TetO

Abb. 4.21: Eine Multimerisierung steigert nicht die Replikationseffizienz von cc2 500 und cc2
500 delta G4#1 Sequenzen. Untersucht wurde die Replikationseffizienz von Dimer- und Tetramer-
Sequenzen von cc2 500 und cc2 500 delta G4#1 im Plasmid-System in EBNA1*-HEK293 Zellen. Das
OriP-Plasmid diente als Positiv-Referenzplasmid, das 4 x TetO als Negativ-Referenzplasmid. Nach
Durchfiihrung des Plasmid- Wiedergewinnungsversuchs wurde die Replikationseffizienz fur jedes
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Plasmid (ber das Verhéltnis der Anzahl der gebildeten Kolonien zu der Negativkontrolle (4 x TetO)
ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n=3-5).

Zusammenfassend zeigen die Plasmid-Wiedergewinnungsexperimente mit den
Replikationsurspiingen aus Maus cc2 und cc4, dass im Plasmid-System die Lange,
die Orientierung der Sequenz im Plasmid und die G4-Motive eine entscheidende
Rolle fur eine effiziente Replikation spielen. Aufl3erdem wurde anhand der
Mutationsanalysen der G4-Motive G4#1 und G4#2 des cc2 500 Origins deutlich,
dass diese Motive dessen Replikation in kooperativer Weise beeinflussen konnen.
Aus den Ergebnissen mit den 330 bp Fragmenten von cc?2 ist jedoch ersichtlich, dass
es ein weiteres Element geben muss, dass die Replikationseffizienz im
Zusammenspiel mit den G4-Motiven bestimmt. Eine Multimerisierung der Sequenz
zeigte keine Replikationssteigerung von cc2 500 und cc2 500 delta G4#1, sondern

fihrte zu einer Abnahme der Effizienz.

4.2.6. Proteine der Replikationsmaschinerie binden nicht

spezifisch an die G4-Motive des cc2 500 Origin

Fur OriP ist bekannt, dass EBNA1 an DS bindet und Uber seine N-terminale Domane
ORC rekrutiert, welches zur OriP-vermittelten Replikation fuhrt [89-91,117,185]. Im
Fall von cc2 500 ist die Replikationseffizienz unter anderem von den G4-Motiven
abhangig. Jedoch ist bisher nicht geklart welche Mechanismen fir die ORC-
Rekrutierung im Kontext mit G4-Motiven zu Grunde liegen. Hoshina et al, (2013)
zeigen in in vitro Studien, dass die Orcl Untereinheit bevorzugt an RNA und ssDNA
bindet, die G4-Motive enthéalt. Dies ist ein Hinweis dafiur, dass unter anderem ORC
G4-abhéngig Replikationsurspringe erkennt und durch Bindung bzw. Rekrutierung
diese als potentiellen Origin markiert. Es ist aber nicht klar ob in vivo das tatséchlich
der Fall ist. Nach dieser Theorie wirde man ORC Untereinheiten an G4-Motiven
assoziiert vorfinden. Um dies zu testen, wurde die Assoziation von Orc2 und Mcm3
Proteinen an die G4-Motive von cc2 500 Origin anhand von Chromatin-
Immunprazipitation (ChIP) Analysen getestet. Dafir wurden die OriP-basierten
Plasmide, in denen die DS Sequenz durch diejenige von cc2 500 bp und cc2 500
delta  G4#1  ersetzt wurde, verwendet. Wie fir den Plasmid-
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Wiedergewinnungsversuch wurden EBNA1*-HEK293 Zellen mit den einzelnen
Plasmiden transfiziert. Es wurden zunéchst Kurzzeit-Experimente fur die ChiIP-
Analysen durchgefiihrt. Dafir wurden die Zellen fir 4 Tage nach Transfektion ohne
Selektionsdruck inkubiert. Protein-DNA Wechselwirkungen wurden mit 1 %
Formaldehyd in den Zellen fixiert. Die Zellen wurden aufgeschlossen und der
Chromatin-Immunprazipitation mit spezifischen Antikdrpern gegen Orc2 und Mcm3
unterzogen. Eine Kontrolle mit Prdimmunserum (IgG-Kontrolle) wurde fur die
Bestimmung der Hintergrund-Bindung der Proteine an die Beads bzw. Antikorper
mitgefuhrt. Vor der Immunprazipitation (IP) wurden 10 % des Chromatins als Input-
Probe fir die spater folgende Auswertung der Anreicherung in % Input aufbewahrt.
Nach der IP wurden die DNA-Fragmente, die an die Orc2 und Mcm3 Proteine
gebunden waren, durch Proteinase K Verdau und Revertierung der kovalenten
Bindung zwischen Protein und DNA isoliert. Nach dem RNAse Verdau wurde die
DNA (iber eine Silica-Membran (NukleoSpin®) gereinigt. Spezifische Primer-Paare
(Tab. 2.9) wurden in der quantitativen PCR verwendet, um die Anreicherung von
Orc2 und Mcm3 an DS und an den beiden G4-Motiven G4#1 und G4#2 zu
detektieren (Abb. 4.22A). Als Negativ-Lokus dienten FR als virales Element und der
Ampizillin-Lokus (Amp) als unspezifische Plasmid-Sequenz. Aul3erdem wurde das
OriP-enthaltende Plasmid als Positiv-Referenzplasmid fiir die Anreicherung von Orc2
und Mcm3 am DS-Element mitgefihrt. Das Plasmid welches anstelle der DS-
Sequenz 4 x TetO enthalt diente als Negativ-Referenzplasmid.

Im Folgenden ist die Anreicherung von Orc2 und Mcm3 einerseits relativ zu der
Anreicherung der IgG-Kontrolle und andererseits in % Input angegeben (Abb. 4.22B
und C). Mit beiden Darstellungen wurden in den Kurzzeit-Experimenten fur das OriP-
Plasmid an DS keine Anreicherung von Orc2 und Mcm3 erhalten. Die Hb6he der
Anreicherung von Orc2 und Mcm3 an DS, FR und dem Amp-Lokus liegt mit ca. 5-
fach gegenuber IgG bzw. mit 0,02-0,03 % Input auf dem Niveau des Negativ-
Referenzplasmids 4 x TetO. Somit hat die Positivkontrolle von Orc2 und Mcmc3 an
DS unter den Bedingungen der Kurzzeit-Experimente nicht funktioniert. Auch fur die
G4-Motive G4#1 und G4#2 in cc2 500 wurde keine Anreicherung fir Orc2 und Mcm3
bzgl. des Amp-Lokus detektiert. Relativ zur IgG-Kontrolle wurde jedoch eine ca. 10-
fache Anreicherung von Orc2 an G4#2 in cc2 500 delta G4#1 beobachtet, die jedoch
in % Input gesehen auf dem Niveau des Amp-Lokus liegt. Aus den Ergebnissen der

Kurzzeit-Experimente kann keine zuverlassige Aussage Uber die Anreicherung von

106



Ergebnisse

Orc2 und Mcm3 an die G4-Motive getroffen werden, da die Anreicherung von Orc2-
und Mcm3 an DS als Positivkontrolle nicht funktioniert hat und es zu Abweichungen
zwischen den einzelnen Experimenten kam. Daraus wird die Schlussfolgerung
getroffen, dass die Kurzzeit-Experimente der ChIP unter diesen Bedingungen zu

keinen stabilen Ergebnissen fuhren.

A
G4i#1 G4#1 Amp
FR DS Amp
B

=2}
(=]

u
o

=3
(=]

B Ore2

Anreicherung gegeniiber IgG Kontrolle
w
o

20 Mcm3
10 1 T [
T T & T 1
TR TR T - *
Ds FR Amp D5 FR Amp G4l G442 Amp G4aH1 G2 Amp
QoriP 4 % TetO cc2 500 cc2 500 delta G4#1
C n=5 n=5 n=4 0Orc2: n=2; Mcm3: n=4
0,06
0,05
0,04 ]
-
2
£ 003 X W Ore2
) |
00z I L ol I : Mcm3

Ds FR Amp Ds FR Amp G4#l G4#2 Amp G4#l G4i2 Amp

OriP 4y TetO cc2 500 cc2 500 delta G4#1

Abb. 4.22: ChIP-Analysen von Orc2 und Mcm3 Proteine an die G-Quadruplex (G4) Motive der
cc2 500 Sequenz in Kurzzeit-Experimenten. EBNAl-exprimierende HEK 293 Zellen wurden jeweils
mit Plasmiden transfiziert, die anstelle des viralen Replikationselements DS von OriP die jeweils zu
untersuchende cc2 500 bp Sequenz enthielten. Das OriP-Plasmid diente hier als Positiv-
Referenzplasmid fur die Assoziation von Orc2 und Mcm3 an DS, das 4 x TetO Plasmid als
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Negativkontrolle. Gezeigt sind die Ergebnisse nach 4 Tagen Post-Transfektion der Zellen, nach der
Immunpréazipitation mit Antikdrpern gegen Orc2 und Mcm3 sowie mit einer 1gG Kontrolle. (A)
Schematische Darstellung von cc2 500 sowie OriP-Sequenz und Bindestellen, der fir die gPCR
verwendeten Primer. Elemente, die auf Orc2 und Mcm3 Bindung untersucht wurden: ,dyad
symmetry“ Element (DS), das erste und zweite G4 Motiv in der cc2 500 Sequenz (G4#1 und G4#2).
Das ,family of repeats” Element (FR) und der Ampizillin-Lokus (Amp) dienten als Negativ-
Kontrollregion (B) Assoziation von Orc2 und Mcm3 Proteinen an die G4-Motive (G4#1, G4#2) von cc2
500 und cc2 500 delta G4#1.Die préazipitierte DNA wurde in der quantitativen PCR (qPCR) analysiert
und die Anreicherung der spezifisch prazipitierten DNA relativ zu der aus der IgG Kontrolle dargestellit.
Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n=2-5) (C) Darstellung in % Input. Gezeigt sind
Mittelwerte mit Standardfehler (n= 2-5).

Ein moglicher Grund ist, das nach vier Tagen Inkubation der Zellen zwar genigend
Plasmide repliziert wurden jedoch die Ausbildung des Chromatins zu diesem
Zeitpunkt noch nicht vollstandig etabliert ist. Die Chromatinumgebung spielt jedoch
eine entscheidende Rolle fur die Etablierung von Origins und die Rekrutierung von
ORC [193]. Aufgrund dessen wurden ChIP-Analysen von transfizierten Zellen
durchgefiuihrt, welche 14 Tage unter Selektionsdruck gewachsen waren. Mit der
Annahme, dass die Plasmide sich unter diesen Bedingungen uber mehrere
Zellzyklen in den Zellen etablieren, steht erstens durch die Anreicherung der
Plasmide durch Selektion mehr Ausgangsmaterial fur die ChlP-Analyse zur
Verfigung und zweitens haben sich moglicherweise mehr Pre-Replikationskomplexe
stabil auf dem Plasmid etabliert. Diese Eigenschaften kdnnen zu zuverlassigeren
Aussagen in der ChIP-Analyse fuhren.

Auch fur die Langzeit-Experimente wurden die OriP-basierten Plasmide, in denen die
DS Sequenz durch diejenige von cc2 500 bp und cc2 500 delta G4#1 ersetzt wurde,
verwendet und die Anreicherung relativ zu derjenigen in der IgG-Kontrolle und in %
Input angegeben (Abb. 4.23).

Es wurde eine ca. 17-fache Anreicherung von Orc2 und Mcm3 an DS relativ zur 1gG-
Kontrolle beobachtet. Diese ist ca. dreimal hoher, als fur die Referenz-Loci FR und
Amp im gleichen Plasmid und ca. 3- bis 8-fach hoher wie fur DS, FR und Amp im 4 x
TetO Negativ-Referenzplasmid (Abb. 4.23A). Gleiche Tendenz zeigte sich auch in
der Darstellung der Anreicherung in % Input (Abb. 4.23B). Dies zeigt, dass mit den
Langzeit-Experimenten eine stabile spezifische Assoziation von Orc2 und Mcm3 an
DS etabliert wird, die Gber ChIP zuverlassig detektiert wird. Fur cc2 500 hingegen
wird keine spezifische Anreicherung von Orc2 und Mcm3 an die G4-Motive im
Vergleich zum Amp-Lokus detektiert. Die Anreicherung erreicht ein Niveau
vergleichbar mit dem an DS von 4 x TetO. Das gleiche Ergebnis wurde auch fur cc2
500 delta G4#1 erhalten, in dem das erste G4-Motiv deletiert ist.
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Abb. 4.23: ChlP-Analysen von Orc2 und Mcm3 Proteinen an die G-Quadruplex (G4) Motive des
cc2 500 Sequenz in Langzeit-Experimenten. EBNAl-exprimierende HEK 293 Zellen wurden jeweils
mit Plasmiden transfiziert, die anstelle des viralen Replikationselements DS von OriP die jeweils zu
untersuchende cc2 500 bp Sequenz enthielten. Das OriP-Plasmid diente hier als Positiv-
Referenzplasmid fir die Assoziation von Orc2 und Mcm3 an DS, das 4 x TetO Plasmid als
Negativkontrolle. Gezeigt sind die Ergebnisse nach 14 Tagen Post-Transfektion der Zellen, nach der
Immunpréazipitation mit Antikérpern gegen Orc2 und Mcm3 sowie mit einer 1IgG Kontrolle. Die
prazipitierte DNA wurde in der quantitativen PCR (gPCR) analysiert. Die Anreicherung der spezifisch
prazipitierten DNA ist in % zur Input DNA dargestellt. Elemente, die auf Orc2 und Mcm3 Bindung
untersucht wurden: ,dyad symmetry* Element (DS), das erste und zweite G4 Motiv in der cc2 500
Sequenz (G4#1 und G4#2). Das ,family of repeats Element (FR) und der Ampizillin-Lokus (Amp)
dienten als Negativ-Kontrollregion (A) Assoziation von Orc2 und Mcm3 Proteinen an die G4-Motive
(G4#1, G4+#2) von cc2 500 und cc2 500 delta G4#1. Die prazipitierte DNA wurde in der quantitativen
PCR (gPCR) analysiert und die Anreicherung der spezifisch prézipitierten DNA relativ zu der aus der
IgG Kontrolle dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardfehler (B) Darstellung in % Input.
Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n=3).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass eine zuverlassige Anreicherung von
Orc2 und Mcm3 an DS als Positivkontrolle in den Langzeit-Experimenten erreicht
wird. Jedoch wird keine Assoziation von diesen Proteinen an die G4-Motive des cc2
500 im Plasmid-System detektiert.

Im Hinblick auf die Ergebnisse des Plasmid-Wiedergewinnungsversuchs haben die

G4-Motive des cc2 500 eine entscheidende Funktion fir die Replikationseffizienz.
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Allerdings wird eine Assoziation von Replikationsproteinen an die G4-Motive anhand
von ChlIP-Analysen nicht bestétigt und wird fir die Effizienz des cc2 500 nicht in
Verbindung gebracht.
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5. Diskussion

DNA Replikationsurspriinge werden als genomische Bereiche definiert, an denen die
Replikation startet. Um Replikation zu initiieren bedarf es erstens der Bildung des
pra-Replikationskomplex (pre-RC) und zweitens dessen Aktivierung durch die
Rekrutierung der DNA-Polymerase und der Initiation der Replikation. Die Bildung des
pre-RC beginnt mit der Bindung des Origin-Erkennungs-Komplex (ORC) an die
Replikationsurspriinge.

Welche Faktoren fur die Rekrutierung von ORC an die Origins eine Rolle spielen ist
in héheren Eukaryonten aufgrund der Komplexitdt des Genoms sehr flexibel. Zum
einen tendiert die Lokalisation von Origins in héheren Eukaryonten zu GC-reichen
Bereichen wie CpG-Islands [11,60,63,194,195]. Zum anderen ist die
Chromatinumgebung, Kernstruktur und die Verknupfung mit dem Prozess der
Transkription ausschlaggebend [23].

Mithilfe der ,High-Throughput* Sequenzierung von ,Short-Nascent-Strands® ist es
maoglich geworden, Daten aus der Analyse von aktiven Origins mit Eigenschaften der
DNA-Sequenz und epigenetischen Faktoren zu korrelieren. Dabei wurde das
Potential der Ausbildung von G4-Strukturen der GC-reichen Bereiche mit Origin-
Aktivitat in Verbindung gebracht [11,63]. Eine Vermutung in diesem Zusammenhang
ist, dass G4-Strukturen die Replikationseffizienz von Origins regulieren und
potentielle Interaktionspartner fir ORC darstellen [12,68,182].

(G4)-Strukturen sind helikale dreidimensionale Konformation von Nukleinsduren, die
potentiell in Guanin-reichen Regionen des Genoms gebildet werden. Sowohl auf
DNA und RNA-Ebene werden G4-Strukturen mit der Regulierung von zellularen
Prozessen korreliert [151,196,197].

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von G4-Strukturen fur die Origin-Selektion und
-Aktivitat auf DNA-, sowie auf RNA-Ebene erforscht. Dafur wurde auf der einen Seite
anhand eines ausgewahlten Origins der Einfluss der G4-Strukturen auf die
Replikationseffizienz und auf die pre-RC Bildung analysiert. Auf der anderen Seite
wurde die Rolle von potentiellen RNA G4-Strukturen in der Interaktion zwischen ORC

mit EBNA1L, einem viralen ORC-Chaperon des Epstein-Barr Virus, ndher untersucht.
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5.1. Die ORC-Chaperon Interaktion

5.1.1. Die Rolle von RNA G4-Strukturen in der ORC-

Rekrutierung an DS

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der G4-Motive auf die EBNA1-ORC Interaktion
und die Assemblierung des pre-RC an DS in Raji-Zellen untersucht. Dazu wurden
Raji-Zellen mit dem G4-bindenden Molektul TmPyP4 behandelt, das in vitro die
Interaktion zwischen EBNAL und ORC inhibiert [166]. Mit der Behandlung von Raiji-
Zellen mit 5 und 10 pM TmPyP4 zeigen diese nach drei Tagen ein
Proliferationsarrest und eine tendenzielle Verlangerung der S-Phase. ChIP-Analysen
von EBNAL und der pre-RC Proteine Mcm3 und Orc2 zeigen keine Verédnderung
hinsichtlich ihrer Assoziation an DS unter 10 uM TmPyP4. Die Ergebnisse der ChIP
Experimente sind im Einklang mit der gPCR Analyse, die zeigt, dass die relative
Anzahl von EBV-Genomen in Raji-Zellen durch TmPyP4 Behandlung nicht
beeinflusst wird.

Raji-Zellen zeigen unter TmPyP4 ein verlangsamtes Wachstum und eine
tendenzielle Verlangerung der S-Phase, welche auf die in der Literatur
beschriebenen Effekte von TmPyP4 in Tumorzellen zuriickgefuhrt werden kdnnen
[173-176].

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen nicht mit einem Bericht von Norseen et al.,
(2009) Uberein, der eine Reduktion der relativen EBV-Kopienzahl von Raji-Zellen mit
dem G4-bindenden Molekil BRACO19 beschreibt. Die Autoren stellen zudem eine
Inhibition der Replikationsfunktion des EBNAL1/OriP-Plasmid-Systems durch
BRACO19 fest. Immunfluoreszenz Studien zeigen weiterhin, dass BRACO19 die
Assoziation von EBNAL mit den Metaphasen-Chromosomen aufhebt [166].
Gegenuber DNA G4-Strukturen zeigen BRACO19 und TmPyP4 unterschiedliche
Interaktionseigenschaften. BRACO19 basiert auf einer Acridin-Struktur (Abb. 5.1A).
und kann gleichzeitig mit drei Furchen der G-Quadruplex Struktur aufgrund seiner
trigonalen Struktur interagieren [198]. TmPyP4 gehort zur Molekullklasse der tetra-
kationischen Porphyrine (Abb. 5.1B). Wie TmPyP4 mit der G4-Struktur interagiert ist
kontrovers diskutiert. Strukturanalysen zeigen neben der Madoglichkeit einer
Interkalation von TmPyP4 zwischen die G4-Tetraden auch eine Bindung von
TmPyP4 oberhalb der G4-Struktur [173,199]. Zudem wird eine Interaktion mit den
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Nukleotiden der ,Loop“-Sequenz aufRerhalb der G4-Struktur beobachtet, ohne
direkten Kontakt von TmPyP4 zum G4-Stapel [200].
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Abb. 5.1: G4-bindende Molekile. (A) BRACO19 basiert auf einer Acridin-Struktur. (B) TmPyP4
gehort zu den tetra-kationischen Porphyrinen. Abb. entnommen aus [178].

Es gibt verschiedene Interpretationsmoglichkeiten fir die Diskrepanz dieser Arbeit
und dem Bericht von Norseen et al., (2009), die im Folgenden diskutiert werden.
Norseen et al., (2009) fuhren eine Abnahme der EBV-Genome in EBV-positiven
Zellen unter BRACO19 entweder auf eine Inhibition der Chromosomen-Assoziation
und/oder auf eine Aufhebung der ORC Rekrutierung an OriP zurtck. Eine
Untersuchung hinsichtlich der molekularen Interaktion von ORC mit EBNA1 an DS
unter BRACO19 wurde in dieser Studie nicht durchgefthrt. Die Ergebnisse dieser
Arbeit mit TmPyP4 deuten darauf hin, dass die EBNA1-vermittelte pre-RC Bildung an
DS G4-unabhangig ist. Es ist denkbar, dass die Abnahme der EBV-Kopien in Paul
Lieberman's Studie von Norseen et al., (2009) auf den inhibierenden Einfluss von
BRACO19 auf die Chromosomen-Assoziation basiert und somit die EBV-Genome
nicht an die nachste Generation weitergegeben werden.

Eine weitere Erklarung ist, dass TmPyP4 nicht die Spezifitdt und Affinitat hat, die zu
der gewinschten Inhibierung der OriP-vermittelten Replikation fihrt. TmPyP4 und
BRACO19 koénnten aufgrund ihrer verschiedenen Interaktionsweisen mit G4-
Strukturen unterschiedliche Affinitaten gegeniber G4-RNA Zielstrukturen in vivo
haben. Die Affinitdt von G4-Liganden zu RNA ist noch nicht gut untersucht. Far
TmPyP4 ist bekannt, dass es G4-Strukturen in RNA destabilisieren kann, was zu
einer Inhibition der Translation fuhrt [201-203].
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Boncina et al. (2015) untersuchten in vitro die Bindungsaffinitaten fir verschiedene
G4-Liganden an eine Telomer G4-Struktur, darunter war unter anderen TmPyP4,
aber nicht BRACO19 [204]. Nach Berechnung der Bindungskonstanten ist TmPyP4
ein Ligand mit niedriger Affinitat und Selektivitdt gegenuber intramolekularen G4-
Strukturen im Vergleich zu ds DNA. Ein weiterer G4-Ligand, PhenDC3, bindet
dagegen spezifisch und mit hoher Affinitdt und Selektivitdt an G4-Strukturen. Die
geringe Selektivitat von TmPyP4 gegenlber G4-Strukturen wird in anderen in vitro
Studien bestatigt [205,206] und kdnnte auch eine geringe Affinitat von TmPyP4 fir
RNA G4-Strukturen widerspiegeln.

Kim et al., (2003) untersuchten die Selektivitat von TmPyP4 im Vergleich zu einem
weiteren G4-Liganden, Telomestatin, hinsichtlich ihren Effekten auf zellulare
Prozesse. Die Autoren zeigen in in vitro Studien, dass Telomestatin eine hdhere
Affinitat flr intramolekulare gegeniber intermolekulare G4-Strukturen hat und
selektiv an G4-Strukturen gegentuber ds- und ssDNA bindet. TmPyP4 hingegen zeigt
Praferenz fur intermolekulare gegeniber intramolekularen G4-Strukturen. Beide
Molekile haben unterschiedliche Effekte in Seeigelembryonen [207]. TmPyP4
induziert Anaphasen-Bricken und inhibiert die Telomeraseaktivitat. Telomestatin
bewirkt hingegen nur eine Inhibition der Telomerase aber nicht die Bildung von
Anaphasen-Bricken, die zu Geninstabilitdt wahrend der Zellteilung fuhren [207]. Kim
et al., (2003) postulieren anhand dieser Ergebnisse, dass die Auswirkungen von G4-
Liganden auf zellulare Prozesse von deren Selektivitat und Affinitat gegeniber
DNA/RNA G4-Strukturen abhangt.

Die These wird durch eine Studie von Madireddy et al., (2016) unterstutzt. Hier wird
die Replikation des Kaposi's Sarkom-assoziierten Herpesvirus (KSHV) in infizierten
Zellen unter Einfluss von TmPyP4 und PhenDC3 untersucht. Mit den beiden
Molekilen wird Replikationsstress ausgeltst, welcher lediglich mit PhenDC3 zu einer
signifikanten Erh6éhung der Anzahl an stress-induzierten Replikationsgabeln und zu
einer Aktivierung von ,ruhenden“ Origins flhrt [208]. Die Aktivierung von
,suhenden“ Origins unter Replikationsstress ist ein allgemeines Phanomen
[17,19,209]. Die Effekte von PhenDC3 bewirken eine Abnahme der KSHV-
Kopienzahl in infizierten Zellen. Die Daten, die in dieser Studie mit TmPyP4 erhalten
wurden, sind nicht signifikant. Die Autoren erklaren dies mit einer nicht-selektiven

Bindung von TmPyP4 an G4-Strukturen gegenuber normaler dsDNA.
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Die Studie von Madireddy et al.,, (2016) zeigt weiterhin, dass die bi-direktionale
Bewegung der Replikationsgabel an die ,Terminal Repeats” (TR) Region unter
PhenDC3 inhibiert ist. Die TR ist eine stark repetitive Region, die reich an GC-
Nukleotiden ist und zahlreiche G4-Motive enthalt [208,210,211]. Die Annahme ist,
dass durch die Stabilisierung der G4-Motive an die TR-Region die Replikationsgabel
blockiert und somit die KSHV-Replikation inhibiert wird.

Die Ergebnisse der reduzierten EBV-Kopienzahlen mit BRACO19 in der Studie von
Norseen et al., (2009) konnten ebenfalls auf einen Effekt des G4-Liganden auf die
Progression der Replikationsmaschinerie hindeuten, welcher mit TmPyP4 aufgrund
der niedrigen Selektivitat nicht beobachtet wird. In diesem Zusammenhang kdnnte
eine Untersuchung der Profile von aktiven Replikationsgabeln und der Aktivitat von
,suhenden® Origins in EBV-infizierten Zellen dazu beitragen herauszufinden, ob
BRACO19 auf RNA oder DNA Ebene die EBV-Replikation inhibiert.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass TmPyP4
keine Affinitat zu RNAs hat, die in der Replikation von EBV eine Rolle spielen. Ob
RNA G4-Strukturen eine Rolle in der EBV-Replikation spielen ist somit noch nicht
geklart. Eine Identifizierung und Charakterisierung von spezifischen Kandidaten-
RNAs fur die EBNA1-ORC Interaktion konnte dariiber Aufschluss geben.

51.2. Die EBNA1-EBER1 Interaktion in vitro

Die Interaktion zwischen EBNAL1 und EBER1 (b 1-167)

Eine Ribonucleoprotein-Immunprazipitation (RIP) in EBV-positiven Raji-Zellen ergab,
dass die von EBV-exprimierten RNAs EBER1&2 mit EBNALl assoziieren.
Electromobility Shift Assays (EMSA) bestéatigen dieses Ergebnis [130,131]
(Ergebnisse Kapitel 4.1). Anhand einer EBNA1-RGG Mutante wurde bestétigt dass
die RGG-Motive von EBNAL fir die Interaktion essentiell sind. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit in vitro Studien von Snudden et al., (1994) und Lu et al.,
(2004), die in EMSASs zeigen, dass EBNAL lber seine RGG-Motive an EBER1 bindet.
Lu et al., (2004) bestatigen ebenfalls qualitativ die EBNA1-EBER1 Interaktion in vivo
anhand von RIP-Versuchen. Es wird gezeigt, dass EBNAL an poly(G)- und poly(U)-
Oligonukleotide bindet [117,130]. Ob die Praferenz von EBNA1 zu den poly(G)-
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Oligonukleotide mit G4-Strukturbildung in der RNA zusammenhéangt bleibt aber
unklar.

EBER1 enthalt zwei potentielle G4-Strukturen. Eine EBER1 Vollangen-Mutante in
der beide G4-Motive durch Punktmutation aufgehoben sind (G-score=0) zeigt im
EMSA ebenso Bindung zu EBNA1 wie die ,wildtyp“ Variante (Abb. 4.8). Dies deutet
darauf hin dass fir die Interaktion mit EBNA1 das G4-Motiv nicht essentiell ist. Eine
verkirzte EBER1-Variante, EBER1 (b 35-135), die nur das zweite G4-Motiv enthalt
aber in der das Motiv durch die gleiche Punktmutation wie in der Volllangen-Mutante
aufgehoben ist unterstitzt auch die Interaktion mit EBNA1l (Abb. 4.8). Diese
Versuche demonstrieren dass die Interaktion zwischen EBNA1l und EBER1 G4-
unabhangig ist.

Lu et.al.,, (2004) zeigen, dass EBNA1 verschiedene RNAs bindet, die sich durch
einen Guanin- und Guanin + Uracil-Gehalt von mindestens 30% bzw. 50 % sowie
einen hohen Anteil an Sekundarstruktur auszeichnen. Mutationsanalysen bzgl. der
Sekundarstruktur, belegen, dass EBNA1l eine Praferenz fir eine Struktur mit
mehreren ,Stem-Loops” (,Multistem® Struktur) als fir eine einzige lange
.Haarnadel“ Struktur (,Hairpin“) hat [130]. Nach der Sekundarstruktur-Vorhersage mit
dem Programm ,The Vienna RNA Web Suite“ [179,180] wird tatsachlich eine hohe
Wahrscheinlichkeit zur ,Multistem® Struktur Bildung nicht nur bei der ,wildtyp“ EBER1
aber auch fur die EBER1 Mutanten berechnet. Fir die Volllangen-EBER1
Doppelmutante, in der beide G4-Motive aufgehoben sind werden sieben ,Stem-
Loops® vorhergesagt. Fur die verkirzte EBER1 G4-Mutante sind es vier ,Stem-
Loop“-Strukturen (Abb. 4.5).

Eine unstrukturierte synthetische RNA, die keine G4-Motive enthalt und die eine
niedrige Wahrscheinlichkeit fur stabile Sekundarstrukturen hat, wird nicht von EBNA1
gebunden was weiterhin die These starkt, dass EBNAL nicht per se G4-Motive und

Guanin-reiche RNA, sondern praferenziell ,Multistem® Strukturen bindet [130,131].

Die Interaktion zwischen EBNAL1 und verkurzten Varianten von EBER1

Ein partieller RNAse T1 Verdau des EBNA1-EBER1 Komplex in vitro diente zur
Eingrenzung der Interaktionsdoméane. Die Sequenzierung der geschitzten EBER1-
Fragmente hat 100 bp und bei langerem RNAse T1 Verdau 41 bp der EBER1 als
potentielle EBNA1-Interaktionsdoméne identifiziert (EBER1 (b 35-135), bzw. EBERL1
(b 84-125)). In EMSASs wird die Interaktion nur fir EBER1 (b 35-135), nicht aber fur
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EBERL1 (b 84-125) bestatigt. Die Strukturvorhersage zeigt, dass diese drei (I1I-V) bzw.
eine ,Stem-Loop“ Struktur (V) von EBER1 besitzen (Abb.). Dies bestatigt wieder die
Praferenz von EBNA1 zu ,Multistem® Strukturen als zu einzelnen ,Hairpins® [130].
EBER1 (b 84-125) wurde zwar im partiellen Verdau als potentielle Kernsequenz
identifiziert, die Interaktion zu EBNA1l wird aber in EMSA nicht verifiziert.
Maoglicherweise handelt es sich um eine instabile Wechselwirkung, die unter den
Bedingungen des EMSA nicht erhalten bleibt (16 h, 4°C, 25 V). Oder dieses EBER1-
Fragment stellt ein Spaltprodukt einer nicht-gebundenen EBER1 im partiellen Verdau
dar, das isoliert und sequenziert wurde.

EBNAL tragt zur Proliferation und zum Uberleben von EBV-infizierten Zellen bei
[212-214]. EBNAL ist ebenso wichtig fur eine effiziente Transformation von B-Zellen
[215,216]. Studien deuten darauf hin, dass EBNAL1 onkogenes Potential besitzen
konnte, welches mdglicherweise auf die Interaktion mit zellularen Proteinen und auf
die Funktion von EBNA1 als Transkriptionsfaktor beruht, der Expression von
transformierenden Genen unter anderem an FR aktiviert [215,217-219]. Fur die
Transkriptionsfunktion sind die RGG-Motive im N-terminalen Bereich von EBNA1
essentiell [105,220]. EBNA1 konnte den gleichen Mechanismus flir seine
Transkriptionsfunktion nutzen wie das RGG-Protein E2 des Humanen Pappilomvirus.
Dieser Tanskriptionsfaktor interagiert mit der RNA p32 und induziert auf diese Weise
die Genexpression [221]. RNA koénnte somit in der EBNAL-vermittelten
Genexpression involviert sein. Ebenso ist die Assoziation von EBNA1 mit den
Metaphasenchromosomen abhangig von den RGG-Sequenzen und maoglicherweise
spielen RNAs auch hier eine Rolle [217,218].

Ob EBNAL sein onkogenes Potential in Zusammenspiel mit RNA entfaltet, ist bislang
nicht bekannt. Das Wissen uber strukturelle Eigenschaften der EBNA1-RNA
Interaktion koénnte helfen kleine Molekile als Inhibitoren zu generieren, um die
Biologie von EBV-infizierten Zellen in Abhangigkeit der EBNA1-RNA Interaktion zu
studieren.

Bisher ist eine Aufklarung der Struktur des N-Terminus von EBNAL nicht gelungen,
da dieser durch den repetitiven Glyzin-Alanin Bereich unstrukturiert ist. Die Bindung
zu einer RNA-Sequenz kénnte den N-Terminus strukturieren und die Analyse Uber
Kristallstrukturanalyse ermdglichen.

In dieser Arbeit wurde die EBER1 (b 35-135) als eine Kernsequenz fir die EBER1-
EBNAL Interaktion identifiziert. Eine Kristallstrukturanalyse des N-Terminus von
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EBNA1 zusammen mit der Kernsequenz von EBER1 kodnnte Aufschluss uber

magliche Inhibitor Strukturen geben.

5.1.3. Die EBNA1-ORC-EBER1 Interaktion in vitro und in vivo

Bislang waren keine spezifischen RNAs fur die Interaktion von EBNA1 zu ORC
bekannt. Die EBV-exprimierte RNA EBER1 wurde in dieser Arbeit als EBNA1-
spezifische RNA bestétigt. Ob die EBERL1 eine funktionelle Rolle in der ORC-EBNA1
Interaktion spielt, wurde in vitro und in vivo untersucht.

Der in vitro ORC ,pull-down® ergibt eine ca. 3-fache Anreicherung von EBNAL in
Anwesenheit von EBER1 an Orc3. Die Fahigkeit der EBER1 die Interaktion zu
vermitteln wird somit im in vitro System gezeigt. EBERL1 stellt somit die als erste in
vitro identifizierte spezifische RNA fir die EBNA1-ORC Interaktion dar.

In EBV-infizierten Zellen zeigen die EBER-RNAs keine signifikanten Effekte auf die
Replikation des EBV-Genoms. Bei der Bestimmung der EBV-Kopienzahl tber gPCR
wird keine Veranderung der relativen EBV-Kopienzahl in EBER**- LCL im Vergleich
zur EBER'-LCL beobachtet. Dieser Befund korreliert mit ChiP-Analysen die eine
vergleichbare Anreicherung fur Orc2 bzw. Mcm3 an das virale Origin-Element DS in
EBER'- und EBER°- LCL zeigen.

Die in vitro Studie von Moriyama et al., (2012) demonstriert, dass die Interaktion
zwischen EBNA1 und ORC an DS RNA-unabhangig verlauft. Die Assoziation von
ORC, EBNAL1 und einer weiteren pre-RC Komponente Cdc6 wurde in vitro unter
Verwendung gereinigter Proteine an der DS-Sequenz untersucht. Nur wenn DS
prasent ist, findet die Interaktion zwischen EBNA1l und ORC statt, die RNA-
unabhéngig ist [222]. Mdglicherweise entsteht durch das Binden von EBNA1 an DS
eine Konformation in EBNAL, die die Fahigkeit von EBNAL zu einer direkten ORC
Interaktion favorisiert. In der Abwesenheit von DS ist dementsprechend die Bindung
von EBNAL1 zu RNA favorisiert, welche die Ergebnisse von Paul Lieberman's Labor
erklaren konnten [117,166].

Diese Hypothese steht insofern mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen in
Einklang, als dass die Interaktion von EBER1 in vitro die Interaktion zwischen
EBNA1 und ORC (ohne DS) unterstitzt, die EBER-RNAs in EBV-infifzierten Zellen

aber keine Rolle fur die Interaktion zwischen EBNAL1 und ORC an DS spielen.
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Wenn die RNA-unabhangige Interaktion in vivo favorisiert ist, dann stellt sich jedoch
die Frage, ob die beobachtete Interaktion in vitro zwischen ORC, EBNAL und RNA in
EBV-infizierten Zellen eine Rolle spielt.

Welche Funktion und Rolle die EBER-RNASs in infizierten Zellen erfillen ist noch
unklar und wird kontrovers diskutiert. In einigen Studien wird eine Tumor-férdernde
Eigenschaft der EBER-RNAs, wie Tumorentstehung und ein erhohtes
Transformationspotential bzgl. des Wachstums von infizierten B-Zellen beschrieben
[122-124]. Andere Studien hingegen deuten darauf hin, dass EBER-RNAs nicht
essentiell fur die Primarinfektion, virale Replikation und B-Zell-Transformation sind
[125-127] Ebenso funktioniert das OriP/EBNA1 Plasmid-System in humanen Zellen,
die keine EBER-RNAs exprimieren ([132,133,223], Ergebnisse Kapitel 4.2).

Fur die EBER*®- LCL wurde ein langsameres Wachstum im Vergleich zur EBER-
exprimierenden LCL festgestellt. Auf3erdem brauchen die Zellen eine hohere
Zelldichte zur Aufrechterhaltung der Kultur. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
einer Studie von Yajima et al., (2005). Auch hier stellen die Autoren eine
verlangsamte Wachstumsrate in Abhangigkeit der Zelldichte fir eine EBER-
defiziente LCL fest. Yajima et al., (2005) postulieren dass das viral exprimierte
Membranprotein LMP1 die Abwesenheit der EBER-RNAs kompensiert. Fur LMP1
wird eine antiapoptotische Funktion sowie die Fahigkeit zur Induktion der Expression
von Wachstumsfaktoren beschrieben [224-228]. Eine kurzlich verdffentlichten Studie
unterstitzt diese Hypothese, die eine redundante Funktion der EBER-RNAs zu
LMP1 bei der Aktivierung von AKT beschreibt, die eine Signalkaskade fir das
Uberleben von Zellen auslost [229]. Ein Replikationsdefekt in der EBER*®-LCL wird
ausgeschlossen, da die EBV-Kopienzahl in EBER-defizienter und EBER-
exprimierender LCL vergleichbar ist. Das langsame Wachstum der EBER-defizienten
Zelllinie wird somit auf eine Rolle der EBER-RNAs in der Bereitstellung von
Wachstumsfaktoren und in der Aktivierung von Uberlebenssignalen zuriickgefiihrt.
Dass die EBER-RNAs in vivo nicht essentiell fir die ORC Rekrutierung und pre-RC
Bildung an DS sind, kdnnte mit einer redundanten Funktion von zellularen RNAs

erklart werden, die im Rahmen dieser Doktorarbeit identifiziert werden sollten.
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5.1.4. Die Rolle von zellularen RNAs in der ORC-Chaperon

Interaktion

Wie ORC mit seinen Chaperonen interagiert und somit potentiell
Replikationsurspriinge markiert ist noch nicht im Ganzen verstanden. Im Kontext von
EBV wird ORC an den viralen Replikationsursprung OriP rekrutiert [91]). Da in
diesem Fall ein definierter Replikationsursprung vorliegt, kann die Interaktion
zwischen EBNA1 und ORC untersucht werden. Méglicherweise lassen sich daraus
Schlusse fur die Interaktionen von ORC mit seinen Chaperonen im zellularen Kontext
gewinnen. Die Annahme ist, dass EBNAL das zellulare Chromatin-Protein HMGAla
funktionell imitiert [74,112]. Dies wird dadurch belegt, dass der N-Terminus von
EBNAL funktionell durch die HMGAla Sequenz mit Erhalt der Replikationsfunktion
von OriP-Plasmiden ersetzt werden kann [101,116]. HMGA1la ist ein Architektur-
Protein des Chromatins. Es bindet an AT-reiche Regionen im Genom und bewirkt
Konformationsanderungen der DNA, die einer Regulierung der Genexpression
dienen [115,230,231]. In der Studie von Thomae et al., (2008) wurde gezeigt, dass
HMGAZ1a in vitro und in vivo mit ORC interagiert. Die Autoren postulieren, dass durch
die Interaktion Origins im Heterochromatin markiert werden [74]. Bisher konnte
gezeigt werden, dass die Interaktion von HMGAla zu ORC wie fur EBNA1 lber RG-
reiche Motive vermittelt wird und RNA-abhangig ist [117]. Um weitere Einblicke in
den Mechanismus der ORC-Chaperon Wechselwirkung zu erhalten, sollten im
Rahmen dieser Arbeit die RNAs ermittelt werden, die eine Rolle in der EBNA1-ORC
Interaktion spielen. Da die EBER-RNAs keine Rolle in der EBNA1-ORC Interaktion in
vivo spielen konzentrierten wir uns auf die ldentifizierung von zellularen RNAs, die an
EBNAL1 binden.

Die kleinen nicht-kodierenden Kern-RNAs (snRNAs) RNU1&2 wurden in einem
ersten RIP-Experiment als EBNA1-spezifische zellulare RNAs identifiziert (Christoph-
Erik Mayer, AG Schepers, unveroffentlichte Daten). Generell wurde beobachtet, dass
eher eine Gruppe von snRNAs, aber keine einzelnen spezifischen RNAs an EBNAL
assoziieren. Anhand des optimierten RIP-Protokolls wurde eine 1,7-fache
Anreicherung von RNU1 an EBNAL erzielt. Somit stellen die RNUs mdglicherweise
potentielle Kandidaten fur weitere Analysen dar. Um weitere zellulare RNAs zu
identifizieren, wurden spezifische EBNA1l-assoziierte RNAs anhand

Ribonukleoprotein-Immunprézipitation (RIP) aus EBER-defizienten LCL, Raji-Zellen
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und EBER-exprimierende LCL isoliert. Die Umschreibung in cDNA fir die
Sequenzierung erfolgte im Labor von Adam Grundhoff in Hamburg. (Die
Sequenzierung und Auswertung wurde bis zur Beendigung dieser Arbeit nicht fertig
gestellt.)

Nach der ,High-Throughput® Sequenzierung werden die Ergebnisse der drei
Zelllinien hinsichtlich gemeinsamer zellularer RNAs analysiert. Potentielle
Kandidaten-RNAs sollen dann auf spezifische Sequenz- und Strukturmerkmale
bioinformatisch analysiert werden.

Da EBNAL eher Struktur- als Sequenz-abhangig bindet, ist zu erwarten, dass nach
der Analyse mdoglicherweise eine Gruppe von RNAs mit gemeinsamen
Sequenzmotiven identifiziert wird. Moglicherweise kann hier der Aspekt der G4-
Motive naher geklart werden.

Ein Vergleich mit HMGAla-assoziierten RNAs konnte die RNAs weiter eingrenzen,
die die ORC-Chaperon Interaktion im zellularen Kontext vermitteln. Potentielle
Kandidaten RNAs stellen hier die sogenannten Y RNAs dar. Diese sind vier kleine
strukturierte ,Stem Loop“ RNAs, die in Wirbeltieren konserviert und essentiell fur die
Initiation der Replikation von chromosomaler DNA sind [232]. In vitro wurde gezeigt,
dass ORC mit allen vier RNAs in vitro interagiert [65]. In der gleichen Studie wird
auch fur HMGAZ1a eine Interaktion mit zwei der vier Y RNAs beobachtet. Die Autoren
postulieren, dass maoglicherweise eine Teilmenge von Origins Uber die HMGAla-
ORC- Y RNA Interaktion definiert wird.

Noch ist der molekulare Mechanismus unklar, wie Y RNAs die Initiation der
Replikation steuern. Es ist denkbar, dass spezifische RNAs ORC direkt an
Replikationsurspringe leiten. Ein Hinweis dafir liefert eine Studie in Tetrahymena, in
der gezeigt wird, dass die 26T RNA eine Komponente von ORC ist und den Komplex
Uber RNA-DNA Hybridisierung an ribosomale DNA leitet [233].

In vitro wurde gezeigt, dass die Orcl Untereinheit bevorzugt einzelstrangige DNA
und RNA bindet und ORC keine Praferenz fur doppelstrangige DNA hat [117,182].
Eine Hypothese ist, dass RNA als ein Mediator dienen konnte, der ORC direkt zu
Origins in héheren Eukaryonten dirigiert. Die RNA kdnnte wie in Tetrahymena durch
Hybridisierung mit DNA ORC an spezifische Stellen im Genom, z.B. an ,R-
Loop“ Strukturen (siehe Kapitel 5.3), lotsen.

Eine Identifizierung von ORC-assoziierten RNAs wird im Vergleich mit
EBNA1/HMGAla-assoziierten RNAs zum einen Hinweis darauf geben, welche
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spezifischen RNAs in der ORC-Chaperon Interaktion eine Rolle spielen. Zum
anderen konnten Hinweise auf die RNAs erhalten werden, die ORC direkt an Origins

leiten.

5.2. Untersuchung der Effizienz von Replikations-
urspringen  hinsichtlich  G4-Strukturen im

Plasmid-System

G4-Motive werden durch Korrelationsstudien mit der Aktivitdt von Replikations-
ursprungen (Origins) in Verbindung gebracht [11,68]. Eine funktionelle Analyse in
einem genomischen ektopischen Kontext ist eher zeitaufwandig und kompliziert. Um
die Funktionalitat von potentiellen Origins zu Uberprifen, ist es von Vorteil ein
einfaches, schnelles und zuverlassiges Testsystem zu haben. Mit dem OriP-Plasmid-
System kénnen mehrere Kandidaten-Sequenzen unkompliziert und relativ einfach
auf Funktionalitat Uberpruft werden. Aufl3erdem erlaubt das OriP-System eine
genetische Manipulation der Plasmide flr Mutationsanalysen. Ein weiterer Vorteil der
OriP-Sequenz ist, dass Replikations- und Plasmiderhaltungsfunktion raumlich
voneinander getrennt untersucht werden kdnnen. Eine stabile Erhaltung der
Plasmide ist durch FR gewahrleistet, wahrend verschiedene DNA-Sequenzen
anstelle von DS eingefugt und auf ihre Replikationskompetenz getestet werden
koénnen. In dieser Arbeit wurde die Replikationseffizienz der durch ,Short-Nascent-
Strands® Analysen neu identifizierten Sequenzen cc2 und cc4 aus dem Maus-Genom

hinsichtlich Lange, Orientierung und G4-Motive untersucht.

5.2.1. Charakterisierung von cc2 und cc4 im OriP-Plasmid-
System

In den ersten Experimenten des Plasmid-Wiedergewinnungsversuchs wurde als
Negativ-Kotroll-Plasmid das delta-DS Plasmid verwendet. Jedoch wurde fir das
Plasmid restliche Replikationsaktivitat festgestellt. Dies wurde auch in der Studie von
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Gerhardt et al.,, (2006) beobachtet und wurde mit der Anwesenheit des Rep*
Elements begrindet. Dieses Element liegt 3' von der DS Sequenz und es wurde
gezeigt, dass es DS funktional, aber ineffizient ersetzen kann [234]. Die relative
Anreicherung gegenuber diesem Plasmid ist nicht sehr hoch, aber signifikant fur OriP
und die cc2 500 und cc4 500 bp Sequenzen. Um bessere Verhdltnisse der
Replikationsaktivitat gegenliber der Negativ-Referenz zu erhalten wurde das 4 X
TetO Plasmid als Negativ-Kontrolle im Plasmid-Wiedergewinnungsversuch
verwendet. Dieses enthalt anstelle des DS Elements vier hintereinander folgende
Sequenzen von Tetrazyklin Operatoren (4 x TetO), die keine Replikationsaktivitat
zeigen [118]. Tatsachlich konnte das Verhéltnis von OriP zur Negativreferenz unter
Verwendung des 4 x TetO Plasmids verbessert werden. Die Steigerung der Effizienz
auRert sich in einer Anreicherung von ca. 3,5-fach zu delta DS bis 10-fach zu 4 x
TetO flr das OriP-Plasmid. Eine Erhéhung des Verhéltnisses wurde auch fir die cc2
500 Sequenz erzielt (von 2,5-fach auf 4-fach) (Abb. 5.2). Folglich wurden die
Analysen mit den G4-Mutanten und cc2 500 Multimeren mit dem 4 x TetO Plasmid

als Negativ-Referenz durchgefihrt.
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Verhiéltnis der Abreicherungen

Abb. 5.2: Verbesserung der Verhéltnisse der Anreicherung zum Negativ-Referenzplasmid im
Plasmid-Wiedergewinnungsversuch. Replikationseffizienzen von OriP und cc2 500 Sequenz im
Verhaltnis zum entsprechenden Negativ-Referenzplasmid. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardfehler
(n=5 fur 4 x TetO, n=7 fur OriP).

Die  OriP-Sequenz diente als Positiv-Referenz  und zeigte  hdchste
Replikationseffizienz in Plasmid-Wiedergewinnungsversuchen. Die 2 kb bzw. 1,9 kb
grolRen Fragmente von cc2 und cc4 zeigen keine Replikationsaktivitat. Die 500 bp
Sequenzen von cc2 und cc4 replizierten sehr effizient im Plasmid-System. c-Myc
diente als humaner Referenz-Origin. Eine 2,4 kb groRe Region 5' des c-Myc
Promotors zeigt im Plasmid-System autonome Replikationsaktivitat und
gewahrleistet stabilen Erhalt der Plasmide tber 300 Zellgenerationen unter Selektion
[188,191,235]. 1,2 kb der c-Myc Sequenz, die 5’ vom Promotor entfernt liegen, sind
ausreichend fur die autonome Replikationsaktivitdt und wurden fir die Plasmid-
Wiedergewinnungsexperimente verwendet [191]. Die Replikationseffizienz der cc4
500 bp Sequenz liegt auf dem Niveau von c-Myc. Das cc2 500 bp Fragment
replizierte sogar 1,5-fach mehr, als die c-Myc Sequenz. In Bezug zu c-Myc wird
ersichtlich, dass die cc2 500 und cc4 500 Sequenz im Plasmid-System sehr effizient

die Replikation unterstitzen.

Um Effekte der Orientierung zu testen wurden die Sequenzen von cc2 500 und cc4
500 umgekehrt in das Plasmid kloniert (Abb. 4.18A (exemplarisch fir cc2)). Diese
umgekehrten Sequenzen zeigen eine signifikante Abnahme der Replikations-
kompetenz im Vergleich zu ihren gerichteten Pendants (Abb. 4.19). Eine mogliche

Erklarung liefert das Modell von Valton et al.,(2014), in dem postuliert wird, dass das
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G4-Motiv zusammen mit einer weiteren Sequenz in cis das Replikator-Element bildet
und die Lage des G4-Motivs auf Leit- oder Gegenstrang die préazise Startstelle fur die
Replikation bestimmt (Abb. 5.3A). Diese tritt ca. 250 bis 280 bp 3' zu den G4-Motiven
in Maus bzw. Humanen Zellen auf [12,14]. Fur die gerichteten 500 bp Sequenzen
von cc2 und cc4 500 ist demnach auszugehen, dass die Initiation jeweils auRerhalb
auf der Plasmidsequenz liegt. Bei Umkehrung der Sequenz beginnt die Replikation
innerhalb der OriP-Sequenz zwischen FR und der cc2 (bzw. cc4) Sequenz (Abb.
5.3B). Fur das FR-Element wurde gezeigt, dass es bei EBNA1-Bindung als Barriere
und Terminationsstelle fur die virale Replikation fungiert [236-238]. Es ist moglich,
dass die Replikationseffizienz fur die umgekehrten cc2 und cc4 500 Sequenzen

deshalb reduziert ist, weil die Replikation an FR blockiert wird.

A
'./‘./‘./\./\I‘./\./‘/\E

Replication
initiation

VAVAVAV A
—_
Replicator
Replicator
DADPANNSY < —> VIV
Replication initiation l L
B
L ‘— h \: ; - ¢c2 500, gerichtet

—
- ' W cc2 500, umgekehrt
< <
A

Abb. 5.3: Einfluss von G4-Strukturen auf die Initiation der DNA Replikation (Modell von Valton
et al., (2014)). (A) Die Replikator-Sequenz setzt sich aus der G4-Struktur und dem cis-Modul (oranges
Rechteck) zusammen. Die Position der G4-Struktur bestimmt die Stelle der Replikationsinitiation (Bild
enthommen aus [151]. (B) Fur die gerichtete cc2 500 Sequenz (schwarzes Rechteck) liegen die
Initiationsstellen der Replikation fir G4#1 und G4#2 (rote Balken) ca. 280 bp 3' auf der
Plasmidsequenz (durch Pfeile gekennzeichnet, graue Linie). Fiir die umgekehrte cc2 500 Sequenz
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liegen die Initiationsstellen der Replikation fir G4#1 und G4#2 ca. 280 bp 3' auf der OriP-Sequenz
(durch Pfeile gekennzeichnet, schwarze Linie). FR gebunden von EBNAL blockiert die Replikation.

5.2.2. Der Einfluss der G4-Motive auf die Replikation von cc2
500 im Plasmid-System

In der Studie von Valton et al., (2014) wurde die Aktivitdt von zwei Replikations-
urspringen aus der lymphoiden Huhn-Zelllinie DT 40 [239] hinsichtlich G4-Motive
untersucht. Dabei wurde der gut charakterisierte Origin R* und ein neuer Origin
med14 verwendet (Abb. 5.4). Von " und von med14 Origin wurden ein bzw. zwei
G4-Motive mutiert. Die Aktivitat der Origins wurde anhand von ,Short Nascent
Strands® analysiert. Dabei wurde herausgefunden, dass in med 14 die beiden G4-

Motive kooperativ und additiv zur Aktivitat des Origins beisteuern.

A B
4 5
o8]
g A
e | i —{ B*pro
GA#4: GGBAGGBGTGGAGCCGAGCGCGAGGGGCGGGE (12) G4: GGGGGGGGGGGGGGCGGE (42)
G4#5: GGGCTGAGTTGTATGGGGGGGGGGGE (32)
C
Ga#l: GGGGGATGGGGTTGGAATGGGGGCGGG (38)
GA#2: TGGTTTCCCTGGATAGGAACAAAGTGGGGC (16)

Abb. 5.4: Schematische Darstellung von Replikationsurspriingen in Huhn-Zellen. (A) med14
Origin (weilRes Rechteck) mit zwei G4-Motiven G4#4 und G4#5 (rote Balken), die ca. 280 bp 5' der
Replikationsinitiationsstelle liegen. (B) R" Origin (weiBes Rechteck) mit G4-Motiv (roter Balken), das
ca. 280 bp 5‘ der Replikationsinitiationsstelle liegt. IL2R: Gen des Interleukin 2 Rezeptors. Zahlen in
Klammern geben den G-score fiir das entsprechende G4-Motiv an. Abb. entnommen und modifiziert
aus [68]. (C) G-scores und G4-Motive der cc2 500 Sequenz

In der cc2 500 Sequenz sind nur zwei G4-Motive verglichen mit neun Motiven in cc4
500 enthalten. Die funktionelle Analyse hinsichtlich der G4-Motive durch
Mutationsanalysen ist mit der cc2 500 Sequenz erleichtert und wurde deshalb fur die

weitere Untersuchung verwendet.

Um die Wirkungsweise der G4-Motive auf die Replikationsaktivitdt zu untersuchen,

wurden Mutationen in den zwei G4-Motiven der cc2 500 Sequenz generiert. Dies
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resultierte in zwei einzelnen Mutanten von jeweils G4#1 und G4#2 und einer
Doppelmutante, die im Plasmid-Wiedergewinnungsversuch analysiert wurden. Die
Doppelmutante zeigt keine Replikationsaktivitat, was vergleichbar mit dem
Replikationsniveau der G4#2-Mutante ist. Eine Mutation des ersten G4-Motivs
resultierte in einer Replikationseffizienz auf dem Niveau der Negativkontrolle (4 x
TetO), replizierte jedoch ca. 3 mal mehr als die Doppel und G4#2-Mutante (Abb.
4.20B). Das zweite G4-Motiv scheint somit eine entscheidende aber nicht
ausreichende Funktion fur die Replikationseffizienz der cc2 500 Sequenz zu haben.
Nur bei Anwesenheit beider G4-Motive wird die Effizienz von cc2 500 erreicht. Dies
zeigt, dass fur die Replikationseffizienz des cc2 500 eine Kooperation beider G4-
Motive bendtigt wird. Die Wirkung der Motive ist in diesem Fall nicht additiv, wie sie
von Valton et al., (2014) fur den med14 Origin beschrieben wird.

Ein 330 bp-Fragment von cc2, eine Deletion von 78 bp stromaufwarts vom ersten
und 92 bp stromabwarts vom zweiten G4-Motiv bzgl. der cc2 500 Sequenz, hebt die
Replikationsfunktion auf. In der cc2 500 Sequenz tragen somit noch weitere
Elemente zur Aktivitat bei. Mdglicherweise handelt es sich um eine weitere
kooperative Sequenz in cis, wie es in Valton et al., (2014) fur den R" Origin
beschrieben wurde.

Fir die einzelnen G4-Motive wurde mit der ,QGRS Mapper® Software [181] die
Wabhrscheinlichkeit zur G4-Struktur-Bildung mit dem G-score angegeben. Der G-
score ist ein Mal3 dafur, wie wahrscheinlich ein G4-Motiv eine G4-Struktur ausbildet.
Fur die Berechnung wird die Anzahl der G4-Tetraden und die Anzahl der
dazwischenliegenden Nukleotide berlcksichtigt. Je mehr G4-Tetraden gebildet und
weniger Nukleotide zwischen den Tetraden liegen, desto stabiler ist die Struktur [240].
Die G-scores fur die zwei G4-Motive G4#4 und G4#5 im med14 Origin mit G-scores
von 12 bzw. 32 sind vergleichbar mit denjenigen fur G4#1 und G4#2 in der cc2 500
Sequenz (G-score ist 38 bzw. 16) (Abb. 5.4B/C). Die G4-Motive mit G-scores von 12
und 16 bilden zwei, diejenigen mit G-scores von 32 und 38 drei Tetraden aus. Eine
Mutation in med14 im G4-Motiv #5 mit drei Tetraden bewirkt eine grof3ere Abnahme
der Replikationsaktivitat als die Mutation in G4#4 mit zwei Tetraden [68]. Dies wurde
bedeuten, dass stabilere G4-Strukturen einen signifikanteren Einfluss auf die
Replikationsaktivitat haben. Interessanterweise ist es bei den Mutationsanalysen von
G4#1 und G4#2 in cc2 500 nicht so deutlich. In diesem Fall wird tendenziell eine

starkere Abnahme der Replikationsaktivitat mit einer Mutation im zweiten G4-Motiv
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beobachtet, das nur zwei Tetraden ausbildet. Dies zeigt, dass die Hbhe des G-
scores von einzelnen G4-Motiven nicht per se deren Einfluss auf die
Replikationseffizienz eines Origins widerspiegelt. Eine weitere Untersuchung mit
synthetisch generierten G4-Motiven mit unterschiedlicher Stabilitdt konnte Einsicht in
die Parameter (Anzahl der G-Tetraden, Anzahl der dazwischen-liegenden
Nukleotide) geben, die fur die Replikationsfunktion benétigt werden. Da G4-
Strukturen auch inhibierend auf die DNA Replikationsmaschinerie einwirken
[197,241], lohnt sich die Aufklarung, welche Parameter von G4-Motiven die Effizienz

und welche die Inhibition beeinflussen.

5.2.3. Einfluss der Multimerisierung auf die Replikations-

effizienz von cc2 500 bp

Die Replikationseffizienz von Multimeren der cc2 500 bp Sequenz wurde in dieser
Arbeit getestet, um zu untersuchen, ob die G4-Motive G4#1 und G4#2 bei
Multimerisierung zu einer Effizienzsteigerung fihren und mdglicherweise das Niveau
eines viralen Replikationsursprungs, wie OriP, erreichen. AufRerdem wurde
untersucht ob das zweite G4-Motiv alleine bei Multimerisierung der cc2 500 delta
G4#1 Sequenz zu einer Effizienzsteigerung fuhrt und die Replikationsfahigkeit des
Monomers induzieren kann. Dass eine Multimerisierung von Origin-Sequenzen zu
einer Effizienzsteigerung der Replikation im Plasmid-System fuhrt, zeigt die Studie
von Gerhardt et al., (2006). Hier hat der neu identifizierte Replikationsursprung or6
eine moderate Replikationsaktivitat im Plasmid-Wiedergewinnungsversuch. Mit einer
Multimerisierung der 250 bp Sequenz des or6 wird ein linearer Anstieg der
Replikationseffizienz im Plasmid-Wiedergewinnungsversuch mit der Monomer-,
Dimer- und Tetramer-Sequenz bewirkt. Die Hexamer-Sequenz des or6 repliziert nicht
mehr. Die Multimerisierung der relativ schwach-replizierenden or6 Sequenz erzielt
hier eine Erh6hung der Replikationseffizienz [110]. Eine Effizienzsteigerung wird
ebenfalls mit Multimeren des Rep*-Elements von OriP beobachtet. Acht
hintereinander folgende Sequenzen von Rep* replizieren genauso effizient wie das
DS-Element [238].
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Von der cc2 500 Sequenz wurden Dimere und Tetramere der Sequenzen generiert.
In beiden Fallen nimmt die Replikationsaktivitat fur die Dimere tendenziell ab. Die
Tetramer-Sequenzen replizieren nicht mehr. Dies zeigt, dass mit einer
Multimerisierung eines effizienten Motivs nicht per se die Replikationseffizienz erhdht
bzw. induziert wird. Ein méglicher Grund fur die Abnahme der Replikationsaktivitat ist,
dass die zusatzlichen G4-Motive die Replikation eher inhibieren anstatt erhéhen. Auf
diesen Aspekt wird im nachsten Kapitel ndher eingegangen. Dagegen beinhaltet der
or6 Origin eine AT-reiche Sequenz, die die Entwindung der DNA und somit den Start

der Replikation moglicherweise begunstigt [110].

5.2.4. Faktoren, die die Aktivitat von Origins im Plasmid-

System beeinflussen

Die beiden Volllangen-Sequenzen von cc2 und cc4 replizieren nicht im Plasmid-
System. Die Grinde dafir sind nicht klar und kdnnen vielfaltig sein. Auch G4-Motive
sind Hindernisse fir die Replikationsmaschinerie [197,242]. Mdglich ist, dass eine
Zunahme der Anzahl an G4-Motiven innerhalb einer Sequenz mit einer Abnahme der
Replikationsaktivitat korreliert. Die These wird durch die Beobachtung gestitzt, dass
die OriP-Sequenz keine G4-Motive enthalt und im Plasmid-System am besten
repliziert. Die cc2 500 Sequenz hat mit zwei G4-Motiven die zweithéchste Effizienz,
gefolgt von cc4 500 mit neun und c-Myc mit 13 G4-Motiven. Die jeweils ca. 2 kbp
Sequenzen von cc2 und cc4 beinhalten 16 und 20 G4-Motive und zeigen keine
Replikationskompetenz im Plasmid-System. Im ektopischen Kontext, in dem die
Volllangen-Sequenzen von cc2 und cc4 Replikation vermitteln (persdnliche Mitteilung
M. Méchali), sind im Genom mdglicherweise andere Faktoren in cis oder in trans an

der Regulation der G4-Motive beteiligt, die im Plasmid-System nicht vorhanden sind.

Ebenso denkbar ist, dass sich eine weitere inhibierende Sequenz innerhalb von cc2
und cc4 befindet. Dass Bereiche in Origin-Sequenzen die Replikationseffizienz
negativ beeinflussen, zeigen Valton et al., (2014) den B Origin. Unterstiitzt wird die
These zudem mit der Untersuchung einer ca. 1000 bp grof3en Sequenz des LaminB2
Origins im OriP-Plasmid-System in unserem Labor (Dissertation Jeannine Gerhardt).
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Diese Sequenz zeigte keine Replikationsaktivitat, ein ca. 750 bp Fragment des
LaminB2 hingegen schon. Die Annahme ist, dass eine zusatzliche Sequenz eine

inhibierende Funktion auf die Replikation des 1000 bp Sequenz des LaminB2 austibt.

In der Studie von Haase et al., (1991) wurde beobachtet, dass die Replikation von
FR-Plasmiden mit humanen Sequenzen als Replikationsurspringen durch eine 5'
vorgeschaltete Sequenz des CMV Promotors inhibiert wird. Nach Aktivierung des
CMV Promotors durch Insertion des GFP Gens wurde die Inhibition aufgehoben
[243]. Dies deutet darauf hin, dass aktive Transkription stimulierend auf den
Replikationsprozess einwirkt.

Auch die 1000 bp lange Sequenz des LaminB2 Origins enthalt eine inaktive
Promotor-Sequenz, die die Replikation im Plasmid-System madglicherweise inhibiert,
wahrend die verkirzte Variante ohne Promotor-Sequenz hingegen die Replikation
unterstitzt (Dissertation Jeannine Gerhardt).

Ob Transkriptionsaktivitat die Replikationseffizienz der cc2 und cc4 Sequenzen
beeinflusst wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, aber ist sicherlich ein
interessanter Aspekt fur weitere Analysen. Eine exemplarische Analyse der cc2
Sequenz hinsichtlich  Transkriptionsfaktorbindestellen unter Verwendung der
Software PROMO 3.0 [244,245], ergab, dass die Anzahl der potentiellen Bindestellen
von 906 fir die cc2 Volllangen-Sequenz auf 321 fur cc2 500 bis hin zu 164 fur die
330 bp Sequenz abnimmt (Abb. 9 (Anhang)). Ein moglicher Grund, warum die 2 bzw.
1,9 kb langen Sequenzen von cc2 (und cc4) im ektopischen Kontext replizieren,
kénnte demzufolge auf aktive Promotoren zurtickgefuihrt werden, die jedoch im
Plasmid-System inaktiviert sind und inhibierend auf die Replikation einwirken.
Studien zeigen, dass Regulationsproteine der Transkription sowohl positiv als auch
negativ DNA Replikation beeinflussen kdonnen [246,247]. Anhand der Ergebnisse mit
dem 330 bp-Fragment von cc2 im Plasmid-Wiedergewinnungsversuch wurde gezeigt,
dass eine weitere Sequenz in cis fur die Replikationsfunktion von cc2 500 bendtigt
wird. Valton et al., (2014) grenzten die Sequenz des cis-Moduls fur die Aktivitat des
R" Origins auf 200 bp ein. Die Autoren postulieren, dass die Bindung von weiteren
Proteinfaktoren, wie Transkriptionsfaktoren an die cis-Sequenz die Initiation der
Replikation erleichtert. Dies kénnte auch fur die cc2 500 Sequenz der Fall sein. Die
minimale cis-Sequenz konnte in weiteren Analysen eingeschrankt und auf Bindung-

spezifischer Transkriptionsfaktoren untersucht werden.
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Limitierend auf die Untersuchung im Plasmid-System kénnte auch die Lange der zu
untersuchenden Sequenzen wirken. Unterstitzt wird diese These, dass die
Sequenzen von cc2 und cc4 die Replikation mit einer Lange von 2 bzw. 1,9 kb im
Plasmid-System nicht unterstiitzen, im ektopischen zellularen Kontext von Hela-
Zellen jedoch Replikation vermitteln. Zudem wurde fur die Dimer- und Tetramer-
Sequenzen von cc2 500 mit einer Lange von 1000 bp bzw. 2000 bp eine Abnahme
der Replikationsaktivitat im Plasmid-System beobachtet. Auch das Hexamer der or6
Sequenz mit einer Lange von 1500 bp replizierte im OriP-Plasmid-System nicht mehr,
die Tetramer-Sequenz mit einer Lange von 1000 bp hingegen schon (Dissertation
Jeannine Gerhardt). Letztere entspricht der Lange der Sequenz der cc2 500 Dimere,
die noch 2- bis 3-fache Replikationsaktivitat gegentiber der Negativreferenz zeigen.
Die c- Myc Sequenz mit einer Lange von 1,2 kb unterstitzt die Replikation (Abb.
4.19). Das deutet darauf hin, dass moglicherweise die optimale Lange einer Sequenz,

die im OriP-Plasmid-System analysiert werden kann zwischen 1,2 kb und 1,5 kb liegt.

Dies steht jedoch im Gegensatz zu den Studien aus dem Labor von M. Calos, die
zeigen, dass humane Sequenzen erst ab einer L&nge von 6 kb im OriP-basierten
Plasmid-System effizient replizieren und die Replikationseffizienz mit der Zunahme
der Lange steigt [132,133]. Zudem bleiben die Plasmide bis zu zwei Monate unter
Selektion in Zellen erhalten. Es ist jedoch mdglich, dass sehr lange Sequenzen eher
einen Origin enthalten als kurze Sequenzen und die Wahrscheinlichkeit erhoht ist,
dass epigenetische Elemente innerhalb von zwei Monaten ausgebildet werden, die
zur Replikationsfunktion beitragen. Dies ist mdglicherweise im transienten Versuch,

wie er mit den cc2 und cc4 Sequenzen durchgefihrt wurde nicht der Fall.

Weiterhin ist ein Einfluss der Nukleosomen-Positionierung auf die
Replikationseffizienz der untersuchten Sequenzen denkbar. Fur OriP wird eine
prazise Nukleosomenstruktur beobachtet, die durch Modifikationen die Origin-
Aktivitdt stark verdndern kann [248]. G4-Strukturen stellen Nukleosomen-freie
Regionen dar [12]. Eine Aufhebung des G4-Motivs konnte die Nukleosomen-

Positionierung und somit die Replikation des Plasmids beeinflussen.

Weitere Studien hinsichtlich der Faktoren, die auf die Repliaktionsfunktion im
Plasmid-System einwirken und der Eigenschaften des cis-Elements erscheinen in

Zukunft lohnenswert.

131



Diskussion

Zusammengefasst stellen die G4-Motive der cc2 500 bp Sequenz spezifische
genetische Elemente dar, die die Replikation im plasmidalen Kontext auf kooperative
Weise fordern. Eine Erhéhung der Anzahl potentieller G4-Strukturen hat
maoglicherweise einen inhibierenden Einfluss auf die Replikationseffizienz von Origins

im Plasmid System.

5.2.5. Untersuchung der Assoziation von ORC und MCM2-7 an
die G4-Motive der cc2 500 bp Sequenz

Eine mogliche Erklarung wie G4-Motive zur Replikationseffizienz beitragen ist, dass
ORC G4-Strukturen erkennt, bindet und Replikationsurspriinge markiert. Diese
Hypothese stimmt mit einer Studie von Hoshina et al., (2013) darin Uberein, dass
ORC praferentiell einzelstrangige DNA und RNA in vitro bindet, die G4-Motive
enthalten. Die Studie von Cayrou et al., (2015) zeigt, dass die G4-Strukturen, die ca.
250 bp 5' zur Replikationsinitiationsstelle in humanen Zellen liegen Nukleosomen-
freie Regionen darstellen. In S. cerevisae und D. Melanogaster ist die ARS
Konsensus-Sequenz Nukleosomen-frei bzw. die ORC-Bindung mit offenem
Chromatin assoziiert [23]. In Saugerzellen hingegen sind die Initiationsstellen (IS) mit
Nukleosomen assoziiert, wahrend die G4-Strukturen 5' der IS Nukleosomen-frei sind
[12]. Die Autoren postulieren, dass ORC an die Nukleosomen-freie G4-Struktur
bindet, weitere pre-RC Proteine rekrutiert und ca. 250 bp 3' entfernt Replikation
initiiert wird [12].

Bislang beschrankt sich die Analyse von Origins auf die Analyse von ,Short-Nascent-
Strands®. Diese zeigt jedoch nur die Origins, welche in der S Phase aktiviert werden.
In der G1-Phase werden jedoch viel mehr Origins durch Binden des pre-RC lizenziert
als in der S-Phase aktiviert werden. Es ist interessant welche Faktoren zur ORC
Bindung und spater zur Aktivierung beitragen. Dazu wird die Information tGber die
ORC-Bindestellen bendétigt. Die ChIP Analysen stellt hierfir die Methode der Wabhl
dar. Allerdings erschwert die geringe Sequenz-Spezifitdt von ORC zu seinen DNA-
Sequenzen eine eindeutige und sensitive genomweite Analyse der Bindestellen Uber
ChIP-Analyse. Deshalb gibt es bislang auch keine Daten, bzgl. einer Korrelation von
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ORC-Bindestellen mit G4-Motiven. Die Analyse der ORC Bindung im Plasmid-
System wird dadurch erleichtert, da die Plasmide in einer h6heren Kopienzahl in den
Zellen vorliegen als die chromosomale DNA. Dadurch wird die Detektion der ORC-
Anreicherung erleichtert. Im Plasmid-System kann das G4-Motiv direkt hinsichtlich

einer Assoziation mit ORC untersucht werden.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal Uberprift, ob ORC mit den G4-Motiven
interagiert und somit potentielle pre-RC Assemblierungsstellen kennzeichnet. Die
Assoziation von Orc2 und Mcm3 an die G4-Motive der cc2 500 bp Sequenz wurde
Uber ChIP Analyse im OriP-Plasmid-System untersucht. Die Analyse wurde mit
Zellen durchgeflhrt, die vier bzw. 14 Tage nach Transfektion geerntet wurden. Nur
die ChIP-Analyse des Langzeit-Experiments resultierte in einer spezifischen

Anreicherung von Orc2 und Mcm3 am Positiv-Referenzlokus DS.

Ein Grund dafir ist, dass im Langzeit-Versuch die Zellen, die mit Plasmiden
erfolgreich transfiziert wurden, durch Selektion angereichert werden und mehr
Ausgangsmaterial fur die ChlP-Analyse zur Verfiigung steht. Ein weiterer Grund ist,
dass sich nach 14 Tagen die Chromatinumgebung auf dem Plasmid etabliert hat und
sich pre-RCs stabil ausbilden. Unterstitzt wird dies mit der Studie von Zhou et al.,
(2005), in der gezeigt wurde, dass sich nach sechs Tagen Post-Transfektion von
OriP-Plasmiden sich stabil Nukleosomen flankierend um DS positionieren und Ziel
von postranslationalen Modifikationen sind, deren Rolle in der Replikationsfunktion

noch nicht geklart ist.

Im Langzeit-Versuch wird keine spezifische Anreicherung von Orc2 und Mcm3
Proteinen an den G4-Motiven G4#1 und G4#2 in der cc2 500 bp Sequenz
beobachtet. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die G4-Motive in cc2 500 keine
direkten Bindestellen fur ORC darstellen. Dies wirde das Modell der direkten
Assoziation von ORC mit G4-Motiven widerlegen. Jedoch sind weitere Analysen
notig, um zu verifizieren, dass die G4-Motive in der cc2 Sequenz tatséchlich G4-
Strukturen ausbilden und ob sie unter den ChiP-Bedingungen stabil erhalten bleiben.
Zudem ist es moglich, dass G4-Strukturen aufgrund ihrer hohen thermodynamischen
Stabilitat fur die gPCR Analyse problematisch sind und nicht vollstandig denaturiert
werden konnen, was zu der falschen Schlussfolgerung fuhrt, dass ORC nicht mit G4-
Strukturen assoziiert. Demnach koénnten noch langere Denaturierungszeiten in der

gPCR getestet werden.
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Eine Methode die Bildung von G4-Strukturen in der cc2 500 Sequenz zu uUberpriufen
ist die ,Circular Dichroism“ (CD-) Spektroskopie, mit der Informationen Uuber
Sekundarstrukturen von Nukleotidsequenzen erhalten werden. G4-Strukturen zeigen
fur verschiedene Konformationen unterschiedliche Spektren in der DC-Spektroskopie.

Eine andere Mdglichkeit stellt die Verwendung eines Antikorpers dar, der spezifisch
G4-Strukturen erkennt. Das Labor von S. Balasubramanian generierte den
spezifischen anti-G4-Antikérper BG4, der hohe Affinitat zu intra- und intermolekulare
G4-Strukturen hat [249]. Dieser Antikorper wurde zudem erfolgreich in
Immunfluoreszenz verwendet, um G4 in DNA sowie in RNA zu visualisieren
[249,250]. Die Anwesenheit der G4-Motive in der cc2 500 Sequenz kdnnte in einer

Immunprazipitation mit dem Antikérper unter ChlP Bedingungen Uberprift werden.

5.3. Modelle hinsichtlich der Rolle von G4-Strukturen
in der DNA Replikation

In der Literatur werden vorwiegend Modelle fir G4-Strukturen beschrieben, die die
Replikation inhibieren. Cayrou al., (2015) schlagen fur G4-Motive eine Rolle als
molekularer Schalter bei der Aktivierung der Replikation vor. Eine Destabilisierung
der G4-Strukturen in der S-Phase konnte zur Aktivierung des pre-RC beitragen.
AulRerdem konnten G4-Motive ein Pausieren der Replikationsmaschinerie wie bei der
Transkription bewirken [12,251]. Kanoh et al., (2015) beschreiben eine Funktion von
G4-Motiven in der zeitlichen Abfolge des Replikationsprozess. G4-Strukturen dienen
dabei als Bindestellen fir das Protein Rifl, das unter anderem in der Regulierung der
Replikationsabfolge eine Rolle spielt. Dafur bindet Rifl ein Konsensusmotiv, welches
in vitro G4-Strukturen bildet [252]. Bei Mutation dieser G4-Motive replizieren spéate

Origins friih und ,ruhende” Origins werden aktiviert.

Einen stimulierenden Effekt von G4-Motiven fir die DNA Replikation beschreibt das
Modell, in dem ORC mit den G4-Motiven assoziiert und Replikationsurspriinge
markiert. Dieses Modell wird durch den Befund bestarkt, dass die Orcl Untereinheit
G4-ssDNA und -RNA in vitro bindet und G4-Strukturen Nukleosomen-freie Regionen
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sind, die die Bindung von Proteinen an die DNA beginstigen ([12,182]. Die
Replikationseffizienz von cc2 500 wird von den zwei G4-Motiven zwar positiv
beeinflusst, jedoch konnte dies nicht auf eine Interaktion von ORC mit den G4-
Strukturen zurlckgefuhrt werden. Eine Hypothese fur die cc2 500 Sequenz ist, dass
maoglicherweise weitere Proteinfaktoren bei der Erkennung von G4-Strukturen in
Abhangigkeit einer weiteren cis-Sequenz beteiligt sind und ORC rekrutieren. Durch
die indirekte Bindung uber weitere Proteine wird deshalb nicht direkt an den G4-
Motiven ORC detektiert. Um dieses Modell zu Uberprifen, missen die ORC-
Bindestellen in der cc2 500 Sequenz identifiziert werden und dann die Assoziation in

Abhangigkeit der G4-Motive untersucht werden.

Ein anderes Modell verbindet DNA und RNA G4-Strukturen mit dem
Replikationsprozess [253]. Sogenannte R-loop“ Strukturen stellen dabei einen
weiteren Mechanismus dar, wie ORC an Replikationsurspringe rekrutiert wird. ,R-
loops“ sind Hybridstrukturen aus einer DNA- und RNA-Sequenz, welche haufig in
CpG-reichen Promotor und Terminationsregionen von Genen auftreten [253]. Sie
entsteht durch die Transkription eines C-reichen Stranges durch die RNA
Polymerase Il [253]. Die synthetisierte G-reiche RNA hybridisiert dann mit dem
Templatstrang der DNA und verdrangt die nicht-Templatsequenz. Die DNA/RNA
Hybridstruktur ist thermodynamisch stabiler als die DNA-Helix [254]. Durch
genomweite Voraussagen fur ,R-Loop“ Strukturen wurde gezeigt, dass diese
Strukturen verstreut im humanen Genom auftreten [255,256].

Die Bildung von G4-Strukturen ist fur die einzelstrangige DNA-Sequenz der ,R-
Loop*“ Struktur erleichtert. Genauso kann die neu transkribierte RNA G4-Strukturen
ausbilden. Da ORC praferentiell ssSDNA und RNA bindet, die G4-Motive haben [182],
kénnte ORC einerseits direkt an die freigelegte ssDNA binden oder tber Bindung der
RNA G4-Struktur zur ,R-Loop“ Struktur rekrutiert werden [253]. Fir die cc2 500
Sequenz wird dieses Modell nicht bestétigt, da keine direkte ORC-Assoziation mit
den G4-Motiven beobachtet wurde. Eine Mdglichkeit ist, dass RNAs in der Interaktion
zwischen ORC und seinen Chaperonen (EBNA1 und HMGAla) eine Rolle spielen

und, dass G4-Motive hier eine Bedeutung haben.

EBER1 wurde in dieser Arbeit als erste spezifische RNA ermittelt, die die Interaktion

zwischen EBNA1 und ORC in vitro vermittelt. Die EBER-RNAs sind fur die

Replikation des EBV-Genoms nicht essentiell, da eine Deletion in EBV-positiven

Zellen keinen Effekt auf die Replikation des EBV-Genoms zeigte. Es wurde nicht
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Uberpruft, ob ORC an EBER1 in Abhangigkeit der G4-Motive bindet. Ob EBER1 eine
Rolle in der Erkennung von zellularen ,R-Loop“ Strukturen spielt ist bisher nicht
bekannt. Eine Analyse hinsichtlich ORC- und Chaperon-assoziierter RNAs kdnnte
Aufschluss Uber jeweils die RNA-Spezies geben, die unter dem Aspekt von ,R
loops“ bzw. in der Chaperon Interaktion eine Rolle spielen und an der Selektion von

Replikationsursprungen beteiligt sind.
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6. Zusammenfassung

6.1. Zusammenfassung

Die Duplikation des Genoms beginnt an den Replikationsurspriingen (Origins) die
durch der Bildung des Pra-Replikationskomplex (pre-RC) als replikations-kompetent
markiert werden. Das initiale Binden des hexameren Origin-Erkennungs-Komplex
(ORC) ist der erste Schritt zur Bildung des pre-RC.

Die Verteilung der Origins auf dem Genom ist sehr flexibel, aber nicht zufallig und ist
von vielen Faktoren des Chromatins abhéngig. Unter anderem werden in jingster
Zeit die von Guanin-reichen Nukleotidsequenzen ausgebildeten vierstrangigen
helikalen G-Quadruplex (G4) Strukturen mit der Selektion und Effizienz von
Replikationsurspringen in Verbindung gebracht.

Diese Arbeit hatte das Ziel diese Verbindung naher zu untersuchen. Dazu wurde ein
Replikations-System basierend auf dem gut charakterisierten Replikationsursprung
des Epstein-Barr Virus (EBV), OriP, verwendet. OriP vermittelt wahrend der latenten
EBV Infektion die extrachromosomale Replikation des viralen Genoms. Dieser
Prozess ist abhangig vom viralen Protein EBNAL, das ORC an OriP rekrutiert. Es
wurde gezeigt, dass die ORC-EBNAL Interaktion Gber RNAs vermittelt wird [117].

Ein Ziel dieser Arbeit war es, spezifische RNAs fir die Interaktion von ORC mit
EBNA1 zu identifizieren und zu charakterisieren. Ribonukleoprotein-
Immunpréazipitation (RIP) aus EBV-positiven Raji Zellen identifizierten EBER1 und
EBER2 als EBNAl-spezifische virale RNAs. Aus in vitro ORC ,pull-
down® Experimenten ging EBER1 als spezifische RNA hervor, die die Interaktion
zwischen EBNA1l und ORC vermittelt. Mutationsanalysen von EBER1 mit
anschlielBenden Electromobility Shift Assays zeigten, dass EBNAL praferentiell die
~otem-Loop“ Strukturen der EBER1 bindet und dass die zwei G4-Motive in EBER1
fur die Interaktion nicht notwendig sind. Eine 100 b Sequenz von EBER1 mit drei
~otem-Loop“ Strukturen wurde als Interaktionsdomane identifiziert.

Fur die Identifizierung von zellularen EBNA1-spezifischen RNAs wurde die Methode
der Ribonukleoprotein-Immunprazipitation aus Raji Zellen anhand eines RNAse T1

Verdaus des immunprazipitierten EBNA1-EBER1 Komplex optimiert. Die nicht-
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kodierenden zellularen RNAs RNU1 und RNU2 wurden als mégliche Interaktionspartner
fur EBNAL identifiziert.

In vitro wird die Interaktion zwischen ORC und EBNA1 durch G4-RNA vermittelt [166].
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von RNA G4-Strukturen auf die Replikation des
EBV-Genoms untersucht. Dafir wurden Raji Zellen mit dem G4-bindenden Inhibitor
TmPyP4 behandelt und die relative EBV-Kopienzahl sowie die Ausbildung des pre-
RC an OriP untersucht. Sowohl die virale Replikation als auch die Ausbildung des
pre-RC wurde in Anwesenheit von TmPyP4 nicht beeinflusst. Dies deutet darauf hin,
dass entweder TmPyP4 nicht selektiv an den fir die EBNA1-ORC Interaktion
relevanten RNA G4-Strukturen in vivo bindet oder G4-Strukturen keine Rolle fir die
EBNA1-ORC Interaktion an OriP spielen.

Um den Einfluss von DNA G4-Strukturen auf die Effizienz von
Replikationsurspringen zu untersuchen, wurden zwei potentielle Origin Sequenzen
aus dem Maus-Genom, cc2 und cc4 im OriP Plasmid-System untersucht. Die
Replikationsfunktion wurde auf je eine 500 bp groRe Sequenz zurtckgefihrt.
Mutationsanalysen hinsichtlich der zwei G4-Motive in der cc2 500 Sequenz zeigten,
dass beide G4-Motive kooperativ zur Replikationsfunktion beitragen. Eine 330 bp
Sequenz des cc2 mit beiden G4-Motiven replizierte jedoch weniger effizient als die
500 bp Sequenz, was darauf hindeutet, dass ein weiteres Element in cis zur
Replikationseffizienz der cc2 Sequenz beitragt. Die Multimerisierung der cc2 500
Sequenz bewirkte eine Abnahme der Effizienz, was darauf hinweist dass G4-
Strukturen auch einen inhibierenden Effekt auf die DNA-Replikationsmaschinerie

ausuben.

Zur Untersuchung einer moglichen Assoziation von ORC mit DNA G4-Strukturen
wurden Chromatin-Immunprazipitationen (ChlP) durchgefiihrt. ORC und Proteine des
pre-RCs wurden nicht im Zusammenhang mit den G4-Motiven der cc2 500 Sequenz
detektiert. Das deutet darauf hin, dass die G4-Motive in der cc2 500 Sequenz keine
direkten Bindestellen fir ORC darstellen. Ob die Ergebnisse fiir den genomischen
Kontext zutreffen und welcher Mechanismus bei der Regulierung der
Replikationseffizienz Uber G4-Motive zu Grunde liegt, muss noch in weiteren Studien

mittels weiterer Mutations- und ChiP-Analysen bestimmt werden.
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6.2. Summary

Duplication of the genome starts at loci (called replication origins) that are marked as
replication-competent by the formation of a pre recognition complex (pre-RC), the
first step in the process being the binding of the hexameric origin recognition complex
(ORC).

The distribution of origins across the genome and their activation is flexible but not
random and depends on several characteristics of the chromatin. In recent years G-
guadruplex (G4) structures that are formed by guanine-rich nucleotide sequences
have been increasingly brought into association with the selection as well as
efficiency of replication origins. This work aimed at achieving a closer understanding
of this association. For this purpose a replication system based on OriP, the well
characterized origin of replication of the Epstein-Barr virus (EBV) was utilized. OriP
mediates the extrachromosomal replication of the viral genome during the latent
phase of EBV infection. This process is dependent on the viral protein EBNAL.
EBNAL1 recruits ORC on OriP in a process that has been demonstrated to be
mediated by RNAs [117].

An aim of this work was to identify and characterize RNAs that mediate the
interaction between ORC and EBNAL. Ribonucleoprotein Immunoprecipitation (RIP)
studies on the EBV-positive Raji cell line identified EBER1 and EBER2 as EBNA1-
specific viral RNAs. In vitro ORC pull-down assays established EBERL1 as a specific
RNA mediating the interaction between EBNA1 and ORC. Mutation analysis of
EBERL1 in combination with electromobility shift assays showed that EBNA1
preferentially binds stem-loop structures in EBER1 and that G4 motifs in EBER1 are
not required for this binding. A 100 b sequence in EBER1 with three stem-loop
structures was identified as the interaction domain.

For the purpose of identifying EBNA1-specific cellular RNAs, an RIP method was
optimized with regard to RNAse T1 digestion of immunoprecipitated EBNA1-EBER1
complexes from Raji cells. The non-coding cellular RNAs RNU1 and RNU2 were
identified as potential EBNAL interaction partners.

The in vitro interaction between ORC and EBNA1 has previously been reported to be
mediated by G4-RNA [166]. In this work the influence of RNA G4 structures on the
replication of the EBV genome was investigated. For that purpose Raji cells treated

with the G4-binding inhibitory molecule TmPyP4 were studied for relative EBV copy
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numbers as well as for the formation of pre-RC at OriP. TmPyP4 did not affect viral
replication nor did it influence the interaction of EBNA1 with ORC at OriP, indicating
either that TmPyP4 does not bind in vivo with RNA G4 structures relevant for
EBNA1-ORC interaction or that G4 structures do not play a role in the EBNA1-OriP
interaction.

In order to understand the effect of DNA G4-structres on the efficiency of replication
origins, two potential origin sequences cc2 and cc4 from the mouse genome were
investigated for their replication activity in the OriP plasmid system. The replication
function of both sequences could be traced to a 500 bp sequence each. Mutation
analysis revealed that the two G4 motifs in the cc2 sequence co-operate to increase
replication efficiency. However a 300 bp sequence of cc2 that contained both G4
motifs was less efficient in the replication assay suggesting that a further cis-element
contributes to the replication efficiency of the cc2 sequence. Multimerisation of the
cc2 500 bp sequence caused a reduction in the replication efficiency suggesting that
G4structures can also exert an inhibitory effect on the replication machinery.

ChIP analyses were employed for investigating whether ORC associates with DNA
G4 structures and whether such association marks replication origins. These
analyses showed no association between ORC and pre-RC proteins with the G4
motifs of the cc2 500 bp sequence indicating that G4 motifs in the cc2 sequence are
not direct binding sites for ORC. Whether these findings are applicable in the
genomic context and what mechanism are involved in the regulation of replication
efficiency through G4 motifs needs to be established through further studies involving

mutation analyses and ChlP.
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Abb. 9: Vorhersage der Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren (TF) in cc2 2 kb, cc2 500 bp
und cc2 330 bp unter Verwendung der PROMO 3.0 Software [244,245]. |dentifizierte TF wurden
durchnummeriert und mit einem Farbcode und die Position der potentiellen Bindestellen in der
jeweiligen Sequenz gekennzeichnet. Schwarz bzw. rot unterlegte Bereiche kennzeichnen die cc2 500
bp bzw. die cc2 330 bp Sequenz von cc2. Die Anzahl der Bindestellen fur die jeweilige Sequenz ist

angegeben.
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Master Biochemie,
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