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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die Somatische Hypermutation (SHM) in B-Lymphozyten des Keimzentrums ist ein zentraler
Prozess der Affinititsreifung von Antikorpern innerhalb der adaptiven Immunantwort. Sie ist
einer der wenigen Vorgénge, der physiologisch und gezielt in die DNA von Zellen eingreift.
Durch die Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase (AID) werden DNA-Lédsionen
eingefiihrt, die durch fehlerhafte Reparatur ausgeweitet und fixiert werden konnen. Dieser
Mechanismus ist ndtig um wirksame Antikorper gegen die Vielzahl der sich stidndig
verandernden Pathogene zu entwickeln. Die SHM ist jedoch auch mit Gefahren fiir den
Organismus verbunden. So entstammt ein groer Teil der B-Zell-Lymphome dem
Keimzentrum und es finden sich in verschiedenen nicht-Immunglobulin (Ig) -Genen aberrante
Mutationen, die einen Beitrag zu onkogenen Transformationen leisten konnen. Die
Regulation der SHM-Aktivitdit ist deswegen von groler Wichtigkeit und
Transkriptionsfaktoren (TF), die im Keimzentrum differentiell reguliert werden, konnten ein
Schliissel fiir das Verstindnis dieser Regulation sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb der Einfluss der vier Transkriptionsfaktoren Bcl6, c-
Myec, E2A und Pax5 auf die SHM-Aktivitdt untersucht. Dazu wurde in verschiedenen B-
Zelllinien mit einem Transgen-basierten Hypermutationsassay die SHM-Aktivitit ermittelt
und mogliche Korrelationen dieser Aktivitit mit der Expression der TF untersucht.
AnschlieBend wurde mittels Uberexpressionsvektoren und RNA-Interferenz-Technik die
Expression der Transkriptionsfaktoren manipuliert und die Auswirkungen dieser
Manipulation auf AID und die SHM-Aktivitét ermittelt.

Es zeigte sich eine Korrelation der SHM-Aktivitit mit der Expression des
Zentroblastenmarkers CD77, nicht jedoch mit einem der untersuchten Transkriptionsfaktoren.
In Uberexpressionsexperimenten konnte ein positiver Effekt von Bcl6 und eventuell von c-
Myc auf die AID-Expression gezeigt werden. Hypermutationsassays zeigten bei
Uberexpression der TF keine Unterschiede der SHM-Aktivitit. RNA-Interferenz-Versuche
bestdtigten dagegen den positiven Effekt von Bcl6 auf die AID-Expression und zeigten auch
Einfliisse der anderen Faktoren, unter anderem von c-Myc.

In einem konditionalen Zellsystem zeigte sich neben einer transienten Induktion von bcl6-
und AID-RNA-Expression auch eine langfristige Forderung der Proteinexpression der
wichtigen Keimzentrumsfaktoren Bcl6, E2A und AID sowie der CD77-Expression durch c-
Myec. Die Beeinflussung dieser Parameter konnten auch in Burkitt-Lymphom-(BL)Zelllinien
bestitigt werden, die eine charakteristische deregulierte c-Myc-Expression aufweisen.

Damit konnten in dieser Arbeit Hinweise auf eine positive Regulation von AID durch Bcl6
und auf eine neue Rolle von c-Myc bei der Forderung eines Keimzentrumsprogramms in der

Pathogenese des Burkitt-Lymphoms gewonnen werden.



Einleitung 2

2 Einleitung

Bereits einfache Mehrzeller bendtigen Schutz gegen die Infektion durch andere Organismen.
Deshalb finden sich schon bei primitiven Mehrzellern wie Schwammen Mechanismen zur
Unterscheidung von Selbst und Fremd sowie eine Abwehrreaktion gegen Fremdmolekiile
(Wiens et al., 2007). Diese Form der Verteidigung war zunichst der einzige Weg Infektionen
zu bekdmpfen und fiihrte zur Entwicklung einer Vielzahl von Rezeptoren zur Identifikation
von sogenannten ,,Pathogen-assozierten molekularen Mustern®, die noch heute unter anderem
als TLRs (toll-like-receptors) Teil des angeborenen Immunsystems sind (Janeway und
Medzhitov, 2002). Vor etwa 500 Millionen Jahren entstand innerhalb der ersten Wirbeltiere
jedoch zusidtzlich das Prinzip der adaptiven Immunantwort, das auf der somatischen
Veranderung von Genen, die fiir Rezeptoren auf spezialisierten Immunzellen kodieren, durch
Rekombination beruht (Pancer und Cooper, 2006). Auf die Rekombination kdénnen weitere
Diversifizierungsschritte folgen, um die Affinitdt der Rezeptoren weiter zu verédndern oder die
Effektorfunktion zu modulieren (Cannon et al., 2004).

In Séugetieren unterscheidet man nach dem Ort ihrer Differenzierung zwei
Hauptkomponenten des adaptiven Immunsystems: T-Zellen aus dem Thymus und B-Zellen
aus dem Knochenmark. Wihrend T-Zellen je nach Typ sehr verschiedene Aufgaben haben,
von der Stimulation anderer Zellen, der Identifikation von Fremd- oder entarteten Eigenzellen
bis zum Toten von Pathogenen, ist die Hauptaufgabe von B-Zellen die Produktion von
Antikorpern. Beide Zelltypen durchlaufen eine Rekombination der Gene ihrer Antigen-
detektierenden Rezeptoren, des B- bzw T-Zellrezeptors. Der B-Zell-Rezeptor (BCR) besteht
aus jeweils zwei identischen schweren und leichten Ketten, deren Gene durch
kombinatorische Zusammensetzung aus einem V (variable)-, D (diversity, nur im Gen der
schweren Kette)-, J (joining)- und C (constant)-Element entstehen. Fiir die schwere Kette
existiert nur ein Gen, das IgH-Gen (immunoglobulin heavy chain) (sieche Abbildung 1),
wiahrend es zwei alternative Gene fiir die leichte Kette gibt, die kappa- k und lambda- A
leichte Kette. Die Verkniipfung der V-, (D), und J-Segmente durch einen spezialisierten
Prozess fiihrt zu einer junktionalen Diversitéit der enstehenden variablen Region zusétzlich zur
kombinatorischen Diversitit. Die V(D)J-Rekombination generiert so bereits etwa 10° bis 10°
verschiedene variable Regionen fiir Rezeptoren zur Antigendetektion (Di Noia und
Neuberger, 2007). Dieser Prozess lduft bereits in frithen B-Zellen ab und sein schrittweiser
Verlauf markiert die Stadien der B-Zellentwicklung. Das konstante C-Element, das
entscheidend fiir die Effektorfunktion ist, kann erst wesentlich spiter, nach Antigenkontakt

der Zellen, innerhalb eines als Klassenwechselrekombination (CSR, class switch



Einleitung 3

recombination) bezeichneten Prozesses ausgetauscht werden. Dabei werden DNA-
Strangbriiche zwischen spezialisierten Schalter-Regionen verbunden und der dazwischen
liegende Abschnitt deletiert.
Die geloste Form des B-Zell-Rezeptors wird als Antikdrper bezeichnet. Da seiner Affinitét
zum entsprechenden Antigen eine besonders wichtige Rolle bei einer Immunantwort
zukommt, wird diese durch zwei verschiedene Prozesse modifiziert, die Genkonversion und
die somatische Hypermutation, die in verschiedenen Organismen unterschiedlich stark zum
Einsatz kommen. Im Menschen spielt die Genkonversion, bei der homologe Sequenzen von
Pseudogenen zur Differenzierung verwendet werden, praktisch keine Rolle. Stattdessen
verdandern die B-Zellen ihren Rezeptor durch die somatische Hypermutation, das Einfiihren
von Mutationen in den variablen Bereich des Gens, der fiir die Antigenerkennung zustindig
ist.
Alle vier angesprochenen Prozesse, V(D)J-Rekombination, Klassenwechselrekombination,
Genkonversion und somatische Hypermutation, verdndern die genetische Information
unwiederbringlich und machen eine stringente Kontrolle und Regulation erforderlich, die
zumindest teilweise durch die Aktivitdt unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren im Laufe der
B-Zellentwicklung gesteuert wird.

IgH-Locus im Ausgangszustand

V D J Cu Cy
— < <1
g,

VDJ-Rekombination

Rekombinierter IgH-Locus

[
Su Sy

Somatische Hypermutation Klassenwechselrekombination
7 Sy o
iF n

Abbildung 1: Humaner Immunglobulingenlocus der schweren Kette (nach Di Noia und Neuberger, 2007)
Im Knochenmark findet die VDJ-Rekombination statt. In der spiteren B-Zellentwicklung, im Keimzentrum,
kommt es zu AID-abhiéngigen genetischen Verdnderungen des Ig-Locus, der Somatischen Hypermutation und
der Klassenwechselrekombination. V: Exons der variablen Segmente; D: Exons der Diversitits-Segmente; J:
Exons der Verbindungs-Segmente; C: Exons der konstanten Segmente; S: Schalter-Region; p und y: Exons fiir
die Isotypen IgM und IgG; ***: Bereich, in dem Mutationen durch SHM eingefiihrt werden.

Cu Cy
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2.1 B-Zellentwicklung

B- und T-Zellen entwickeln sich aus gemeinsamen, aus dem Knochenmark stammenden
Vorlauferzellen, den common lymphoid progenitor (CLP)-Zellen, aber in unterschiedlichen
Organen. Beide bendtigen zu ihrer Differenzierung Wachstumsfaktoren, welche von
Stromazellen im Knochenmark beziehungsweise dem Thymus produziert werden und in den
CLPs die Expression erster Zelllinien-spezifischer Gene induzieren. Zusétzlich exprimieren
Stromazellen im Thymus einen Notch-Liganden, der ein Signal in den Zellen auslost, die
daraufhin zu T-Zellen differenzieren. Stromazellen im Knochenmark exprimieren keinen
Notch-Liganden und die Zellen entwickeln sich zu B-Zellen (Radtke et al., 2004).

Die Zellen sind anfangs noch nicht auf eine Entwicklungsrichtung festgelegt und
Inaktivierung der beiden frithesten Transkriptionsfaktoren, die in Zellen auf dem Weg zur B-
Zelldifferenzierung wirksam sind, PU.1 und Ikaros, fiihren zu Beeintrdchtigungen im B- und
T-Zell-Kompartiment (Welner et al., 2008). Der genaue Einfluss von Ikaros ist nicht bekannt,
aber es wird eine Funktion beim Reprimieren von Genen durch nukledre Relokalisation von
Chromatin vermutet (Smith und Sigvardsson, 2004). Die Expression des TFs Pu.l selbst
scheint fiir die Differenzierung der CLPs eine Rolle zu spielen (Schebesta et al., 2002). Ein
wichtiges Zielgen ist dabei der IL-7-Rezeptor. Ektopische Expression des IL-7-Rezeptors
kann in Pu.l defizienten Zellen deren Entwicklungblock zumindest teilweise aufheben
(Matthias und Rolink, 2005).

Zwei Transkriptionsfaktoren sind im Folgenden fiir die Expression weiterer B-Zell-
spezifischer Gene entscheidend: early B-cell factor (EBF) und E2A. Zusammen induzieren
sie in pro-B-Zellen die ersten Schritte der Rekombination der Gene des B-Zell-Rezeptors.
Hierzu werden die Enzyme Ragl und Rag2 (recombination activated gene 1 bzw 2)
exprimiert, die fiir die Vermittlung der gezielten Rekombination entscheidend sind. Durch die
Expression einer Ersatz-leichten Kette, bestehend aus A5 und VpreB, und der Signalmolekiile
Iga (CD79A) und IgB (CD79B) werden weitere Grundlagen fiir eine Signalgebung des Pra-B-
Zell-Rezeptors gelegt (Schebesta et al., 2002). Die Bezeichnung der verschiedenen B-
Zellstadien orientiert sich an der exprimierten Form des B-Zell-Rezeptors und ist schematisch
in Abbildung 2A dargestellt.

Die Festlegung der Differenzierung erfolgt erst mit der Expression von pax5 (=BSAP, B-cell
specific activator protein). Zellen, in denen pax5 deletiert wurde, konnen zu T-Zellen
differenzieren (Cobaleda und Busslinger, 2008; Rolink et al., 1999). Unter dem Einfluss von
Pax5 dagegen setzen die Zellen die VDJ-Rekombination der schweren Kette fort. Die Zellen,
die einen prd-B-Zell-Rezeptor an der Oberfliche aufweisen, werden als prd-B Zellen

bezeichnet. Sie haben eine erfolgreiche, produktive Rekombination ihrer schweren Kette
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durchlaufen und exprimieren diese zusammen mit der Ersatz-leichten Kette, einem nicht
rekombinierten Vorldufer der leichten Kette. Da membrangebundene Ig aufgrund einer sehr
kurzen intrazelluldiren Doméne iiber keine Signaldoménen verfiigen, erhalten die pro-B Zellen
mittels zusétzlicher Adaptorproteine des BCR ein aktivierendes Signal. Diese Stimulation
verhindert einerseits die Apoptose, die die Zellen ohne produktive Rekombination der
schweren Kette durchlaufen, andererseits induziert sie die Rekombination der leichten Kette.
Dieser Dualismus von Signalen {iber den BCR, die Apoptose-hemmende und gleichzeitig
differenzierende Wirkung haben, ist ein Charakteristikum der B-Zellentwicklung. Pax5 spielt
bei diesem Prozess eine wichtige Rolle, da es ohne Pax5 nicht zum Abschluss der
Rekombination der schweren Kette kommt und und weil erst dann ein Adaptorprotein des B-
Zell-Rezeptors, BLNK, induziert wird, dessen Signal zur Weiterdifferenzierung nétig ist
(Schebesta et al., 2002).

Fir die weitere Entwicklung ist die negative Regulation der Ersatz-leichten Kette ein
notwendiger Schritt, da nur so eine Selektion auf die produktive Rekombination der leichten
Kette stattfinden kann. Die Transkriptionsfaktoren IRF4 und IRF8 (interferon-regulatory
factor 4 bzw. 8) scheinen hierfiir koordiniert oder redundant verantwortlich zu sein (Matthias
und Rolink, 2005).

Auch im Folgenden zeichnen sich B-Zellen durch eine hohe Sensitivitit fiir apoptose-
fordernde Signale aus (Opferman, 2008). Die Rekombination der leichten Kette, fiir die
aufgrund der zwei verschiedenen Gene und der jeweils zwei vorhandenen Allele vier
Moglichkeiten bestehen, ist der nichste entscheidende Schritt in der B-Zellentwicklung.
Zellen, die keine rekombinierte leichte Kette mit der schweren Kette an der Oberfldche
exprimieren, sterben den programmierten Zelltod. Zellen mit erfolgreich rekombinierter
schwerer und leichter Kette werden als naive B-Zellen bezeichnet und exprimieren einen
spezifischen B-Zell-Rezeptor an der Oberfldche, auf dessen tonisches Signal sie angewiesen
sind um zu iberleben (Kraus et al., 2004; Lam et al., 1997; Smith und Reth, 2004). In
Abhingigkeit von der Expression von OBF-1 verlassen die B-Zellen das Knochenmark und
zirkulieren im Blutstrom und im lymphatischen Gewebe, bis sie auf ein passendes Antigen

treffen (Matthias und Rolink, 2005).

2.2 Die Keimzentrumsreaktion

Die Vorginge im Keimzentrum sind in Abbildung 2B schematisch dargestellt. Treffen naive
B-Zellen auf ein passendes Antigen und erhalten dabei zusétzliche Kostimulation von T-
Zellen iiber eine Interaktion von CD40-Rezeptor und Ligand sowie durch Zytokine, werden

sie aktiviert (Jacob et al., 1991). Die meisten der aktivierten B-Zellen produzieren daraufthin
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Abbildung 2: Frihe B-Zellentwicklung im Knochenmark und spatere Differenzierung im Keimzentrum
nach Antigenkontakt

A) Dargestellt ist der Verlauf der B-Zellentwicklung im Knochenmark, dabei ist flir jeden
Differenzierungszustand eine schematische Darstellung der Zelle, der Zustand ihrer Ig-Gene und der fiir den
jeweiligen Schritt notwendige Transkriptionsfaktor wiedergegeben. Die Expression des Transkriptionsfaktors ist
zum Teil schon vor diesem Zeitpunkt nachweisbar (z.B. bei OBF1) und setzt sich meist noch ldnger fort.

B) Schematische Darstellung der Vorgénge im Keimzentrum, die nach Antigenkontakt von B-Zellen auftreten.
Details im Text.

als kurzlebige Plasmazellen niederaffine Antikorper. Einige jedoch treten in den Follikeln der
Lymphknoten in Wechselwirkung mit Follikuldren Dendritischen Zellen (FDC) (Jacob und
Kelsoe, 1992; Kuppers et al., 1993). Diese Stimulation fiihrt zu einer starken Proliferation der

B-Zellen und zur Expression des Transkriptionsfaktors Bcl6. Die proliferierenden Zellen
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bilden ausgehend von einem oder wenigen B-Zellklonen ein Keimzentrum. Dieses kann in
zwei Bereiche unterteilt werden (MacLennan, 1994):

In der dunklen Zone befinden sich hauptsidchlich proliferierende B-Zellen, die dort als
Zentroblasten bezeichnet werden. Sie fithren somatische Hypermutation durch (Pascual et al.,
1994) und zeigen eine Expression des Oberflichenmarkers CD77 (Martinez-Valdez et al.,
1996).

In der hellen Zone befinden sich neben B-Zellen auch FDC und T-Helferzellen. Die B-Zellen
der hellen Zone werden als Zentrozyten bezeichnet und konkurrieren um Antigen, das ihnen
von den FDC présentiert wird. Zentrozyten mit niederaffinen Rezeptoren gehen zugrunde, da
es ihnen nicht gelingt Antigen aufzunehmen und ihrerseits T-Helferzellen zu présentieren
(Gray, 1991; Kosco et al., 1988) damit diese das fiir das Uberleben der Zellen notwendige
Signal tiber den CD40-Rezeptor liefern (Kelsoe, 1995). Zentrozyten mit hoher affinen
Rezeptoren konnen je nach zusitzlicher Stimulation durch Cytokine zur CSR angeregt
werden um dem Pathogen angepasste Effektorfunktionen erfiillen zu konnen (Liu et al.,
1996). Die Zentrozyten verlassen entweder das Keimzentrum, um als Plasmazellen
Antikorper zu produzieren, oder sie persistieren in der Peripherie als langlebige
Gedéchtniszellen um bei wiederholten Infektionen aktiviert werden zu kénnen (Hollowood
und Goodlad, 1998; Kelsoe, 1995). Es ist auch moglich, dass Zentrozyten zuriick in die
dunkle Zone des Keimzentrums migrieren und weitere Runden mit somatischer
Hypermutation durchlaufen. Dies war lange Zeit aufgrund mathematischer Modelle der
Mutationsfrequenz vorhergesagt worden, aber erst in jiingster Zeit konnten moderne
Methoden die hohe Mobilitit der Zellen im Keimzentrum aufzeigen (Schwickert et al., 2007).
Gleichzeitig stellen die Befunde die strikte Unterscheidung von Zentroblasten und
Zentrozyten in Frage, zumal bei Zellsortierungen nur wenige mRNAs zwischen CD77-
positiven und -negativen B-Zellen im Keimzentrum differentiell exprimiert werden
(Hogerkorp und Borrebaeck, 2006; Nakayama et al., 2006). Vermutlich handelt es sich nicht
um klar getrennte Zelltypen, sondern um transiente Zustdnde, die auf einer plastischen
Regulation von Faktoren beruhen, die das Genexpressionsprogramm der Zellen sowie die

genetischen Prozesse z.B. die SHM steueren.

2.3 Die Somatische Hypermutation

Die Somatische Hypermutation als Prozess war schon ldnger bekannt, Ansdtze zum
Verstindnis des Mechanismus gelangen aber erst nach der Entdeckung des wichtigsten daran
beteiligten Proteins Aktivierung-induzierte Cytidin-Deaminase (AID). Vorher konnte man nur

das Ergebnis der Aktivitit von AID und der komplexen angeschlossenen Vorginge
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untersuchen, die sich in einer hohen Zahl an Mutationen in der variablen Region des
rekombinierten Ig-Gens niederschlagen. Die dabei zu beobachtenden Mutationsfrequenzen
sind mit 1x107 bis 1x10™* Mutationen pro Basenpaar eine Million mal héher als die spontane
Mutationsrate im menschlichen Genom (McKean et al., 1984; Rajewsky et al., 1987),
allerdings fiihrt die positive Selektion auf hochaffine Antikérper mdglicherweise zu einer
Uberschiitzung der durchschnittlichen Hypermutationsrate in Keimzentrumszellen.

Die Verteilung der Mutationen zeigt einen Anstieg ab etwa 150 Basenpaaren hinter dem
Transkriptionsstart und erstreckt sich iiber eine Lidnge von 1500 bis 2000 Basen (Lebecque
und Gearhart, 1990). Wie genau die Zielfiihrung der Mutationen in diesen Bereich erfolgt, ist
nach wie vor nicht genau bekannt. Verschiedene Ansétze werden im nichsten Kapitel liber
die Regulation der Hypermutation angesprochen (2.4).

Erste Hinweise auf den Mechanismus lieferte die Art der nachgewiesenen Mutationen.
Punktmutationen iiberwiegen und treten hauptsdchlich als Transitionsmutationen auf, bei
denen jeweils Purin- bzw. Pyrimidinbasen untereinander ausgetauscht werden (Golding et al.,
1987). Mit geringerer Haufigkeit sind jedoch auch Deletionen und Duplikationen zu
beobachten (Goossens et al., 1998). 1999 wurde das Gen, das fiir AID kodiert, aicda’
(Muramatsu et al., 1999) identifiziert und in der folgenden Zeit niher charakterisiert. AID
gehort zur Apobec-Familie, deren Mitglieder Cytosin zu Uracil deaminieren konnen (Pham et
al., 2005). Das Substrat ist dabei hédufig RNA, so dass dies zundchst auch fiir AID
angenommen wurde. In vitro-Assays zeigen jedoch eine Aktivitidt nur bei der Zugabe von
einzelstdngiger DNA (Bransteitter et al., 2003; Chaudhuri et al., 2003) und die meisten
aktuellen Publikationen arbeiten mit einem Modell, das DNA als Substrat fiir AID postuliert.
Sukzessive Schritte greifen an diesen initialen Ldsionen an und generieren dabei das
beobachtete Spektrum von Mutationen.

Die essentielle Rolle von AID konnte in A/D-defizienten Méusen gezeigt werden, deren B-
Zellen weder SHM noch CSR durchfiihren konnen (Muramatsu et al., 2000). Patienten mit
Mutationen innerhalb des AID-Gens erkranken an der autosomal rezessiven Form des Hyper-
IgM-Syndroms-2 (HIGM2) und zeigen eine erhdhte Produktion niedrig affiner unmutierter
IgM-Antikorper sowie eine Keimzentrumshyperplasie (Revy et al., 2000).

Das géingige Modell (Di Noia und Neuberger, 2007) der DNA-Deaminierung ist in Abbildung
3 dargestellt und geht von einem initialen Schritt aus, bei dem wihrend der Transkription der
Ig-Gene die DNA einzelstringig vorliegt und damit fiir AID zugénglich ist. AID deaminiert in
dem zugénglichen Bereich Cytidin zu Uracil. Eine Replikation tiber das Uracil fiihrt zu

! Das Gen wurde urspriinglich mit aicda bezeichnet. In neueren Publikationen ist die Verwendung der
Abkiirzung AID auch fiir das Gen iiblicher und wird in dieser Arbeit deshalb so verwendet.
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Abbildung 3: Modell der Somatischen Hypermutation (nach di Noia und Neuberger, 2007)

AID fiihrt die initialen Lasionen in die DNA durch Deaminierung von Cytosin zu Uracil ein. Ausgehend von
diesen Lésionen erfolgen parallel und/oder unabhéngig voneinander verschiedene, fehleranfillige bzw.
fehlerfreie Reparaturprozesse, die zu unterschiedlichen Endprodukten fithren. APE apurinische/apyrimidinisch
Endonuklease. Details im Text.

Transitionsmutationen. Da aber auch andere Prozesse zum Auftreten von Uracil in der DNA
fiihren konnen, verfiigen Zellen iiber einen potenten Mechanismus zu dessen Entfernung: die
Basenexzisionsreparatur (BER) und das Enzym Uracil-Glykosylase (UNG). Defizienz von
UNG fiihrt zu einer gestdorten CSR und einem verdnderten Muster der somatischen
Hypermutation. Diese Ergebnisse sind deutliche Indizien fiir die Annahme einer DNA-
Deaminierung durch AID. Transversionsmutationen kénnen erst nach der UNG-abhidngigen
Entstehung von apurinischen und apyrimidinischen Stellen (AP-Stellen) entstehen, wenn eine
Replikation durch fehlerhaft-replizierende Polymerasen wie Pol 0, eventuell Pol { und Revl
tiber diese Stellen den Einbau einer beliebigen Base erlaubt (Diaz et al., 2001; Faili et al.,
2002a; Goodman und Tippin, 2000; Jansen et al., 2006; Martomo et al., 2008; Ross und Sale,
2006; Zan et al., 2001). Prinzipiell ist auch eine Reparatur der AP-Stellen mdglich. Es gibt
jedoch auch eine sekunddre Phase der SHM, in der die nach der Deaminierung enstandene
U/G-Fehlpaarung durch mismatch-Reparaturkomplexe (MMR) erkannt wird und ein langeres
Stiick rund um diese Stelle modifiziert wird. Hierbei entstehen auch Mutationen an A/T
Basenpaaren, die fiir AID selbst nicht zuginglich sind. Eine wichtige Rolle spielt hierfiir die
fehlerhafte Polymerase Pol n (Delbos et al., 2007).
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Fiir die CSR dienen die durch AID eingefiihrten Lésionen als Substrat fiir Einzelstrangbriiche.
Liegen weitere Briiche in der ndheren Umgebung, kommt es zu Doppelstrangbriichen, die
durch eine verdnderte Konformation des gesamten Locus ein Verbinden von DNA-Stringen
aus unterschiedlichen speziellen Schalter-Regionen vor den Genen der konstanten Teile der
Ig-Kette ermdglichen (Nambu et al., 2003). Die dabei deletierten DNA-Fragmente sind als
zirkuldr geschlossene switch-circles nachweisbar (Liu et al., 1996) (siche auch Abbildung 1).

Interessant am Mechanismus der SHM ist besonders, dass neben AID als Initiator der
Lésionen verschiedene DNA-Reparaturwege daran beteiligt sind Mutationen in die Ig-Gene
einzufiigen. Wie genau dies gesteuert wird, ist erst in Ansédtzen bekannt. Es konnte gezeigt
werden, dass der Rad6-Weg hierfiir eine Rolle spielt, indem er durch Mono- und
Polyubiquitinierung der Replikationsplattform PCNA (proliferation cell nuclear antigen) die
Rekrutierung verschiedener Polymerasen fiir die Replikation steuert und dadurch zur
Entscheidung zwischen fehlerfreien und fehlerhaften Reparaturwegen beitrdgt (Arakawa et
al., 2006; Bachl et al., 2006; Langerak et al., 2007). Die zeitliche und rdumliche Kontrolle
dieser Mechanismen, die nétig ist um Mutationen in anderen Genen zu verhindern, ist bisher

nicht bekannt.

2.4 Regulation der somatischen Hypermutation

Die Regulation der Hypermutation verlauft auf verschiedenen Ebenen. Die Beschrinkung der
Expression und Kontrolle der Aktivitit von AID in Keimzentrums-B-Zellen ist ein global
wirksamer Mechanismus. Komplexer ist die Frage, wie die Zielfithrung von AID und anderer
beteiligter Proteine, wie zum Beispiel fehlerhafter Polymerasen, an den Ig-Locus funktioniert.
Diese Frage ist gleichbedeutend mit der Untersuchung von Faktoren, die den
Immunglobulinlocus in hypermutierenden Zellen von anderen Genen unterscheiden. Hierfiir
kommen unter anderem Unterschiede in der Sequenz, in der Prdsenz regulatorischer
Elemente, in der Chromatinstruktur oder in der Aktivitdt des Ig-Locus in Frage. Auch eine
Kombination verschiedener dieser Moglichkeiten ist denkbar.

Die Beschrankung der AID-Aktivitdt wird durch weitgehende Eingrenzung der Expression
auf aktivierte B-Zellen (Muramatsu et al., 1999), die Retention im Cytoplasma (Cattoretti et
al., 2006a), die Aktivierung durch Phosphorylierung (Basu et al., 2005), den ziigigen Abbau
von nukleirem AID (Aoufouchi et al., 2008) und weitere noch unbekannten Faktoren
gewihrleistet (Muto et al., 2006). Verschiedene Transkriptionsfaktoren steuern sowohl die
weitgehend B-Zell-spezifische Expression von AID als auch die Induktion nach Stimulation

der B-Zelle durch CD40 und IL-4 (Dedeoglu et al., 2004).
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Trotz der Identifikation verschiedener AID-Interaktionspartner konnte bisher keiner gefunden
werden, der fiir die Rekrutierung speziell an den Ig-Locus verantwortlich sein konnte. Auch
spezifische DNA-Sequenzen fiir die Zielfiihrung von Mutationen konnten innerhalb der Ig-
Loci bisher nicht identifiziert werden. AID deaminiert zwar bevorzugt Basen innerhalb eines
DGYW-Motivs, das als Hotspot bezeichnet wird (Betz et al., 1993; Rogozin und Kolchanov,
1992), aber dieses Motiv tritt auch in anderen Genen auf. AuBlerdem werden verschiedene
Hotspots unterschiedlich stark mutiert, was auf einen Einfluss anderer Faktoren oder
umgebender Sequenzen hindeutet (Bachl et al., 1997). Ein starkes Indiz, das gegen die
Existenz spezifischer Sequenzen innerhalb des Ig-Locus spricht, ist auch die Tatsache, dass
der Austausch des Ig-Gens zu Mutationen in dem eingesetzten Gen fiihrt (Yelamos et al.,
1995), was fiir die Untersuchung von Hypermutationsprozessen auf Reportergenen von
entscheidender Wichtigkeit ist.

Versuche, bei denen bekannte regulatorische Elemente des endogenen Ig-Locus auf
Reporterkonstukten systematisch deletiert oder verédndert wurden, zusammen mit Daten aus
Analysen des endogenen Locus lieferten wiederspriichliche Ergebnisse iiber die Bedeutung
der verschiedenen regulatorischen Elemente der Ig-Gene fiir die SHM-Aktivitdt (Odegard und
Schatz, 2006). Am besten untersucht ist der Ig-kappa-Locus, der iiber einen intronischen
Enhancer (iEx), eine matrix attachment region (MAR), und einen 3’kappa Enhancer (3 "Ex)
verfiigt, die in Deletionsexperimenten essentiell fiir die SHM eines Ig-kappa-Transgens sind.
Dies trifft jedoch nicht fiir Verdnderungen des endogenen Locus zu, was ein Hinweis auf
weitere unbekannte Elemente mit moglicher redundanter Funktion ist (Yang et al., 2006). Ein
wichtiger Einfluss von Enhancern auf die Ig-Gene ist eine verstirkte Transkription und
obwohl Transkription im Gegensatz zu den bisher angesprochenen Faktoren keine spezifische
Figenschaft der Immunglobulingene ist, zeigt sich ein deutlicher Einfluss der
Transkriptionsstirke der Ig-Gene auf die Hypermutationsrate (Bachl et al., 2001; Fukita et al.,
1998). Andere stark transkribierte Gene in B-Zellen weisen jedoch keine Mutationen auf
(Shen et al., 2000). AuBBerdem ist die Lage des Promotors fiir den Bereich der auftretenden
Mutationen entscheidend. Das Einfiigen eines zusétzlichen Promotors hinter der variablen
Region in einem Ig-Gen fiihrt zu einer zusétzlichen Mutationsregion (Peters und Storb, 1996).
Die Art des verwendeten Promotors ist hierfiir nicht relevant (Betz et al., 1994).

Unterschiede in der Chromatinstruktur von mutierenden und nicht-hypermutierenden Ig-
Genen wurden untersucht und zeigten eine Korrelation zwischen dem Auftreten verschiedener
Histonmodifikationen und der SHM-Aktivitdt. So waren nach der Induktion von SHM in
einer Zelllinie die Acetylierung von H4 in der variablen Region erhdht, nicht jedoch in der

konstanten Region (Woo et al., 2003). Auch die Regulation der Zuginglichkeit und Aktivitat
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der Enhancer im Verlauf der B-Zell-Entwicklung spiegelt sich in der differentiellen
Regulation der Chromatinstruktur beispielsweise am kappa-Enhancer wieder (Nikolajczyk et
al., 2007). Trotz dieser Ergebnisse gibt es keine direkten Hinweise darauf, dass sich die Ig-
Gene durch spezifische Chromatinverdnderungen auszeichnen, die eine Zielfiihrung der SHM
innerhalb des Genoms herbeifiihren kénnen. Die Offnung der Chromatinstruktur ist zwar eine
Voraussetzung fiir die Aktivitidt von AID, aber letztlich ist auch hierfiir eine Rekrutierung von
Histon-modifzierenden Enzymen an bestimmte Teile der Ig-Loci entscheidend (Downs et al.,
2007). Einige Transkriptionsfaktoren sind in der Lage die Chromatinstruktur zu beeinflussen.
Hierzu gehort auch E2A, fiir das im Zusammenhang mit Genkonversion ein Einfluss auf die
Acetylierung von Histon 4 im Ig-Locus gezeigt werden konnte (Kitao et al., 2008).
Transkriptionsfaktoren konnen auBerdem die Transkriptionsaktivitit an den Ig-Genen
verdndern, die wie bereits erwidhnt mit der SHM-Aktivitdt korreliert (siche auch 2.6). Eine
Analyse der Ig-Loci ergab unter anderem Bindestellen fiir verschiedene TF wie NF-kB,
Octamer-bindende Transkriptionsfaktorproteine und E2A (siche auch Abbildung 4).
Besonders fiir E2A gibt es Belege fiir einen Einfluss auf die SHM. So finden sich E2A-
Bindestellen (E-Boxen) nicht nur in allen drei Ig-Genen, sondern auch in nicht-Ig-Genen, die
niedrige Raten von Hypermutation aufweisen (Kotani et al., 2005). Interessanterweise waren
Effekte von E2A in Transgenen nicht unbedingt von der Transkriptionsinduktion abhingig
(Michael et al., 2003).

In jlingster Zeit wurden miRNAs als Regulatoren des Immunsystems beschrieben (Lindsay,
2008). Insbesondere miR-155 scheint einen Einfluss auf die CSR (Vigorito et al., 2007) und
einen direkten Effekt auf AID zu zeigen (Dorsett et al., 2008; Thai et al., 2007), so dass in
Zukunft aus diesem Bereich moglicherweise neue Impulse zum Verstindnis der Regulation

der somatischen Hypermutation zu erwarten sind.

2.5 Mechanismen der B-Zell-Lymphomentstehung

Da B-Zellen in ihrer Entwicklung zahlreiche genetische Verdnderung ihrer Ig-Gene
durchlaufen, kann eine Analyse der entsprechenden Genabschnitte in B-Zell-Lymphomen
AufschluB3 iiber den Ursprung des Tumors liefern. Zwei Drittel der B-Zell-Lymphome zeigen
dabei einen Keimzentrums-Ursprung (Kiippers, 2005). Die Lymphomzellen erscheinen
zumindest teilweise in einem Differenzierungsstadium arretiert (Shaffer et al., 2002b), so dass
auch ihre Genexpressionsmuster denen von normalen B-Zellen des entsprechenden
Entwicklungsstadium entsprechen (Alizadeh et al., 2000). Ein Teil der Lymphome mit
Keimzentrumsursprung zeigt dementsprechend auch fortdauernde somatische Hypermutation,

unter anderem Follikuldre Lymphome (FL) (Cleary et al., 1986), der Keimzentrums-&hnliche
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Subtyp von Diffusen grofizelligen Lymphomen (DLCL) (Lossos et al., 2000), nodulére
Lymphozyten-reiche Hodgkin-Lymphome (Kuppers et al., 2002; Liso et al., 2006) und ein
Teil der Burkitt-Lymphome (Denepoux et al., 1997; Sale und Neuberger, 1998). Eine
besondere Bedeutung gewinnt die fortdauernde Hypermutatonsaktivitit in Lymphomen
dadurch, dass sie hier genau wie in normalen Keimzentrums-B-Zellen auch andere Gene
mutiert (Muschen et al., 2000; Pasqualucci et al., 1998; Shen et al., 1998). Lange Zeit galt die
SHM von nicht-Ig-Genen als eine Uberschussreaktion der Hypermutationsmaschinerie oder
als Zeichen der Deregulation der Zielfiilhrung in Lymphom-Zellen oder (-Zelllinien). Eine
Untersuchung an normalen murinen B-Zellen ergab jedoch eine Aktivitit von AID in einer
Vielzahl von Genen, wenn auch mit niederigerer Frequenz als in Ig-Genen (Liu et al., 2008a).
Ein GroBteil der dabei eingefiihrten Schdaden konnte in Zellen mit intakter Fehlpaarungs- und
Basenexzisionsreparatur repariert werden. In einigen Genen jedoch, darunter beispielsweise
bcl6 zeigte sich keine oder eine geringere fehlerfreie Reparaturaktivitit, so dass Mutationen
akkumulieren konnten (Liu et al., 2008a). Schiden in nicht-Immunglobulin-Genen entstehen
also regelhaft und werden in manchen Fillen unzureichend repariert. Bei dem kurzen
Verbleib der Zellen im Keimzentrum ist der Einfluss dieser Mutationen moglicherweise
begrenzt, dauert sie wie in Lymphomzellen jedoch an, kann sie zum Auftreten zusitzlicher
onkogener Transformationen beitragen. Ein prignantes Beispiel sind Burkitt-Lymphome, da
in diesen eine Translokation des c-Myc-Gens in einen der Immunglobulinloci vorliegt und
damit das Gen unter den Einfluss der Immunglobulinenhancer gelangt, was nicht nur zu einer
deregulierten Expression (Boxer und Dang, 2001), sondern auch zu einer verstirkten
Mutation des Gens fiihrt (Albert et al., 1994; Johnston et al., 1991; Rabbitts et al., 1984).

Die iiberproportionale Beteiligung von Keimzentrums- und nach-Keimzentrums-B-Zellen an
Lymphomen legt einen Zusammenhang zwischen Prozessen im Keimzentrum und der
Entstehung von Lymphomen nahe. Da es im Zuge der SHM gelegentlich und im Rahmen der
CSR regelhaft zu Doppelstrangbriichen der DNA kommt, ist eine fehlerhafte Reparatur dieser
Briiche eine mégliche Ursache von Translokationen (Bemark und Neuberger, 2003; Goossens
et al., 1998; Wilson et al., 1998). Gestiitzt wird diese Annahme auch durch die Lage einiger
Translokationsbruchpunkte in Schalter-Regionen, in denen die Briiche fiir die CSR eingefiihrt
werden (Edry und Melamed, 2007; Kiippers, 2005; Lenz et al., 2007; Lieber et al., 2006) oder
in Genen, die von aberranter Hypermutationsaktivitit betroffen sind (Cario et al., 2000;
Goossens et al., 1998).

AID kommt als zentralem Faktor beider Prozesse eine wichtige Rolle bei der Einfithrung der

Briiche zu (Dorsett et al., 2007; Okazaki et al., 2007; Pasqualucci et al., 2008; Ramiro et al.,
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2004), auch wenn vereinzelt AID primér eine Funktion bei der Progression des Tumors
zugeschrieben wird (Unniraman et al., 2004).

Neben diesen B-Zell-inhdrenten Faktoren sind auch Viren ein mdgliches transformierendes
Agens. Am besten untersucht ist hierbei das Epstein-Barr-Virus (EBV). Dieses y-Herpesvirus
infiziert iiberwiegend humane B-Zellen. Fast 90% der Weltbevolkerung sind infiziert, leben
aber oft lebenslang symptomfrei. Das Virus persistiert in Gedichtniszellen und nur in 1-50
von 10° B-Zellen im peripheren Blut befindet sich EBV (Khan et al, 1996). Ein
Zusammenhang zwischen EBV-Infektion und maligner Transformationen wurde aufgrund der
hohen Assoziation von iiber 85% von EBV insbesondere mit einem Subtyp der Burkitt-
Lymphome, der endemischen Form, angenommen (Young und Rickinson, 2004). Aber auch
in den sporadischen BL sind bis zu 30% der Félle positiv (Kuppers, 2003).

Es werden verschiedene Latenzen der EBV-Infektion unterschieden. In Latenz I, die in BL
vorliegt, wird nur das EBV-Gen EBNAI1 (EBV nuclear antigen-1) exprimiert, das den
episomalen Erhalt des EBV-Genoms sicherstellt (Kelly et al., 2002). In vitro infizierte Zellen
weisen dagegen eine Genexpression auf, die als Latenz III bezeichnet wird (Young und
Rickinson, 2004). In diesem Zustand ist das EBV-Virus in der Lage Zellen zu
immortalisieren, wie die Generierung von lymphoblastoiden Zelllinien (LCL) aus normalen
B-Zellen zeigt (Chan et al., 1986). Fiir das transformierende Potential sind hierbei mehrere
Proteine verantwortlich, LMP2A (latent membrane protein), LMP1 und EBNA2. Die viralen
Proteine stellen konstitutiv aktive und ligandenunabhéngige Formen des B-Zell-Rezeptors,
CD40 und Notchl dar (Thorley-Lawson, 2001). In Burkitt-Lymphomen wird EBNA2
gegenselektioniert, weil es die Expression des Ig-Locus und damit auch das translozierte c-
myc-Gen negativ reguliert (Kelly et al., 2002).

Obwohl die viralen Proteine in ithren Signalen nicht vollstindig mit den jeweiligen zelluldren
Homologen iibereinstimmen (H. Kohlhof, Doktorarbeit), simuliert ihre Prisenz erfolgreich
eine Aktivierung der B-Zelle durch ein Antigen, sowie die Kostimulation {iber den CD40
Rezeptor (Uchida et al., 1999). Diese Unabhingigkeit von &ullerer Stimulation ist der
entscheidende Faktor fiir die Moglichkeit zur malignen Transformation. So findet man
beispielsweise EBV-positive Hodgkin-Lymphome (HL) ohne funktionellen BCR, die
normalerweise durch Apoptose zugrunde gegangen wiren (Kanzler et al., 1996; Mancao et
al., 2005). HL sind zu 40% mit EBV-assoziert (Rickinson, 2002). EBV kann also einen
Beitrag dazu leisten, dass B-Zellen mit schddlichen Mutationen {iberleben und so weitere
Mutationen akkumulieren kdnnen.

EBV kann zumindest in Teilen sogar die Funktion zelluldrer Gene in der B-Zellentwicklung

ersetzen. In einem Mausmodell konnte die Expression von LMP2A eine normale B-
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Zelldifferenzierung  stiitzen,  allerdings war die  Expression des normalen
Transkriptionsprogramms gestort. E2A, EBF und Pax5 wurden im Vergleich zum Wildtyp
niedriger exprimiert (Portis und Longnecker, 2003; Rickinson, 2002). EBV kann also
weitreichende Auswirkungen auf die B-Zellentwicklung haben und das normale
Transkriptionsprogramm, das eine kontrollierte Differenzierung, Affinititsreifung und

Selektion ermdglicht, ausser Kraft setzen (Siemer et al., 2008).

2.6 Transkriptionsfaktoren im Keimzentrum

Wie in den letzten Abschnitten beschrieben haben Transkriptionsfaktoren eine herausragende
Bedeutung fiir die B-Zellentwicklung. Sie sind aber auch teilweise Ansatzpunkte flir maligne
Transformationen oder Ziel fiir SHM auBlerhalb der Ig-Gene, was ihre Funktion verdndern
kann. Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit verschiedene TF ndher untersucht werden.
Fiir die Auswahl wurden mehrere Kriterien herangezogen: das Expressionsmuster, die Rolle
in der Lymphomentstehung und die Datenlage einer potentiellen Beteiligung an der SHM. Ein
weiteres wichtiges Kriterium war auch die Prisenz von Bindestellen in den Genen von
Immunglobulinen und AID.

Wie in Abbildung 4 gezeigt, weisen sowohl die Immunglobulingene, als auch das AID-Gen

E-Boxen auf, an die die beiden in Keimzentrums-B-Zellen hoch exprimierten E2A-Formen

AID
4x |—_>
pax5 oct NF-kB pax5 E-Box E-Box lkaros E-Box
igH .
g Promotor Ei 3’E
2x |—>VDJ Ca *
/N0
7 X
VDSE |g/EBP-1 oct TFE-3 TATA Ig/EBP-1 E-Box TFE-3 oct E-Box oct
IL-5
IgLk
Promotor Ei 3’E
——p
N DVJ 8 Vs -0 DCK é
oct TATA oct K-silencer NF-kB E-Box TFE-3 NF-kB

Abbildung 4: Transkriptionsfaktorbindestellen der AID- und Ig-Loci

(verdndert nach (Gonda et al., 2003; Staudt und Lenardo, 1991; Yadav et al., 2006; Yang et al., 2006))
Abbildung ist nicht maBstabsgerecht. Die Bindestellen insbesondere der Ig-Loci sind nicht alle funktionell
bestitigt und es wurden Elemente weggelassen, die keiner Gruppen von TF als Bindestelle zugewiesen werden
kénnen. E-Boxen konnen verschiedene Proteine binden, unter anderem E12, E47, ITF1 und ITF2. An TFE-3
Bindestellen kann auch USF binden. Oct steht fiir OCTAMER-Motif und kann verschiedene Proteine mit POU-
Domine binden, fiir B-Zellen wurde Oct-2 als wichtigster Faktor isoliert. Das VDSE-Element wird iiber IL-5
induziert. NF-kB-Bindestellen konnen verschiedene Dimere der NF-kB-Familie binden. IgEBP-1 weist
Ahnlichkeiten mit C/EBP auf und ist ein ubiquitéir exprimiertes Enhancer-Protein.
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E12 oder E47 binden kdnnen. Pax5-Bindestellen sind nur im 4/D-Gen eingezeichnet, es
wurden aber auch Bindestellen im IgH-3’Enhancer gefunden (Singh und Birshtein, 1993),
deren Position in Relation zu den anderen Elementen unbekannt ist, weshalb sie nicht in die
Ubersicht aufgenommen wurden. E12/E47 und Pax5 erfilllen die aufgestellten
Auswahlkriterien und wurden daher als Transkriptionsfaktoren in dieser Arbeit
beriicksichtigt.

Auch Bcl6 wurde niher betrachtet, obwohl keine Bindestellen fiir Bel6 in den oben erwihnten
Genen gefunden wurden. Bcl6 wird spezifisch im Keimzentrum exprimiert und kénnte, auch
ohne direkte Transkriptionseffekte auf die AID- oder die Ig-Expression, andere Faktoren der
somatischen Hypermutation wie Reparaturkomplexe beeinflussen.

Als weiterer Faktor wurde c-Myc in dieser Arbeit beriicksichtigt. C-Myc stellt im
verwendeten experimentellen System wegen der Untersuchung von BL-Zelllinien einen
wichtigen Einflussfaktor dar.

Im Folgenden werden die in der Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren kurz dargestellt,

sowie mogliche andere Kandidaten fiir weitergehende Experimente angesprochen.

Bcl6

Bcl6 ist ein Zinkfingerprotein und Transkriptionsrepressor mit einer geringen Zahl von
bestétigten transkriptionellen Zielgenen (Niu, 2002). Es kann einerseits liber eine Bindestelle,
deren Sequenz mit der von STAT-Protein-Bindestellen iiberlappt, direkt an DNA binden,
andererseits auch an Korepressorkomplexe binden und Histondeacetylasen rekrutieren (Dent
et al.,, 2002). Bcl6 nimmt wegen seiner in B-Zellen aufs Keimzentrum beschrinkten
Expression und seiner Repression von Blimpl (B-Lymphocycte induced maturation protein,
auch PRDMI1 genannt), dem wichtigsten Transkriptionsfaktor der Plasmazelldifferenzierung,
eine zentrale Rolle innerhalb des Keimzentrumstranskriptionsprogramms ein (Tunyaplin et
al., 2004). Bcl6-defiziente Mause zeigen weder die Ausbildung von Keimzentren, noch SHM.
Sie generieren jedoch Gedachtnis-B-Zellen (Toyama et al., 2002). Da der Knockout von bcl6
nicht zu einem Block der B-Zellentwicklung fiihrt, scheint Bcl6 weniger fiir die
Differenzierung entscheidend zu sein, sondern als wiirden die Zellen durch Bcl6 im
Keimzentrumsprogramm fixiert, bis geeignete Signale zum Abbau von Bcl6 fiihren und die
Zellen weiterdifferenzieren. Zu dieser Annahme passen sowohl die Zielgene, neben blimp1
unter anderem Zellzykluskontrollgene wie CCND2 und CDKNIB (Niu, 2002), TP53 (Phan
und Dalla-Favera, 2004), ATR (Ranuncolo et al., 2007) und auch p2/ (Phan et al., 2005), als
auch die Regulation der Bcl6 Expression, die sensitiv flir Signale durch den B-Zell-Rezeptor

(Niu et al., 1998), CD40 (Allman et al., 1996) und genotoxischen Stress (Phan et al., 2007)
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ist. Vereinfacht gesagt konnte Bel6 in Keimzentrums-B-Zellen sowohl die hohe Proliferation
stiitzen und die Toleranz fiir genetische Schéden erhdhen, die beispielsweise wihrend der
SHM auftreten, als auch bei zu groen DNA-Schidigungen oder bei erfolgreicher
Affinitédtsreifung durch seinen Abbau den Weg bereiten fiir Apoptose oder Differenzierung.
Einen direkten Einfluss auf die SHM gilt es noch zu untersuchen.

Bcel6 ist auch deshalb ein interessanter Faktor fiir diese Arbeit, weil es oft zu
Hypermutationsaktivitit im bc/6-Gen kommt (Pasqualucci et al., 1998), was wiederum einen
Einfluss auf die Regulation von bc/6 haben kann. So fiihrten Verdnderungen im bc/6-Gen in
DLCL zu einem Verlust der negativen Autoregulation (Wang et al., 2002) oder der
Desensibilisierung gegeniiber CD40 (Saito et al., 2007). Die Hypermutation und die in
einigen Lymphomen auftretenden Translokationen des bcl6-Gens machen Verdnderungen
moglich, die zu einem Arretieren der Zellen im Keimzentrumszustand fiihren konnten
(Melnick, 2005). Deshalb werden fiir Bcl6 auch therapeutische Ansédtze mit Inhibitoren
erwogen (Polo et al., 2004; Prive und Melnick, 2006).

E2A

E-Proteine sind basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktoren, die als Homo-
oder Heterodimere iiber Bindung an E-Boxen Gene aktivieren kdnnen (Vitola et al., 1996).
E2A (=TCF-3) wird in sehr vielen verschiedenen Geweben exprimiert und E-Boxen finden
sich in den regulatorischen Bereichen von zahlreichen Genen, unter anderem in den
Immunglobulin-Enhancern und im AID-Locus (Sayegh et al., 2003). In B-Zellen spielt das
Gen E24, das in den zwei SpleiB3varianten E12 und E47 exprimiert wird, eine wichtige Rolle
in der frithen B-Zellentwicklung (Kee et al., 2000; Kwon et al., 2008). E24-defiziente Mause
zeigen einen Block in der B-Zellentwicklung im Pro-B-Zellstadium (Bain et al., 1994).
Zusammen mit EBF induziert E2A die ersten Schritte der VDJ-Rekombination und die
Expression eines B-Zell-spezifischen Transkriptionsprogramms (Smith und Sigvardsson,
2004). Die E2A-Aktivitdat wird dabei durch Id-Proteine (Inhibitor of differentiation) negativ
reguliert (Goldfarb et al., 1996). Da Notch die Ubiquitinierung und Degradation von E2A
induziert, konnte die unterschiedliche resultierende Menge von E2A einer der frithen
Differenzierungsunterschiede zwischen B- und T-Zellen darstellen, die beide prinzipiell E2A
abhingig sind (King et al., 2007; Nie et al., 2008; Nie et al., 2003).

In Zentroblasten findet sich eine besonders hohe E2A-Expression, die unter anderem durch
Vernetzung des B-Zell-Rezeptors induziert wird (Murre, 2005; Rutherford und LeBrun, 1998)
und moglicherweise eine erhdhte E2A-Aktivitit durch die Repression von Id2 durch Bcl6
(Niu, 2002). Im Keimzentrum reguliert E2A sowohl die Expression von AID (Sayegh et al.,
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2003) als auch die CSR (Goldfarb et al., 1996). Ein positiver Einfluss auf SHM und
Genkonversion konnte in einer Hithner-B-Zelllinie gezeigt werden (Conlon und Meyer, 2006;
Kitao et al., 2008; Schoetz et al., 2006). Da jedoch beispielsweise fiir das 4/D-Gen nur die
Sequenz der Exons evolutiondr konserviert ist, nicht jedoch die umgebenden Sequenzen mit
Bindestellen fiir regulatorische Elemente (Yadav et al., 20006), ist eine Bestitigung dieser
Ergebnisse in humanen Zellen erforderlich. Experimente mit konditionalen Knockout-Méusen
von E2A im Keimzentrum ergaben eine Beeintrichtigung der Keimzentrumsentwicklung,
aber die Generierung hoch-affiner Antikorper deutet auf eine noch vorhandene
Hypermutationsaktivitét hin (Kwon et al., 2008).

E-Boxen finden sich in den meisten Zielgenen aberranter Hypermutation (Kotani et al., 2005).
Es sind verschiedene Translokationen des E2A-Gens bekannt, vor allem bei akuter
lymphoblastischer Leukémie (Aspland et al., 2001; Jonveaux und Berger, 1991; Zhong et al.,
2008) und E2A kann iiber seine HLH-Domine mit anderen onkogenen transaktivierenden
Proteinen interagieren (O'Neil et al., 2001). AuBerdem wird eine mdgliche Rolle als
Tumorsuppressorgen erwogen, angesichts des Auftretens von Thymomen in E2A-defizienten
Miusen und der Mdoglichkeit in aus diesen Tumoren isolierte Zellen durch ektopische
Expression von E12 oder E47 Apoptose auszulosen (Bain et al., 1997; Engel und Murre,
1999; Yan et al., 1997).

Neben der Modulation der Genexpression von AID und Immunglobulingenen ist der
mogliche Einfluss von E2A auf die Zielfiihrung der Hypermutationmaschinerie fiir weitere

Studien besonders interessant.

Pax5

Das paired box gene 5 (=BSAP, B-cell-specific activator protein) ist in seiner Expression
innerhalb der hdmatopoetischen Linie auf B-Zellen mit Ausnahme des Plasmazellstadiums
beschrinkt und fir die Festlegung (lineage  commitment) auf das B-
Zelldifferenzierungsprogramm entscheidend (Krenacs et al., 1998). Pax5-defiziente Mause
zeigen einen Block in der B-Zellentwicklung vor dem pri-B-Zellstadium (Urbanek et al.,
1994). Die pax5-defizienten pro-B-Zellen kdnnen bis hin zur Generierung von T-Zellen und
myeloiden Zelltypen riickdifferenzieren (Cobaleda und Busslinger, 2008; Rolink et al., 2000).
Der knockout in reifen Hiithner-B-Zellen fiihrt zu einem Transkriptionsprogramm mit
Plasmazellcharakteristika (Nera et al., 2006). Durch seine sowohl aktivierende als auch
reprimierende Funktion, kann Pax5 B-Zell-spezifische Gene wie CD/9 und CD79a aktivieren
(Cozma et al, 2007; Kozmik et al., 1992) und gleichzeitig Gene anderer Zelltypen
unterdriicken wie M-CSFR (Chiang und Monroe, 2001) und Notch-1 (Souabni et al., 2002).
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Pax5 wird durch die koordinierte Aktivitit von EBF und E2A in frithen pro-B-Zellen
exprimiert und induziert Gene mit Funktionen in der Adhésion, Migration und andere TF wie
IRF-8, Spi-B und Bach2 (Holmes et al., 2008; Pridans et al., 2008; Schebesta et al., 2007).
Zusammen mit E2A ist es im Keimzentrum fiir die Expression von AID verantwortlich
(Gonda et al., 2003).

Pax-5 ist sowohl Ziel von Hypermutation (Pasqualucci et al., 2001), als auch an
Translokationen in DLCL und anderen Lymphomen beteiligt (Busslinger et al., 1996;
Cazzaniga et al., 2001). Insgesamt ist Pax5 durch die Vernetzung mit anderen
Transkriptionsfaktoren fiir das Zusammenspiel der verschiedenen Prozesse wie Proliferation,
Differenzierung, Signalgebung des B-Zell-Rezeptors und Verdnderung der Ig-Gene durch
VDJ-Rekombination und CSR ein zentraler Faktor fiir die Regulation der B-Zellentwicklung
(Fuxa et al., 2004; Holmes et al., 2008).

Ein Einfluss auf die SHM wurde bisher noch nicht nachgewiesen.

C-Myc

C-Myc ist ein Protoonkogen mit einer iiberragenden Bedeutung fiir Proliferation und
Wachstum von Zellen. Fiir diese Funktionen ist eine Dimerisierung mit dem Max-Protein
notwendig. Das Dimer kann an DNA binden und eine Vielzahl von Genen aktivieren oder
reprimieren. In verschiedenen Ansédtzen zur Charakterisierung von Zielgenen wurden
unterschiedliche Gene identifiziert (Dang, 1999; Schuhmacher et al., 2001) und in
Untersuchungen zur genomweiten Bindung von c-Myc an spezifische Bindestellen wurde in
tiber 10% der Gene eine hoch-affine Bindung nachgewiesen (Fernandez et al., 2003). Dieser
hohen Anzahl regulierter Gene steht eine eher schwache Transaktivierungseffizienz
gegeniiber, die in den wenigsten Fillen mehr als eine zwei- bis dreifache Erhohung der
Expression des Zielgens zur Folge hat (Cole und McMahon, 1999). Es sind jedoch auch
primdr nicht-transkriptionelle Effekte von c-Myc zum Beispiel durch eine Interaktion mit
Proteindegradationswegen und Replikationsurspriingen belegt (Albert et al.,, 1994;
Dominguez-Sola et al., 2007; Gavioli et al., 2001).

Eine Deregulation der c-Myc-Expression ist wegen der dadurch ausgeldsten unkontrollierten
Proliferation gefahrlich und eine hohe c-Myc-Expression kann zur Apoptose der Zellen
filhren (Adachi et al., 2001). C-Myc wird deshalb durch eine geringe mRNA-Stabilitdt und
ziigige Degradation des Proteins durch das Proteasom kontrolliert (Sears, 2004). Allerdings
ist c-Myc in etwa 30% aller menschlichen Tumore durch Translokation, Mutationen oder
andere Verinderungen dereguliert, was zu c-Myc-Uberexpression, erhdhter Transaktivierung

oder Stabilisierung fiihren kann (Albert et al., 1994; Gregory und Hann, 2000; Kiippers et al.,
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1999). Translokationen des c-myc-Gens wurden in verschiedenen Tumoren nachgewiesen. In
BL kann der c-myc-Genlocus aus Chromosom 8 in einen der drei Ig-Loci, IgH auf
Chromosom 14 (bei 80 % der BL), Iglk auf Chromosom 2 oder IgLA auf Chromosom 22
transloziert vorliegen (Kelly und Rickinson, 2007). Durch die Translokation gelangt das c-
myc-Gen unter die Kontrolle der Ig-Regulatorsequenzen und es kommt zu einer deregulierten
c-myc-Expression (Boxer und Dang, 2001) und teilweise zu einer fortdauernden
Hypermutation von c-myc (Albert et al., 1994; Johnston et al., 1991).

Die Rolle von c-Myc im Keimzentrum ist umstritten. Obwohl die hohe Proliferationsrate von
Keimzentrums-B-Zellen, die Hiufigkeit von c-myc-Translokationen, die typischerweise in
transkribierten Genen auftreten, und die negative Regulation von c-Myc durch Blimp-1 am
Ende der Keimzentrumsreaktion eine Expression von c-Myc wahrscheinlich machen, konnte
nur in einigen frithen Arbeiten eine starke Expression nachgewiesen werden (Cutrona et al.,
1997; Martinez-Valdez et al., 1996), wihrend spitere detailliertere Untersuchungen sie in
Frage stellten (Klein et al., 2003; Shaffer et al., 2001).

Da die Untersuchungen dieser Arbeit jedoch an hypermutierenden Burkitt-Lymphomen
durchgefiihrt werden sollten, war die Beriicksichtigung von c-Myc wegen seiner

transformierenden Eigenschaften auf diese Zelllinien unbedingt notwendig.

Andere Transkriptionsfaktoren

Neben den bisher angesprochenen kommen eine Reihe anderer TF fiir weitere
Untersuchungen in Frage.

Eine Analyse der putativen TF-Bindestellen, die fiir [g-Gene beschrieben wurden, legt die
Untersuchung der TF Oct-1 oder Oct-2 nahe, die an die OCTAMER-Elemente binden.
Interessant erscheint auch der Transkriptionsfaktor OBF1 (=BOB1, OCA-B und POU2AF1),
der an Oct-1 und Oct-2 binden kann und dessen knockout in Maiausen die
Keimzentrumsentwicklung und T-Zell-abhidngige Immunantwort stort (Bartholdy et al.,
2006). Eine Beteiligung von OBF1 an der SHM oder Lymphomentstehung wurde bisher nicht
beschrieben, so dass andere TF vordringlich untersucht wurden.

Die spezifische Expression von a-Myb in Keimzentrums-B-Zellen und die verdnderten
Keimzentren in a-myb-defizienten Mausen machen a-Myb zu einem weiteren Kandidaten fiir
weitere Untersuchungen (Golay et al., 1998; Vora et al., 2001). Es ist jedoch wenig {iber a-
Myb bekannt und zum Teil ist deshalb die Verfiigbarkeit von Agentien zu seiner
Untersuchung eingeschrankt.

Ein weiterer Faktor, fiir den sowohl Bindestellen in den Ig-Genen als auch die Regulation von

AID sprechen, ist NF-kB (Dedeoglu et al., 2004; Zhou et al., 2003). Hierbei erweist sich der



Einleitung 21

Versuchsansatz aufgrund der Vielzahl der beteiligten Proteine, die alle in B-Zellen exprimiert
werden und in verschiedenen Zusammensetzungen als aktive Dimere auftreten konnen, als
sehr komplex (Johnson et al., 2005). Miuse, die defizient fiir einzelne Untereinheiten sind,
zeigen zum Teil eine gestorte B-Zellentwicklung und ein Fehlen von Keimzentren (Matthias
und Rolink, 2005). Die zentrale Funktion von NF-kB liegt zudem in der Aktivierung anti-
apoptotischer Gene im Rahmen der positiven Selektion funktioneller B-Zellen (Sen, 2006). In
BL-Zelllinien ist die NF-kB-Signalgebung, vermutlich durch das Einwirken von c-Myc,
niedrig (Dave et al., 2006; Schlee et al., 2007).

Letztlich konnen aber Erkenntnisse, die mit der angewandten Methodik gewonnen wurden,
verwendet werden um in dem etablierten experimentellen System weitere Faktoren zu

untersuchen.

2.7 Modellsysteme zur Untersuchung der somatischen

Hypermutation

Die SHM kann in verschiedenen experimentellen Systemen untersucht werden, die sich
jeweils fiir verschiedene Fragestellungen eignen und hier im Folgenden kurz vorgestellt
werden.

Wichtige Erkenntnisse iiber die SHM als Prozess der Affinitdtsreifung konnen nur durch
Untersuchungen in Miusen erreicht werden, da hier ein intaktes Keimzentrum den Ablauf
von positiven und negativen Selektionsprozessen von B-Zellen erlaubt und damit eine
Beurteilung beispielsweise der Kinetik der Entstehung hoch-affiner Antikdrper oder
bestimmter Antikorperklassen moglich ist. Durch die hdufige Untersuchung von B-Zellen aus
Peyer Plaques, die Teil des Darm-assozierten lymphatischen Gewebes sind (GALT), kann die
Keimzentrumsentwicklung keiner bestimmten Infektion zugeordnet werden, weil durch
Darmbakterien eine stindige Stimulation erfolgt (Butcher et al., 1982; McGhee, 2005).
AulBerdem unterscheiden sich Peyer Plaques von anderen sekundéren lymphatischen Organen
dadurch, dass sie fast ausschlieBlich einen Klassenwechsel nach IgA stiitzen und hierfiir eine
spezielle Mikroumgebung aufweisen (Casola und Rajewsky, 2006; Weinstein und Cebra,
1991).

Dennoch konnten durch (zum Teil konditionale) knockout-Experimente in Méusen wichtige
Belege fiir den Mechanismus der SHM und der Beteiligung verschiedener Reparaturproteine
gewonnen werden. Mduse wiren auch ein geeignetes Modell zur Untersuchung von aus dem

Keimzentrum abstammenden Lymphomen, allerdings konnte bisher kein Lymphom
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identifiziert oder induziert werden, das wie eine Reihe humaner Tumore eine fortdauernde
Hypermutationsaktivitét aufweist.

Eine Alternative zu Mausmodellen sind in vitro-Untersuchungen in Zelllinien. Hierfiir
wurden in erster Linie humane Burkitt-Lymphomzelllinien und die Hiihner-B-Zelllinie DT40
verwendet. Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine hohe Targeting-Effizienz aus, die
knockout-Untersuchungen erleichtert. Die SHM-Aktivitdt von DT40-Zellen ist jedoch gering,
da die Antikorperdiversifikation in Hiithner-B-Zellen primir durch Genkonversion erfolgt
(Arakawa et al., 2004; Buerstedde und Arakawa, 2006). Nach Deletion der Pseudogene steigt
die Hypermutationsaktivitit an, so dass entsprechende Klone fiir Untersuchungen der SHM
verwendet werden konnen (Arakawa et al., 2004; Sale et al., 2001). Die spontane Generierung
von IgM-negativen Zellen in einer IgM-positiven Kultur wird bei dieser Methode als MaB fiir
die SHM verwendet. Durch die Analyse einer grofleren Zahl von Klonen sind quantitative
Vergleiche moglich (Arakawa et al., 2006; Bachl et al., 2006). Allerdings werden bei diesem
Ansatz nur schidliche Mutationen erfasst. Die DT40-Zelllinie ist zur Untersuchung des
Mechanismus der SHM geeignet, aber nur bedingt fiir deren Regulation, da sich
beispielsweise die antigenunabhdngige Ig-Gendiversifikation in der Bursa von Hiithnern
deutlich von den Prozessen im menschlichen Keimzentrum unterscheidet (Withers et al.,
2005). Hinzu kommt die Transformation von DT40 durch das AL (avian leukosis)-Virus, das
zu einer hohen Expression von c-Myc fiihrt (Buerstedde et al., 1990; Swanberg et al., 2004).
Ein humanes Zellsystem ist dagegen fiir die geplanten Experimente besser geeignet. Fiir
Burkitt-Lymphomzelllinien wurde friih eine fortdauernde Hypermutationsaktivitit
nachgewiesen und sie erscheinen durch ihren konservierten Keimzentrumphénotyp als
geeignetes Modellsystem. Zur Analyse der SHM wurden in ersten Experimenten die Zellen
vereinzelt und nach einer gewissen Zeit die Unterschiede in den Immunglobulingensequenzen
der Klone ermittelt. Erstmals durchgefiihrt wurde dies in der Zelllinie BL2, in der durch
Signale in vitro eine SHM-Aktivitdt induziert werden konnte (Denepoux et al., 1997). Seither
wurde es auch in verschiedenen anderen Zelllinien zur Charakterisierung ihrer
Hypermutationsaktivitit verwendet (Sale und Neuberger, 1998). Diese Methode erfasst zwar
alle auftretenden Mutationen, ist aber aufgrund der groBen Zahl von Sequenzierungen relativ
aufwéndig.

Versuche, den in DT40 etablierten experimentellen Ansatz der IgM-Oberfldchenanalyse in
BL-Zellen anzuwenden, waren nur teilweise erfolgreich (J. Unterlehberg, Diplomarbeit).
Insbesondere die negative Regulation des B-Zell-Rezeptors durch EBV schréinkte die

Anwendbarkeit ein. Bei schwach hypermutierenden Zellen waren die fiir Aussagen
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notwendigen Zeitrdume zudem sehr lang, was die Empfindlichkeit gegeniiber Verdnderungen
wihrend langer Kulturzeitrdume erhohte.

Eine Alternative zu diesen Systemen stellt die Verwendung von Transgenen dar. Ein von J.
Bachl etablierter Hypermutationsassay beruht auf einem episomalen Vektor mit einem Ig-
Kappa-Promotor mit allen bekannten Enhancern als Regulationselementen und einem GFP-
Gen als Reporter (Bachl und Olsson, 1999). Da sich gezeigt hatte, dass die somatische
Hypermutation sequenzunabhédngig auch andere Gene im entsprechenden regulativen Umfeld
trifft, wird die Verdnderung des Reporters mit der Hypermutation der endogenen Gene in
direkte Beziehung gesetzt. Ein in einen Hypermutations-Hotspot eingesetztes Stoppcodon,
das durch Mutation so verdndert werden kann, dass ein funktionelles Protein entsteht, erlaubt
eine direkte Analyse mittels FACS-Untersuchung. Voraussetzung ist die Transfizierbarkeit
der zu untersuchenden Zelllinie. Fiir diese Untersuchung kann &hnlich wie im I[gM-Assay eine
Analyse von Einzelzellklonen zu einem Zeitpunkt herangezogen werden, es ist jedoch auch
eine Verlaufsanalyse moglich, bei der der Anteil GFP-positiver Zellen in regelméfigen
Abstinden ermittelt wird und die Zunahme iiber die Zeit dargestellt werden kann (Bachl et al.,
1999; Riickerl et al., 2006). Ein Nachteil dieser Methode ist die Notwendigkeit, grofle
Mengen Zellen einer FACS-Analyse zu unterziehen, da sich im Gegensatz zu den anderen
Methoden nur die Hypermutationsfrequenz fiir ein einzelnes Basenpaar auf den Reporter
auswirken kann. Andererseits konnen bei ausreichenden Zellzahlen auch schwach-
hypermutierende Zellen analysiert werden. Deshalb wurde dieser experimentelle Ansatz in

dieser Arbeit fiir die Untersuchung der Hypermutationsaktivitét herangezogen.

2.8 Zielsetzung

Die somatische Hypermutation ist sowohl ein wichtiger Aspekt der Affinitédtsreifung als auch
ein risikobehafteter Prozess, dessen Aktivitdit auBlerhalb der Ig-Gene in der
Lymphomentstehung eine kritische Rolle spielt. Deswegen ist das Verstindnis ihrer
Regulation oder Hinweise auf deren Deregulation ein wichtiger Beitrag zur Aufkldrung der
Abliufe in normalen Keimzentren und in aus dem Keimzentrum abstammenden Tumoren wie
den Burkitt-Lymphomen. In dieser Arbeit sollte der mogliche Einfluss von vier verschiedenen
Transkriptionsfaktoren zundchst auf AID, den wichtigsten Faktor der Hypermutation und auf
die Hypermutation selber untersucht werden. Hierflir wurde mit Bcl6 ein
keimzentrumspezifischer Transkriptionsfaktor und mit E2A und Pax5 Faktoren, die einen
bekannten Einfluss auf AID aufweisen, ausgewéhlt. Die Untersuchung von c-Myc ist wegen

der Verwendung von Burkitt-Lymphomen ein wichtiger Aspekt, um eine mogliche
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Deregulation von AID oder der SHM zu beriicksichtigen. Hinweise auf die Bedeutung dieser
Faktoren fiir die Hypermutationsaktivitidt sollten zunichst durch Korrelationsanalysen in
verschiedenen auf ihre Hypermutationsaktivitit charakterisierten Zelllinien gewonnen
werden. Um den Einfluss der Transkriptionsfaktoren untersuchen zu konnen, sollten sie in
sich erginzenden Ansitzen in ihrer Expression positiv und negativ durch Uberexpression und
siRNA manipuliert werden und die Auswirkung dieser Manipulation auf AID und die
fortdauernde Hypermutationaktivitdt untersucht werden. Dafiir sollte die Manipulation
innerhalb von Hypermutationsassays erfolgen.

Effekte von Bcl6, E2A und Pax5 konnten in solchen Experimenten einen Hinweis auf ihre
Rolle wihrend der Keimzentrumsreaktion liefern. Fiir die Untersuchungen an c-Myc stand
zusdtzlich der mogliche Einfluss von c-Myc auf das Keimzentrumstranskriptionsprogramm

und die fortdauernde Hypermutation in Burkitt-Lymphomen im Vordergrund.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Hypermutationsaktivitat von B-Zellen

3.1.1 Darstellung des verwendeten Hypermutationsassays und dessen
Verbesserung

Zur Charakterisierung der Hypermutationsaktivitéit von B-Zellen wurde ein von J. Bachl und
C. Olsson entwickeltes Versuchssystem verwendet (Bachl und Olsson, 1999). Der Assay
basiert auf einem GFP-Reporterkonstrukt, bei dem in ein GFP-Transgen (Reporter) ein
vorzeitiges TAG-Stopp-Codon eingefiihrt wurde. Die Expression des verkiirzten GFPs fiihrt
nicht zu einer detektierbaren Fluoreszenz der Zellen. Erst nach Verdnderung des Stoppcodons,
meist durch Punktmutation zu einem TAC-Codon (Bachl und Olsson, 1999), im Zuge der
Hypermutationsaktivitit der Zellen entsteht ein funktionelles GFP-Protein (Abbildung 5A),
welches mittels FACS-Analysen nachgewiesen werden kann (Abbildung 5C). Das GFP-Gen
ist unter Kontrolle eines Cytomegalovirus (CMV)-Promotors, der in B-Zellen zu einer starken
Expression fiihrt. Zusétzlich befinden sich Immunglobulinenhancer (intronischer und 3’
Enhancer des A-Lokus) auf dem Vektor, fir die in einigen Systemen ein Einfluss auf
Zielfilhrung und Aktivitdt der SHM gezeigt werden konnte (Abbildung 5 und (Riickerl et al.,
2006)). Der Erhaltung und episomalen Replikation des Vektors dienen die EBV-Elemente
OriP und EBNA1. Um auf plasmidtragende Zellen selektieren zu kdnnen, enthilt das Plasmid
auBerdem ein Hygromycingen unter Kontrolle eines Thymidinkinase (TK)-Promotors
(Abbildung 5B).

Nach Transfektion des Vektors in die zu untersuchenden Zellen wird durch wiederholte
FACS-Analysen der Anteil GFP-positiver Zellen an etwa einer Million lebender Zellen iiber
einen Zeitraum von 30 Tagen gemessen. Nach dem Abschluss der Selektion, der
normalerweise an Tag 10 bis 12 erfolgt und durch einen GFP-tragenden Vergleichsvektor
ermittelt wird, ist der Anstieg des Anteils GFP-positiver Zellen ein Mal} fiir die

Hypermutationsaktivitét der Zellen.
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Abbildung 5: Reportersystem zur Bestimmung der Hypermutationsaktivitat

A) Aufbau des Hypermutationseporters und Verdnderung durch Hypermutation. B) Episomaler Vektor mit
Hypermutationsreporter angetrieben von einem CMV Promotor und Ig-Enhancern (s. Text). C) Beispiel fiir eine
FACS-Analyse von BL100-Zellen 20 Tage nach Transfektion mit dem Hypermutationsreporter. Gezeigt werden
eine Million lebende Zellen sowie das Gate R3 in dem die GFP positiven Zellen liegen und gezahlt werden.
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Versuche mit dem von J. Bachl erhaltenen Vektor flihrten insbesondere in Zelllinien mit
hoher Transfektionseffizienz zu guten Ergebnissen. In einigen Zelllinien gelang es jedoch
nicht die Zellen erfolgreich zu selektionieren. Wie in Abbildung 6A fiir den Vergleich der
Zelllinien Raji und BL100 zu ersehen ist, war nur fiir die Raji-Zelllinie eine erfolgreiche
Selektion moglich. Fiir den Versuch wurde ein GFP-tragender Vektor in beide Zelllinien
transfiziert, nach drei Tagen der Transfektionsansatz geteilt und mit verschiedenen Mengen
Hygromycin zur Selektion behandelt. Nach 10 Tagen Selektion zeigt sich in Raji-Zellen
bereits bei der niedrigsten getesteten Konzentration von Hygromycin ein Anteil von mehr als
70% GFP-positiven Zellen innerhalb der lebenden Zellpopulation. Der Anteil lebender Zellen
ist mit knapp 10% zwar niedrig, aber erst unterhalb von etwa 5% lebenden Zellen ist ein
Absterben der Gesamtkultur im Verlauf eines Hypermutationsassays zu beobachten (Daten
nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu zeigt sich fiir die Zelllinie BL100 mit keiner
Antibiotikakonzentration ein Anteil von mehr als 30% GFP-positiven Zellen und zusétzlich
ist bei der Erhohung der Hygromycinmenge der Anteil lebender Zellen zu gering fiir die
Durchfiihrung eines Hypermutationsassays.

Zur Verbesserung des vorhandenen Assays und um seine Anwendung flir mdglichst viele
Zelllinien zu ermoglichen, wurde deshalb statt des TK-Promotors ein stirkerer Simian Virus
40 (SV)-Promotor vor das Hygromycingen in den Vektor kloniert (siche Methodenteil 6.2.4).
In Abbildung 6B ist deutlich zu erkennen, dass nach Umklonierung des Promotors sowohl der
Anteil lebender wie auch der Anteil griiner Zellen fiir BL100 gesteigert werden konnte. Dies
ermoglichte die Durchfilhrung von Hypermutationsassays bei einer Konzentration von
200pg/ml Hygromycin. Auch fiir die Raji-Zelllinie fithrte die Verdnderung des Vektors zu
einer Verbesserung des Lebendzellanteils, was eine wichtige Voraussetzung fiir weitere

Versuche darstellt.
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Abbildung 6: Test des verbesserten Hypermutationsreporters

Anteil lebender Zellen und Anzahl griiner lebender Zellen in Raji und BL100 Zellen nach 10 Tagen Selektion
mit verschiedenen Konzentrationen Hygromycin (1:500 entspricht 100pg/ml) fiir A) den Vektor mit TK-
Promotor und B) den neu-klonierten Vektor mit SV-Promotor
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3.1.2 Charakterisierung der SHM-Aktivitat verschiedener Zelllinien

Mit dem verbesserten Hypermutationsvektor konnten verschiedene Zelllinien, die in Tabelle 1
zusammengefasst wurden, auf mogliche Hypermutationsaktivitdt untersucht werden.

Die Zellen wurden mit dem Hypermutationsreporter transfiziert und 30 Tage lang
regelméfBigen FACS-Analysen unterzogen. Die parallele Transfektion derselben Zellen mit
einem GFP-Vektor diente als Transfektions- und Selektionskontrolle.

Die Ergebnisse der Hypermutationsassays werden in verschiedenen Graphen dargestellt
(sieche Abbildung 7), da aufgrund der sehr unterschiedlichen Aktivitdtsniveaus sonst die
schwicher oder nicht-hypermutierenden Zelllinien nicht von der X-Achse zu unterscheiden
wiren. Die beiden oberen Graphen zeigen die Zelllinien, die als hypermutierend eingestuft
werden konnen. Wie man am Beispiel der Zelllinie BL60 deutlich erkennen kann, ist der
Verlauf des Graphen der am stirksten hypermutierenden Zelllinie Raji sehr dhnlich, aber auf
wesentlich niedrigerem Niveau. Der Verlauf des Graphen fiir die Zelllinie HHS514 ist
unregelmédBiger als fiir die anderen Zelllinien, weil es aufgrund des geringen Anteils lebender
Zellen innerhalb des Assays nicht mdglich war die Zahl von einer Million lebender Zellen in

jeder Messung zu erreichen und Schwankungen deshalb deutlicher zu Tage treten.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien sowie Angaben zum Ursprung und EBV Status

Zelllinie EBV-Status Ursprung
Raji + BL-Zelllinie
BL100 - BL-Zelllinie
BL60 + BL-Zelllinie
Mutu III, Mutu (-) | + (bzw. Verlust des EBV-Genoms) BL-Zelllinie
P3HR1 + BL-Zelllinie
HHS514 + BL-Zelllinie; Klon von P3HR1
BJAB - BL-dhnliche Zelllinie
BL70 - BL-Zelllinie
DG75 - BL-Zelllinie
P493.6 + in vitro transformiert
EREB 2-5 + in vitro transformiert
721 + LCL
Nalm6 - Pra-B-Zelllinie

BL: Burkitt-Lymphom; LCL: lymphoblastoide Zelllinie
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Um den Vergleich hypermutierender und nicht-hypermutierender Zelllinien zu vereinfachen,
wurde flir den linken unteren Graph mit nicht-hypermutierenden Zelllinien dieselbe Skala
gewihlt wie fiir die schwach hypermutierenden oben rechts.

Die Zelllinie BJAB erscheint dabei in ihrem Verlauf dhnlich wie die hypermutierenden,
weitere Versuche zeigten jedoch nur vereinzelte GFP-positive Zellen und keinen
kontinuierlichen Anstieg. Daher wurde die Zelllinie als nicht bis schwach mutierend
eingestuft. Fiir die Zelllinie BL70 aus dem zu untersuchenden Zelllinienset ist keine Kurve
dargestellt, sie ist im Rahmen der Publikation zum Originalreporterassay bereits getestet

worden und zeigt keine Hypermutationsaktivitét (Riickerl et al., 2006).
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Abbildung 7: Vergleich der Hypermutationsaktivitat verschiedener Zelllinien

Die Anzahl GFP positiver Zellen pro 100000 lebende Zellen wurde fiir die verschiedenen Zellen iiber einen
Zeitraum von einem Monat ausgewertet. Die Skalen der Ordinatenachse wurden so gewdhlt, dass fiir alle
Zelllinien der Verlauf der Graphen deutlich wird.
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3.1.3 Variabilitat in isogenen Zellsystemen und fiir unabhangige Assays

in derselben Zelllinie

Da im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte, welchen Einfluss verschiedene
Transkriptionsfaktoren auf die SHM-Aktivitdt haben, war im Vorfeld dieser Untersuchungen
von Interesse, wie groB3 die Plastizitit dieses Prozesses vor demselben genetischen
Hintergrund sein kein.

Die zwei Zelllinien Mutu(-) und Mutulll sind dafiir ein geeignetes Modell, weil sie ein
isogenes Zellsystem darstellen. Die Zelllinie Mutu wurde urspriinglich als EBV-positive
Zelllinie aus einem Burkitt-Lymphom isoliert. Wie andere EBV-positive Zelllinien zeigt sie
eine Latenz III und den Phénotyp einer LCL. In diesem Zustand als Mutulll bezeichnet zeigt
sie eine schwache aber nachweisbare Hypermutationsaktivitéit (s. Abbildung 8A). In Kultur
kam es in einer Subpopulation zu einem spontanen Verlust des EBV-Genoms. Diese Zelllinie
wird als Mutu(-) bezeichnet und zeigt eine deutliche hohere Hypermutationsaktivitit. Der
gemeinsame genetische Ursprung dieser Zelllinien wurde durch eine Sequenzierung der VDJ-
Region des V-Gens bestitigt (Daten nicht gezeigt).

Auch innerhalb einer Zelllinie koénnen verschiedenen Batchez, also Zellen, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gesichert wurden oder unterschiedliche Zeitrdume in Kultur
verbracht haben, unterschiedliche Hypermutationsaktivitit aufweisen, wie in Abbildung 8B
fiir verschiedenen Batche der Rajizelllinie gezeigt ist.

Wegen der hohen Schwankungen zwischen verschiedenen Assays derselben Zelllinie wurden
von verschiedenen Zelllinien Einzelzellklone (EZK) generiert (siche Methodenteil). Diese
unterschieden sich zum Teil deutlich in der Menge von AID-Protein wie in Abbildung 8C
exemplarisch fiir BL100 gezeigt wird, und in 3.3.4 fiir Raji-EZK néher untersucht wurde. Die
groflere Uniformitdt von Einzellzellklonen im Vergleich mit Batchen einer Zelllinie ist mit
einem reproduzierbaren Verhalten in Hypermutationsassays verbunden. Unabhingige Assays
mit demselben EZK fithren zu dhnlichen Verldufen der Graphen wie in Abbildung 8D fiir

zwei verschiedene Raji-EZK dargestellt ist.

* Der Begriff batch, wird in dieser Arbeit verwendet um eine Charge einer Zelllinie zu beschreiben. Obwohl
Zelllinien klonalen Ursprungs sind, weisen sie nach lingeren Zeitriumen in Kultur eine gewisse Heterogenitét
auf, die in Experimenten zum Phinotyp einer Mischkultur fithrt mit Zellen, die auf gleiche Stimuli unter
Umsténden verschieden reagieren.
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Abbildung 8: Hypermutationsaktivitét in isogenen Zelllinien und Einzelzellklonen

A) Hypermutationsaktivitdt in Mutulll (rosa) versus Mutu(-) Zellen (blau). B) Hypermutationsaktivitit
verschiedener Batche von Raji-Zellen in unterschiedlichen Assays. C) Westernblot-Analyse der AID Level in
verschiedenen BL100 Einzellzellklonen. Actin und PonceauS werden als Ladekontrolle gezeigt. D)
Hypermutationsaktivitit von Einzellzellklonen aus der Raji-Zelllinie. Die beiden Orange- bzw Blautoéne sind
Graphen unabhéngiger Assays desselben Einzellzellklons.

3.1.4 Enhancereffekte in ausgewahlten Zelllinien

Es gibt widerspriichliche Ergebnisse zu der Bedeutung von Enhancern fiir die Hypermutation
im endogenen Locus und fiir Transgene (sieche Einleitung).

Um die Effekte von Enhancern in verschiedenen Zellen untersuchen zu konnen, wurden die
Sequenzen des intronischen und 3’Enhancers aus dem Hypermutationsreporter entfernt (siche
6.2.4) und parallele Transfektionen von Hypermutationsreportern mit und ohne Enhancer
durchgefiihrt. In Abbildung 9 sind die Ergebnisse fiir die Enhancer-freien Konstrukte jeweils
als hellere Farbtone dargestellt. In den EBV-positiven Zelllinien Raji und BL60 zeigt sich ein
positiver Effekt der Enhancer in jeweils zwei unabhdngigen Versuchsdurchfiihrungen. In
Mutu(-) ist ebenfalls eine Erh6hung der SHM-Aktivitit durch die Enhancer zu verzeichnen.
Fiir die BL100-Zelllinie ist kein Unterschied in der SHM-Aktivitit mit und ohne Enhancer
sichtbar, allerdings ist die Hypermutationsaktivitdt im Vergleich mit den anderen Zelllinien

und im Vergleich mit anderen Hypermutationsassays in BL100 gering.
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Abbildung 9: Enhancereffekte flr ausgewahlte Zelllinien

Dargestellt ist die Anzahl GFP positiver Zellen pro 100.000 Lebendzellen {iber einen Zeitraum von einem
Monat. Der hellere Farbton wurde fiir den Vektor ohne Enhancer ausgewdhlt, der dunklere entspricht dem
Vektor mit Enhancer. Unterschiedliche Farben stehen fiir unabhingige Assays in derselben Zelllinie

Der verbesserte Hypermutationsassay konnte somit angewendet werden, um die Effekte von
Enhancern und die Heterogenitit von Einzelzellklonen in Bezug auf die
Hypermutationsaktivitit darzustellen. Auferdem konnten verschiedene Zelllinien auf ihre
SHM-Aktivitdt untersucht werden und stehen fiir weitere vergleichende Analysen zwischen

hypermutierenden und nicht-hypermutierenden Zellen zur Verfiigung

3.2 Vergleichende Analyse hypermutierender und nicht-

hypermutierender B-Zelllinien

3.2.1 Vergleich auf phanotypischer Ebene

Es gibt nur einen Oberflichenmarker fiir die Unterscheidung von Zentroblasten und
Zentrozyten im humanen Keimzentrum: CD77. Da somatische Hypermutation in vivo
hauptsédchlich in Zentroblasten stattfindet, wurde das Zelllinienset in einer FACS-Analyse auf

die Oberflachenexpression von CD77 untersucht.
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Abbildung 10: CD77/38 FACS-Farbung zur Ermittlung des Zentroblastenphénotyps

Die Zellen wurden mit Antikérpern gegen CD77 und CD38 geférbt. Fiir den jeweiligen Zelltyp sind im linken
Diagramm 20.000 lebende gefirbte Zellen ((Propidiumiodid (PI)-negative) und auf der rechten Seite ein
Histogramm mit der Verteilung CD77-positiver Zellen in ungeférbten (griiner Graph) versus gefarbten Zellen
(schwarzer Graph) dargestellt.

Die meisten der Zellen, die mittels des Hypermutationsassays als hypermutierend eingestuft

worden waren, wiesen einen Anteil CD77-positiver Zellen auf (sieche Abbildung 10). Nur

Mutulll erscheint groBtenteils CD77 negativ. Fiir Mutu(-) wurde kein Graph gezeigt, da eine

ungefarbte Kontrolle fiir das Histogramm fehlte. Die Zellen weisen jedoch eine deutliche

CD77-positive Subpopulation auf.
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Von den nicht hypermutierenden Zellen zeigt nur P493.6 einen kleinen Anteil CD77-positiver
Zellen, alle anderen sind CD77-negativ. Die Zelllinien EREB 2-5 und 721 sind auBBerdem
CD38-negativ.

Die Prisenz CD77 positiver Zellen, die auch als Zentroblastenphénotyp bezeichnet werden
kann, korreliert also relativ gut mit der Hypermutationsaktivitit der Zelllinien, die untersucht

wurden.

3.2.2 Vergleich auf Ebene der RNA-Expression

Um einen moglichen Einfluss von Keimzentrums-Transkriptionsfaktoren auf die
Hypermutationsaktivitdt zu untersuchen wurde die Expression der Transkriptionsfaktoren
bcl6, E2A (getrennt fiir die beiden Spleilvarianten E12 und E47), pax5 und c-myc in dem
Zelllinienset analysiert. Zusidtzlich wurde die Expression von AID als wichtigstem
Hypermutationsfaktor ermittelt. Die IgM Expression in den Zellen wurde ebenfalls betrachtet,
da Verdnderungen im Transkriptionsspiegel der Immunglobulingene neben der Modulation
der AID-Aktivitdit mogliche Ansatzpunkte fiir eine Regulation der Hypermutation durch
Keimzentrums-Transkriptionsfaktoren darstellen.

Die quantitativen RT-PCR-Analysen wurden auf das Gen fiir das ribosomale Protein RBL23b
normalisiert (siche 6.4.3) und ergaben groBe Expressionsunterschiede innerhalb des
Zellliniensets fiir alle untersuchten Faktoren (siche Abbildung 11). Bcl6 ist in den
hypermutierenden Zelllinien hiufiger exprimiert (in sechs von sieben) als in den nicht
hypermutierenden (drei von sieben), allerdings sind in dem nicht-hypermutierenden Set mit
der Pri-B-Zelllinie Nalmé6 und den in vifro immortalisierten EREB 2-5 und P493.6 auch
Linien enthalten, die aufgrund ihres Differenzierungszustandes typischerweise noch kein bcl6
exprimieren. Die Expressionslevel korrelieren nicht mit der Hypermutationsaktivitét.

Fir die Prisenz von E12 und E47 zeigt sich kein klarer Unterschied zwischen
hypermutierenden und nicht hypermutierenden Zelllinien. Lediglich die Expressionslevel von
von E47 sind in hypermutierenden Zellen im Schnitt etwas hoher.

Die c-myc-Expression erscheint in den hypermutierenden Zelllinien mit Ausnahme von
HHS514 eher geringer als in den nicht-hypermutierenden, auch weisen die BL-Zelllinien
innerhalb des gesamten Sets keine erhohten c-myc-Level im Vergleich mit Zellen ohne die
typische Translokation des Myc-Gens auf, wie zum Beispiel am Vergleich der Zelllinie
BL100 mit den Zelllinien BJAB und Nalmé6 deutlich wird.

Auch fiir die Expression von pax5 und IgM =zeigt sich keine Korrelation mit der

Hypermutationsaktivitit der Zelllinien.
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Abbildung 11: mRNA-Expressionsmengen von Keimzentrumsfaktoren im Zelllinienset
Quantitative RT-PCR-Analyse fiir die mRNA-Mengen von AID, bcl6, c-myc, pax5, E12, E47 und Igp. Die
relativen mRNA-Mengen der verschiedenen Faktoren wurden auf die Expression von RBL23B normalisiert und
jeweils fiir zwei unabhéngige PCRs gemittelt. Links sind SHM-negative und rechts SHM-positive Zelllinien

dargestellt.

Die AID-Expression dagegen ist in den hypermutierenden Zellen eindeutig hoher als in den

nicht-mutierenden Zelllinien und zeigt innerhalb der isogenen Zellsets P3HR1 und HH514

sowie Mutulll und Mutu(-) jeweils hohere Level in der stirker mutierenden Zelllinie.

Allerdings zeigen auch nicht-hypermutierende Zelllinien eine deutliche AID-Expression.
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Von allen untersuchten Faktoren ist damit auf RNA-Ebene die Expression von AID am

ehesten mit der Hypermutationsaktivitit der entsprechenden Zelllinien korreliert.

3.2.3 Vergleich auf Ebene der Proteinexpression

Da fiir die Aktivitdit von Transkriptionsfaktoren, oder auch AID, die vorhandene
Proteinmenge bessere Hinweise gibt als die RNA Expressionslevel, wurde im Anschluss eine
Westernblot-Analyse fiir AID und die Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt und in Abbildung
12 zusammengefasst.

Wie schon auf RNA-Ebene zeigen die meisten Faktoren abgesehen von Pax5 auch auf
Proteinebene stark ausgepriagte Expressionsunterschiede.

Fiir Bcl6 spiegeln die Proteinlevel recht gut die Unterschiede in den nachgewiesenen mRNA-
Mengen wider. Die Interpretation der E2A Proteinmengen ist im Vergleich mit der RNA
Expression dadurch erschwert, dass der verwendete AntikOérper beide Splicingvarianten
detektiert. Da jedoch die mRNA-Mengen fiir E12 deutlich hoher sind als fiir E47 (siehe
Abbildung 11) ermdglicht ein Vergleich mit den E12-Mengen eine gute Abschétzung. Es fallt
auf, dass die graduellen Unterschiede der mRNA-Mengen auf Proteinebene zu wesentlich
drastischeren Ungleichheiten fiihren. So weisen die drei Zelllinien 721, EREB 2-5 und P493.6
zwar niedrige, aber deutlich detektierbare Mengen von E12- (und E47-) mRNA auf. In der
Westernblot-Analyse ist jedoch kein E2A-Protein nachweisbar. Ahnliches gilt fiir den
Vergleich von P3HR1 und HH514, auch hier erscheinen die Abweichungen auf Proteinebene
markanter als fiir die mRNA-Mengen. Insgesamt korrelieren die E2A-Proteinmengen nicht
mit dem Hypermutationspotential der Zelllinien.

Die c-Myc-Proteinmengen korrelieren ebenfalls nicht mit der Hypermutationsaktivitit der
Zelllinien und entsprechen nur teilweise den ermittelten mRNA-Leveln. Hauptdeterminante
fiir die c-Myc-Level scheint eher der EBV-Status beziehungsweise der Proliferationszustand
der Zellen zu sein. Die drei Zelllinien mit den niedrigsten c-Myc Proteinmengen (EREB 2-5,
721 und Mutulll) proliferieren weitgehend unabhéngig von c-Myc auf dem EBV-

Wachstumsprogramm.
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Abbildung 12: Proteinmengen fiir AID und die Transkriptionsfaktoren im Zelllinienset
Westernblot-Analyse der Proteinmengen fiir die Transkriptionsfaktoren und AID in den Zellen des
Zellliniensets. Gleiche Proteinmengen wurden aufgetragen und zusétzlich {iber PonceauS sowie GAPDH und
Tubulin als Ladekontrollen kontrolliert. Der Pfeil markiert die Bande mit der richtigen Hohe. Fiir Bel6 trat in
allen Versuchen mit diesem Antikdrper eine unspezifische Bande oberhalb der richtigen Bande auf. Die
zusétzliche Bande in der c-Myc Darstellung ist ein Signal der Tubulin-Bande, die vor c-Myc und mit demselben
Zweitantikorper nachgewiesen wurde.

Pax5 setzt sich von den anderen Transkriptionsfaktoren dadurch ab, dass in diesem Fall die
deutlichen Unterschiede der mRNA-Mengen zwischen den Zelllinien nicht zu gréferen
Abweichungen der Proteinmengen fiihren. Lediglich die niedrige Expression von Pax5 in
beiden Mutu-Zelllinien unabhédngig von ihrem EBV-Status ist interessant, da Mutulll fiir alle
anderen TFs die Ausnahme innerhalb der hypermutierenden Zelllinien darstellt. Eine
Korrelation von Pax5 mit der Hypermutationsaktivitdt der Zelllinien ist nicht zu erkennen.

Fiir AID bestdtigen die Proteindaten die Annahme einer Korrelation zwischen AID-Menge
und SHM. Zwar weisen auch nicht-hypermutierende Zelllinien geringe Mengen AID-Protein
auf, diese sind allerdings in hypermutierenden Zelllinien deutlich hoher.

Zusammenfassend korreliert also auch auf Proteinebene die Menge von AID am ehesten mit

dem Hypermutationspotential der Zellen.
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3.3 Etablierung der Uberexpression von Keimzentrums-

transkriptionsfaktoren

3.3.1 Klonierung der Uberexpressionsvektoren

Fiir die Uberexpression der Keimzentrumstranskriptionsfaktoren wurde ein induzierbares
Vektorsystem, basierend auf dem pRTS1 Plasmid (Bornkamm et al., 2005), verwendet. Die
Plasmide verfiigen iiber einen bidirektionalen Tetrazyklin-regulierbaren Promotor, wodurch
eine induzierbare Expression des gene-of-interest (GOI) zusammen mit der Expression eines
ngfr-Gens moglich ist (siche Abbildung 13). Dieses kodiert fiir eine verkiirzte, inaktive Form
des Transmembranproteins NGFR (nerve growth factor receptor), das durch eine FACS-
Férbung nachweisbar ist. Die Induktion kann statt mit Tetrazyklin (Tet) auch mit dem
weniger toxischen Analogon Doxyzyklin (Dox) erfolgen.

Da das Vektorsystem genau wie der Hypermutationsreporter eine Hygromycinresistenz
aufwies, wurde er umkloniert und das entsprechende Gen durch ein Puromycinresistenzgen
ersetzt. Dieser Vektor diente dann als Ausgangspunkt fiir Uberexpressionsplasmide fiir die
Transkriptionsfaktoren Bcl6, E2A, Pax5, c-Myc sowie fiir Luciferase (LUC) als
Negativkontrolle und AID als Positivkontrolle.

Fiir Luciferase, AID und c-Myc konnten Inserts aus vorhandenen Vektoren verwendet
werden. Fiir Bel6, E2A und Pax5 wurde per PCR ein vollstindiges Transkript aus cDNA
gewonnen, mit Schnittstellen versehen und entweder direkt in den Uberexpressionsvektor,
oder zunichst in einen Zwischenvektor kloniert. Da bei der Uberpriifung der Sequenzen alle
PCR-Produkte Mutationen aufwiesen, mussten jeweils mehrere Fragmente iiber weitere
Klonierungsschnitte kombiniert werden um einen korrekten Uberexpressionsvektor zu
erhalten (Details finden sich im Methodenteil).

Tet-re gulierbarer
Promotor

ngirs qor Abbildung 13: Ausgangsvektor fur die

oriP Uberexpression der Transkriptionsfaktoren
GOI (gene of interest); Amp: Ampicillin (Selektion
in Bakterien); IRES: internal ribosomal entry site;

Enhancer . !
ngfr: trunkierter nerve growth factor receptor; oriP:
nTA origin of latent replication; Puro: Puromycin
IRES (Selektion in B-Zellen); rtTA: reverse tetracycline-

controlled  transactivator; tTR: tetracycline-

ITR
,// controlled transrepressor

Puro-Resistenzgen
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3.3.2 Test der Vektoren in verschiedenen Zelllinien

Um die Funktionalitdt der Vektoren zu testen, wurde nach Abschluf3 der Klonierung jeder der
Vektoren in mindestens zwei verschiedene Zelllinien {iberexprimiert. Nach Induktion und
Selektion wurden die ngfr-positiven Zellen iiber eine MACS-Sédule angereichert und in einer
Western-Blot Analyse untersucht (siche Abbildung 14). Die Anreicherung war notwendig,

weil in einigen Zelllinien die Selektion nicht vollstdndig durchgefiihrt werden konnte.

Raji LUC
Raji cmyc
BL100 LUC
BJAB LUC
BJAB pax5
BL100 LUC
BL100 pax5

DG75 LUC
DG75 bcl6
Raji LUC
Raiji bcl6
BL60 LUC
BL60 cmyc

Raji LUC

. Raji E12

i

Bcl6

e

-4GAPDH - |- GAPDH-‘ e # |GAPDH™ ey | GAPDH

Abbildung 14: Test der Uberexpressionsvektoren fiir Bcl6, c-Myc, E12 und Pax5

Die verschiedenen Zelllinien wurden zunichst mit den Uberexpressionsvektoren bzw einer Luciferasekontrolle
transfiziert, am nichsten Tag induziert und unter Selektion gesetzt. Nach 5-12 Tagen wurden die Zellen mittels
FACS gepriift, die ngfr-positiven Zellen iiber MACS-Saulen isoliert und zu Proteinextrakten verarbeitet. In der
Westernblot-Analyse wurde die Uberexpression mit dem jeweiligen Antikdrper nachgewiesen und GAPDH als
Ladekontrolle analysiert.
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Alle Uberexpressionsvektoren filhren zu einem deutlichen Anstieg des entsprechenden
Proteins. Der Grad der Uberexpression, bzw. der Anreicherung des Proteins variiert zwischen
den einzelnen Faktoren. So ist endogenes Bcl6 im Vergleich mit dem iiberexprimierten
praktisch nicht nachweisbar, Pax5 wird moderat {iberexprimiert und c-Myc ist in einer der
zwei getesteten Zelllinien (BL60) nur schwach iiberexprimiert. Da alle TFs durch denselben
Vektor tiiberexprimiert werden, kann dies mogliche Hinweise auf die Regulation der

Transkriptionsfaktoren selbst liefern.”

3.3.3 Etablierung von iliberexprimierenden Einzelzellklonen

Nachdem bereits bei den Hypermutationsassays in verschiedenen Zelllinien die hohe Varianz
im Verlauf von Assays zwischen Batchen derselben Zelllinien aufgefallen war, wohingegen
Einzelzellklone eine hohere Reproduzierbarkeit aufwiesen, lag es nah auch die
Uberexpression in EZKs durchzufiihren. Dies ist auch angesichts der hohen
Expressionsvariabilitit von Klonen einer Zelllinie eine Moglichkeit schon vor den

Experimenten eine Charakterisierung der Klone vorzunehmen. Die Uberexpression erfolgt

> Fiir E2A war eine massive Uberexpression des Proteins nach Transfektion mit dem klonierten EI12-
Uberexpressionsvektor sichtbar. Nachtriigliche Analysen des Vektors nach Abschluss der Arbeit ergaben
mehrere Mutationen in der Sequenz, die zum Verlust der Funktionalitit des Proteins gefiihrt haben konnten. Dies
konnte auch fiir die Regulation des Proteins durch Degradation gelten.
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mit dem beschriebenen, auf dem pRTS1-System basierenden induzierbaren Vektor, in dem
die Charakterisierung der basalen Expression vor Induktion gut durchgefiihrt werden kann.

Allerdings ist das Generieren von FEinzelzellklonen relativ aufwindig, so dass eine
Beschrankung auf eine Zelllinie erfolgen musste. Die Raji-Zelllinie wurde hierfiir ausgewahlt,
weil sie im Labor gut etabliert ist und eine robuste Hypermutationsaktivitit zeigt, die es

ermoglicht Modulationen sowohl nach oben als auch nach unten zu detektieren.

3.3.4 Charakterisierung der Einzelzellklone

In Tabelle 2 sind die Tests der Raji-Uberexpressionseinzelzellklone zusammengefasst.

Fiir die TF wurden verschieden viele Klone generiert, auf Induzierbarkeit getestet und bis zur
weiteren Verwendung gesichert. Von diesen konnten nicht alle, aber doch die meisten, wieder
aufgetaut werden (44 von 47). Bei anschlieBender Priifung der Induzierbarkeit von ngfr-
Oberflachenexpression durch Doxycyclinzugabe waren immerhin iiber 80% der aufgetauten
Klone induzierbar. Zumindest in zwei Fillen war jedoch bei Westernblot-Analysen der
Uberexpression trotz ngfr-Induktion kein Effekt auf Proteinebene nachweisbar.

Insgesamt war es mdoglich fiir alle TF zwei bis drei Uberexpressionsklone fiir die weiteren
Untersuchungen zu identifizieren. Fiir diese Auswahl der EZK wurden die basalen
Proteinlevel der Transkriptionsfaktoren und von AID ermittelt, sowie die Induktion des auf

dem Uberexpressionsvektor kodierten Proteins durch Westernblot-Analyse bestitigt.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Generierung von Uberexpressions-Einzelzellklonen

Faktor | reaktivierbar i”dzjnzgfe:)bar 'n(‘;”rz'gﬁ?r verfiigbar | verwendet
Bcle | 4(5) | 4(4) 2 (3) 2 2
cMyc | 9¢10) | 8(9) 3 (4) 3 2
E2A | 9@ | 69 3 (3) 3 3
Pax5 | 10(11) | 8(10) | 3(3) 3 3
LUC | 12(12) | 10 (12) / 10 3
Total | 44 (47) | 36 (44) | 11 (13)

Fiir jeden der zu iiberexprimierenden Faktoren (Spaltel) ist die Zahl der reaktivierbaren Klone, die nach der
initialen Induktionstest eingefroren worden waren, von der Gesamtzahl generierter Klone angegeben (Spalte 2).
Diese wurden zunichst durch Zugabe von Doxycyclin fiir mindestens 48 Stunden auf Induzierbarkeit getestet,
was durch eine FACS-Farbung ermittelt werden konnte (Ergebnisse in Spalte 3). Als induzierbar wurden Klone
mit mehr als 5% ngfr-positiven Zellen definiert. Im Durchschnitt waren in induzierbaren Klonen 35% der
lebenden Zellen ngfr-positiv. Von diesen Klonen wurden einige zusétzlich mittels einer Westernblot-Analyse auf
Induktion des Proteins getestet (Spalte 4), bevor sie fiir weitere Experimente verwendet wurden.
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Abbildung 15: Charakteriserung der verwendeten Raji-Uberexpressionsklone

Western-Blot Analyse der basalen Proteinmengen der Transkriptionsfaktoren und AID in den generierten
Einzelzellklonen der Raji-Zelllinie, die Vektoren zur Uberexpression von Luciferase, Bcl6, c-Myc, E2A und
Pax5 aufweisen. Auf dem Blot fiir Bcl6 ist eine unspezifische Bande oberhalb der Bande von Bcl6 sichtbar. Bei
dem E2A Blot-tritt in Klonen mit einer hohen E2A-Expression eine unspezifische Bande unterhalb der richtigen
Bande auf. Eine zweite Band fiir Tubulin ist, wie auch an den Intensitétsunterschieden und Héhenschwankungen
zu erkennen, ein Durchstrahlen der zuvor mit demselben Zweitantikdrper entwickelten c-Myc-Bande

Wie in Abbildung 15 zu sehen zeigt sich wie schon fiir AID in der hypermutierenden Zelllinie
BL100 demonstriert (siche Abbildung 8) eine hohe Expressionheterogenitit flir die
untersuchten Proteine zwischen Einzelzellklonen aus demselben Batch. So weisen die Klone
Cmyc.4 und Pax5.5 fast kein nachweisbares Bcl6 auf. Die Proteinmengen in den
Einzellzellklonen variieren dabei um die im Batch nachweisbaren Level. Fiir E2A sind die
Abweichungen insgesamt geringer. Die meisten Klone weisen jedoch hohere Mengen von
E2A-Protein auf als der Ursprungsbatch. Interessanterweise ist in zwei der Pax-
tiberexprimierenden Klone fast kein E2A nachweisbar. Um systematische Effekte dieser
niedrigen E2A-Expression in den Experimenten mit Pax5-Uberexpression auszuschlieBen
wurde deshalb - wenn mdglich - der dritte Klon Pax5.4 vergleichend herangezogen.

Die Proteinlevel fiir c-Myc schwanken ebenfalls deutlich, noch auffilliger sind jedoch die
Schwankungen in der Hohe der entsprechenden Bande. Dies ist kein technisches Problem wie
Wiederholungen des Blots, Ponceaufiarbung und Bandenverlauf direkt ober- und unterhalb der
Hoéhe der c-Myc Bande zeigen. Da die c-Myc-Bandenhohe fiir einen EZK auch in unabhéngig
genommenen Pellets reproduzierbar ist (sieche Abbildung 16), handelt es sich vielmehr um
Zellklon-spezifische Unterschiede im c-Myc-Protein, beispielsweise durch

posttranskriptionelle Modifikationen oder durch Mutationen. Es ist bemerkenswert, dass die
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Bande im Batch nicht als sehr breite oder als Doppelbande erscheint, andererseits macht die
Prisenz von c-Myc-Proteinen mit abweichendem Laufverhalten keine Aussage iiber das
normale Verhéltnis solcher Varianten in der Batchkultur.

Wie schon im Vergleich verschiedener Zelllinien zeigt Pax5 auch beim Vergleich von Klonen
derselben Zelllinie keine ausgeprigten Schwankungen der Proteinlevel.

Die Mengen des AID-Proteins als zentralem Hypermutationsfaktor unterscheiden sich
deutlich zwischen den einzelnen Klonen. Dies korreliert nicht mit den Schwankungen in der
Proteinexpression eines der Transkriptionsfaktoren, so dass die AID-Level nicht als direkte

Folge der Basallevel eines der Transkriptionsfaktoren in den verschiedenen

Uberexpressionsklonen erscheinen.

Um die Induzierbarkeit der Proteinexpression zu testen und einen Eindruck von der
maximalen Induktionsstirke in Kultur zu erhalten, wurden die Klone fiinf Tage lang mit
Doxycyclin (Dox) induziert und eine Westernblot-Analyse dieser Zellen im Vergleich mit
uninduzierten Zellen durchgefiihrt. Die in Abbildung 16 dargestellt Westernblot-Analyse

zeigt, dass alle Transkriptionsfaktoren deutlich {iberexprimiert werden konnten.
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Abbildung 16: Induktion von Transkriptionsfaktoren in Raji-Einzelzellklonen:

Westernblot-Analyse von Raji-Einzelzellklonen auf Uberexpression: - sind uninduzierte Zellen, ,,+* sind
Zellen, die fiir fiinf Tage mit Doxycyclin induziert und auf die Transkriptionsfaktoren Bcl6, E2A, c-Myc und
Pax5 untersucht wurden. Zusidtzlich wurde auf AID getestet und Tubulin als Ladekontrolle entwickelt.
Durchstrahlende Banden, insbesondere der E2A-iiberexprimierenden Proben sind auch bei der Entwicklung

anderer Antikorper mit gleichem Zweitantikorper (gilt hier fiir Tubulin und c-Myc) sichtbar, deshalb wurde die
korrekte Bande jeweils mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung 17: AID-Uberexpression in Raji-
Einzelzellklonen

Die Klone wurden fiinf Tage mit Doxycyclin
induziert, anschlielend geerntet und zum Vergleich
zusammen mit Extrakten von uninduzierten, aber
ansonsten gleich behandelten Zellen auf ein Gel
aufgetragen. Der Westernblot wurde auf die
Expression der Transkriptionsfaktoren Bcl6, c-Myec,
E2A und Pax5 sowie AID untersucht. GAPDH und
PonceauS dienen als Ladekontrolle.

Da im weiteren Verlauf der Arbeit eine Positivkontrolle fiir AID-Effekte bendtigt wurde,

wurden zusétzlich zu den hier bereits vorgestellten Einzelzellklonen weitere Einzelzellklone

generiert, die im selben Vektorhintergrund HA-AID exprimieren, also AID, das mit einer

Haemagglutinin (HA)-Markerstruktur versehen wurde. Dieses ist trotz des zusdtzlichen

Markers funktional, erscheint im Blot jedoch als eine Bande oberhalb des endogenen AID.

Auch hier wurden drei induzierbare Klone identifiziert (siche Abbildung 17). Der Klon AID.2

war nicht induzierbar. Interessanterweise scheint es in den Einzelzellklonen AID.5 und AIDS

so, als wiirde die Uberexpression von AID einen negativen Einfluss auf die Expression von

E2A und Bcl6 haben. Der Effekt ist jedoch nicht konsistent, da die Proteinmengen in Klon

AID.1 nach Induktion nicht sanken.

3.4 Auswirkungen der Uberexpression der Transkriptionsfaktoren

auf AID

3.4.1 Uberexpression der Transkriptionsfaktoren in verschiedenen

Zelllinien

Einzelzellklone stellen ein gutes experimenelles System dar um durch Kontrolle von

Parametern wie Basallevel der untersuchten Faktoren auch kleine Effekte zu detektieren.

Allerdings ist ihre Aussagekraft iiber die Allgemeingiiltigkeit von nachgewiesenen Effekten
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beschriankt. Daher wurden in einem ersten Schritt die Transkriptionsfaktoren in verschiedenen
Zelllinen iiberexprimiert und auf Effekte untersucht, die zelllinienunabhéngig auftraten. Dazu
wurden die Zelllinien mit den Uberexpressionsvektoren transfiziert. Im Gegensatz zu den
Experimenten, die die Funktionalitit der Vektoren testen sollten, wurden die Zellen jedoch
nicht unter Selektion gesetzt, sondern nach vier Tagen bereits geerntet. Damit sollte ein
Zeitfenster zur Detektion transienter und langfristiger Effekte erreicht werden. Die Zellen
wurden einen Tag nach der Transfektion induziert und nach vier Tagen eine MACS-
Aufreinigung der ngfr-positiven Zellen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden fiir die Zelllinien
die Eluate fiir alle Transkriptionsfaktoren einer Westernblot-Analyse unterzogen.

Die Uberexpression der verschiedenen Faktoren fiel sehr unterschiedlich stark aus. Fiir E2A
ist sie so stark, dass das Signal in allen folgenden Expositionen wieder auftritt. Auch die
Uberexpression des Pax-Proteins liegt weit iiber den endogenen Proteinleveln. Fiir Bcl6 ist
nur in der Zelllinie BL100 die Bcl6-Uberexpression nachweisbar, da die Blots der anderen

Zelllinien auch bei maximaler Exposition keine Bcl6-Signale zeigten.
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Abbildung 18: Uberexpression der Transkriptionsfaktoren in Batchkulturen verschiedener Zelllinien
1,5-2x10” Zellen wurden mit dem Uberexpressionsvektor transfiziert und am nichsten Tag induziert. Am vierten
Tag wurden die ngrf-positiven Zellen isoliert und fiir die verschiedenen Transkriptionsfaktoren und Luciferase
als Negativkontrolle per Westernblot-Analyse auf die Expression der Transkriptionsfaktoren und AID
untersucht. Fiir E2A ist das Signal so stark, dass es auch in der darauffolgenden Entwicklung von c-Myc mit
demselben Zweitantikorper deutlich zu sehen ist. PonceauS dient als Ladekontrolle.
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Wie bereits bei der Etablierung der Uberexpressionsvektoren gesehen, ist auch in diesem
Experiment die c-Myc Uberexpression eher schwach, wenn auch zumindest in BL60 definitiv
vorhanden.

In allen drei untersuchten Zelllinien zeigt sich ein erhohtes AID-Signal bei der Probe fiir
Bcl6-Uberexpression. Nur bei BL100 kann es sich dabei moglicherweise um einen Effekt von
Ladungsunterschieden handeln. Auch fiir die Uberexpression von c-Myc ist ein leichter
positiver Effekt auf AID zu erkennen. E2A und Pax5-Uberexpressionen hatten keinen
positiven, sondern allenfalls einen negativen Effekt auf die Proteinmenge von AID. Es
erscheint jedoch problematisch, dass genau die Transkriptionsfaktoren einen Effekt auf AID
zeigen, deren Uberexpression als weniger gesichert angesehen werden mufB.

Wie man anhand von Tabelle 3 entnehmen kann ist das Potential des hier verwendeten
experimentellen Ansatzes weitgehend ausgeschopft. Der Anteil ngfr-positiver Zellen ist
angesichts der in diesen Zellen zu erwartenden Transfektionseffizienzen und Anteilen
induzierbarer Zellen relativ hoch und die Ausbeute erreicht Spitzenwerte von iiber 90%.
Trotzdem ist die Zahl der Zellen die fiir die Analysen zur Verfiigung stehen, deutlich geringer
als man sie normalerweise fiir Westernblot-Analysen anstrebt (etwa 3x10° als

Mindestmenge). Es bleiben zwei grundsitzliche Moglichkeiten: entweder eine Verdnderung

Tabelle 3: Effizienz der MACS-Aufreinigung fiir die Uberexpression in Batchkulturen

Zelllinie und uber- | % ngfr positive | % ngfr positive Zellzahl | Ausbeute
exprimierter TK Zellen vor Zellen in Eluat
MACS Durchlauf / Eluat
BL60 LUC 8,9 0,2/70,5 2,1x108 93%
BL60 bcl6 14,6 1,0/85,6 3,1x108 84%
BL60 cmyc 10,9 0,4/759 1,5x108 56%
BL60 E2A 7,5 0,1/55,2 0,6x108 32%
BL60 pax5 13,2 0,4/719 1,1x108 34%
Raji LUC 3,9 0,1/57,9 0,8x108 55%
Raji bcl6 9,8 0,3/81,0 1,1x108 31%
Raji cmyc 6,5 0,3/74,5 1,0x108 42%
Raji E2A 6,4 0,1/72,5 1,3x108 56%
Raiji pax5 6,7 0,3/65,3 2,1x108 89%
BL100 LUC 15,7 3,9/88,7 5,8x1086 95%
BL100 bcl6 18,0 6,6 /93,0 6,0x106 93%
BL100 cmyc 16,9 2,5/86,3 5,9x106 97%
BL100 E2A 19,3 2,3/88,0 5,8x106 86%
BL100 pax5 19,6 4,9/93,3 6,0x106 87%

Die Tabelle gibt die wichtigsten Parameter fiir die durchgefiihrte MACS-Aufreinigung wieder. Die ngfr-Daten
wurden am Tag der Aufreinigung fiir alle Proben erhoben. Fiir die Berechnung der Ausbeute wurde fiir jede
Zelllinie exemplarisch eine Ausgangskultur gezéhlt und deren Dichte ergab zusammen mit dem gemessenen
Anteil ngfr-positiver Zahlen die maximale Ausbeute, deren tatsdchlich isolierter Anteil die Eluate darstellen. Die
Zellen im Eluat wurden auf zwei Pellets verteilt und das groBere der beiden fiir die Westernblots verwendet.
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des experimentellen Systems zum Beispiel durch Selektion auf vektor-tragende Zellen und
damit Erhohung des Anteils der ngfr-positiven Zellen, oder Nutzung eines experimentellen
Ansatzes mit besseren Ausgangsparametern. Hierfiir bieten sich die generierten
Einzelzellklone an. Diese tragen bereits alle den Uberexpressionsvektor, der durch Zugabe
von Doxycyclin die Uberexpression induzieren kann.

Darum wurden ausgehend vom potentiellen positiven Effekt der Bcl6 und c-Myc
Uberexpression auf AID weitere Untersuchungen in den iiberexprimierenden

Einzelzellklonen der Raji-Zelllinie durchgefiihrt.

3.4.2 Uberexpression der Transkriptionsfaktoren in titrierten Induktionen

Fiir die Analyse moglicher Uberexpressionseffekte in Raji-Einzelzellklonen wurden diese mit
verschiedenen Mengen Doxycyclin behandelt und nach zwei Tagen (fiir Kurzzeiteffekte) und
nach fiinf Tagen (fiir Langzeiteffekte) Pellets fiir eine Untersuchung auf Protein- und RNA-
Ebene unternommen. Dies wurde als Erstes exemplarisch an c-Myc iiberexprimierenden
Klonen getestet.

Wie aus Abbildung 19 ersichtlich ist, zeigt sich eine Induktion von c-Myc-Protein nach zwei
Tagen bereits ab einer Zugabe von 10ng/ml Doxycyclin. Obwohl an Tag fiinf die c-myc-
mRNA Level sich noch weiter erhoht haben, spiegelt sich dies in der Westernblot-Analyse
nicht wider. Insgesamt zeigt der EZK eine zeit- und Dox-Mengen-abhédngige kontinuerliche
Induktion. Allerdings zeigen sich keine Effekte auf AID, weder auf Protein, noch auf mRNA-
Ebene (nicht gezeigt).

Ein Grund dafiir, dass sich der Effekt auf AID, der in Analysen von Batchkulturen aufgetreten
war, hier nicht zeigt, konnte in der unvollstdndigen Induzierbarkeit der Klone liegen. Obwohl
die Klone dauerhaft in Selektionsmedium kultiviert werden, zeigen FACS-Analysen einen
unterschiedlichen Grad an Zellen, die nach Dox-Zugabe ngfr auf der Oberflache exprimieren.
Deshalb erschien es sinnvoll auch in den Einzelzellklonen &hnlich wie in den
Uberexpressionsanalysen in den verschiedenen Zelllinien eine MACS-Strategie zu verwenden

um Effekte in tatsdchlich iiberexprimierenden Zellen sichtbar zu machen.
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Abbildung 19: c-Myc-Uberexpression nach zwei bis fiinf Tagen Induktion mit Doxycyclin

Die Zellen wurden am Tag vor Beginn des Experiments auf eine Dichte von 3x10°Zellen/ml eingestellt. An Tag
0 wurden Proben fiir Protein- und RNA-Analyse entnommen, die Kultur aufgeteilt und mit 0, 2, 10, 50, 250 und
1000 ng/ml Doxycyclin behandelt. Nach zwei und fiinf Tagen wurden Proben entnommen. A) Es wurde eine
Westernblot-Analyse fiir c-Myc und AID durchgefiihrt. Tubulin und Ponceau S dienen als Ladekontrolle.

B) Eine quantitative RT-PCR-Analyse der mRNA-Mengen von c-myc wurde durchgefiihrt und ist hier auf die
mRNA-Mengen des ribosomalen Proteins RBL23 normalisiert dargestellt.

3.4.3 Untersuchung der Uberexpression mittels MACS-Strategie

Um ein moglichst sauberes experimentelles System fiir den Nachweis von
Uberexpressionseffekten der Transkriptionsfaktoren auf AID zu nutzen, sollten die den
tiberexprimierenden Zellen dhnlichsten Zellen als Vergleichspopulation dienen. Wie bei der
Charakterisierung der Einzelzellklone (sieche Abbildung 15) bereits beschrieben variieren die
AlID-Level zwischen Einzelzellklonen betrachtlich. Daher sollte nach der Induktion eine
Trennung der Zellen in induzierte und nichtinduzierte vorgenommen werden, was mittels
einer Aufreinigung ngfr-positiver und -negativer Zellen mdglich ist.

Mit einem zweistufigen Verfahren (Details siehe 6.1.8) konnten von Ausgangspopulationen
mit 9 bis 63% ngfr-positiven Zellen Fraktionen mit einem Anreicherungsfaktor von 5 bis 50

fach erreicht werden. Ein Beispiel ist in Abbildung 20 A gezeigt.
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3.4.4 Induktion von Protein durch Uberexpression in Einzelzellklonen

Das Verfahren der zweistufigen MACS-Reinigung wurde auf die Uberexpressions-
Einzelzellklone der Raji-Zelllinie angewandt. Dazu wurden die Zellen mit zwei verschiedenen
Doxycyclin-Konzentrationen, ndmlich 40 und 200ng/ml induziert. In den Versuchen mit
Titrationen von Doxycyclin in c-Myc-iiberexprimierenden EZK war bereits die niedrigere
Menge ausreichend um eine Uberexpression auf RNA und Proteinebene zu erreichen. Die
hohere Konzentration sollte die Wahrscheinlichkeit erhhen auch schwache Effekte sichtbar
zu machen. Nach vier Tagen wurden die Proben mit der MACS-Methode aufgereinigt.

Fiir jeden der betrachteten Transkriptionsfaktoren wurden zwei unabhédngige Klone
untersucht. Zusétzlich wurden Luciferasekontrollen mitgefiihrt. Die Fraktionen der
Aufreinigung wurden aufgefangen, ihr ngfr-Status mittels FACS-Analyse ermittelt und dann
einer Westernblot-Analyse unterzogen. Auf den Blots wurden jeweils das Eluat 1 als positive
Fraktion (+) und der Durchlauf 2 als negative Fraktion (-) nebeneinander aufgetragen. Die
beiden getesteten Konzentrationen wurden dabei auf verschiedene Blots geladen.

Fiir die E2A- und Pax5- iiberexprimierenden EZK ist nur das Ergebnis der niedrigeren
Doxycyclin-Konzentration gezeigt, da die starken Signale in der Westernblot-Analyse die
Prozessierung der Blots fiir die hohere Uberexpression sehr erschwerte. AuBerdem sind beide
Faktoren bereits bei der geringeren Doxycyclin-Menge deutlich iiberexprimiert, wie in
Abbildung 20 zu sehen ist. Insbesondere die Expression von E2A ist so stark, dass sie bei
langerer Exposition benachbarte Banden iiberstrahlt. Sowohl Pax5 als auch E2A sind in den
positiven Fraktionen deutlich angereichert. Interessanterweise ist Pax5 in den positiven
Fraktionen der E2A-Klone deutlich schwécher exprimiert.

Die AID-Proteinmengen in FEluat und Durchlauf sind bei einigen Klonen zwar
unterschiedlich, dies gilt allerdings auch fiir die Luciferasekontrollen. Die Unterschiede sind
zwischen den beiden unabhingigen Klonen, die fiir jeden Vektor untersucht wurden, nicht
konsistent, so dass es sich vermutlich nicht um Effekte der Uberexpression auf die AID-
Proteinmenge handelt.

Im unteren Teil der Abbildung 20 B sind die Ergebnisse fiir die Uberexpression von Bcl6 und
c-Myc fiir beide Uberexpressionsstirken dargestellt. In den Bcl6 iiberexprimierenden Klonen
erkennt man eine starke Anreicherung von Bcl6-Protein in der positiven Fraktion. Fiir die c-
Myc-Klone ist nur fiir den linken eine Anreicherung sichtbar, die in ihrer Stirke auch deutlich
hinter der der Bcl6-Klone zuriickbleibt. Die Uberexpression von c-Myc ist also in

Einzelzellklonen ebenso wie im Batch schwierig.
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Abbildung 20: Zweistufige MACS-Reinigung und Anwendung auf Gberexprimierende Einzelzellklone
A) Zweistufige MACS-Reinigung iiber einer Separationsséule, deren Eluat (EL) als positive Fraktion verwendet
wurde und einer anschlieBenden Depletionssédule, deren Durchlauf (DL) als negative Fraktion verwendet wurde.
Die Prozentzahlen geben den Anteil ngfr-positiver Zellen in den verschiedenen Fraktionen an, die durch FACS-
Analyse ermittelt wurden und hier fiir lebende Zellen gezeigt werden. B) Westernblot-Analyse fiir die
Expression von E2A, Pax5, Bcl6, C-Myc und AID in je zwei unabhiingigen Raji-Uberexpressionsklonen.
Aufgetragen sind die positive Fraktion (EL1, ,,+“) und die negative Fraktion (DL2, ,,-*) nach einer zweistufigen
MACS-Aufreinigung. Tubulin und PonceauS dienen als Ladekontrollen. Die niedrigere Uberexpression wurde
mit 40ng/ml, die hdhere mit 200ng/ml Doxycyclin induziert.
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Keiner der beiden Faktoren zeigt in diesem experimentellen Ansatz einen stringenten Effekt

auf AID. Zwar erscheint fiir den Bcl6-liberexprimierenden Klon Bcl6.5 bei der niedrigen

Uberexpression die Bande in der positiven Fraktion deutlich stirker, da dieser Effekt aber
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weder in der hoheren Uberexpressionsstirke noch in dem zweiten unabhiingigen Klon auftritt,
kann eine zufdllige Schwankung als Ursache nicht ausgeschlossen werden.

Damit muss festgestellt werden, dass im hier verwendeten experimentellen System fiir die
Uberexpression keines der Transkriptionsfaktoren ein Effekt auf AID nachgewiesen werden

konnte.

3.4.5 Einfluss der Transkriptionsfaktor-Uberexpression auf CD77

Neben den AID-Leveln korrelierte der Zentroblastenphénotyp beziehungsweise die Présenz
CD77-positiver Zellen in einem Vergleich verschiedener Zelllinien mit deren
Hypermutationsaktivitét (siche 3.2.1). Deswegen wurde der Versuch unternommen Effekte
der Uberexpression der Transkriptionsfaktoren auf CD77 zu untersuchen. Dazu wurden in
CD38/CD77-Doppelfarbungen in uninduzierten versus finf Tage lang mit 1000ng/ml
Doxycyclin-induzierten EZK  durchgefiihrt. Um den CD77-Status in tatsdchlich
liberexprimierenden Zellen zu bestimmen wurden auBerdem ngft/CD77-Doppelfarbungen
verwendet.

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse exemplarisch dargestellt. In der obersten Zeile ist fiir die
Induktion von pax5 das Auftreten einer CD38/CD77-negativen Fraktion zu erkennen. Diese
ist kein Effekt von Pax5, da die Farbungen von Luciferase-liberexprimierenden Zellen zu
dhnlichen Ergebnissen fiihrten, wie in der zweiten Zeile zu erkennen ist. Um zu kléren, ob es
sich um einen Effekt der Zugabe von Doxycyclin oder um einen Nebeneffekt der
Uberexpression handelt, wurden ngfr/CD77-Doppelfirbungen betrachtet. Hierbei zeigt sich
ein niedrigeres CD77-Signal in ngfr-positiven Zellen (rechte Spalte). Aullerdem wurden
uninduzierbare Zellen (Klon Cmyc.2) betrachtet, da hier zwar Effekte der Doxycyclin-
Zugabe, aber keine der ngfr-Induktion auf die CD77-Farbung sichtbar sein sollten. In der
dritten Zeile erkennt man tatsichlich einen geringeren Anteil der CD38/CD77-negativen
Zellen. Der Verlust der CD77-Oberflachenexpression ist aulerdem konzentrationsabhidngig,
wie man bei Induktion des Klons Pax.4 mit unterschiedlichen Mengen Doxycyclin erkennen
kann (vierte Zeile).

Leider ist deshalb in diesem experimentellen System keine Aussage iiber mogliche Effekte

einzelner Transkriptionsfaktoren auf die CD77-Oberfldchenexpression moglich.
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Abbildung 21: CD77-Expression bei Uberexpression der Transkriptionsfaktoren in Einzelzellklonen

Die Raji-Einzelzellklone wurden fiir drei Tage mit der angegebenen Menge Doxycyclin im Medium kultiviert
und dann eine CD38- bzw ngfr-Doppelfarbung mit CD77 durchgefiihrt. Gezeigt sind 20.000 lebende Zellen fiir
jede FACS-Messung.

3.5 Auswirkungen der Uberexpression auf die SHM

3.5.1 Hypermutationsassays in Batchkulturen verschiedener Zelllinien

Es wurden zahlreiche Versuche unternommen Hypermutationsassays gekoppelt mit der
Uberexpression von Transkriptionsfaktoren in Batchkulturen durchzufiihren. Dazu wurden
der Hypermutationsreporter und der Uberexpressionsvektor gleichzeitig in die Zellen
transfiziert. Obwohl die Transfektionseffizienz fiir die Aufnahme beider Vektoren nicht
wesentlich geringer ist als flir die Transfektion mit nur einem Vektor, war die anschlie3ende
Selektion nicht erfolgreich. Da diese Vorgehensweise den gleichzeitigen Zusatz von zwei
Antibiotika zu den Zellen bedeutete, wurden Schritte eingeleitet dies zu optimieren.
Titrationsversuche mit beiden Antibiotika und mit Kombinationen von beiden ergaben eine
stark erhohte Toxizitdt bei der parallelen Zugabe (Daten nicht gezeigt). Darum wurden die
Konzentrationen beider Antibiotika in der Doppelselektion gesenkt, aber auch unter diesen
Bedingungen {iberlebten nicht ausreichend viele Zellen fiir einen fortlaufenden
Hypermutationsassay. Da die FACS-Analyse fiir jeden Datenpunkt die Analyse von etwa

einer Million lebender Zellen bendtigt, war eine Analyse meist nur bis Tag 12 mdglich, wenn
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durch die erhohte Zahl apoptotischer Zellen der gesamte Transfektionsansatz in die Analyse
hitte eingesetzt werden miissen.

Auch Bemiihungen, die Zahl der fiir FACS Analysen zur Verfiigung stehenden Zellen durch
einen spéteren Einsatz der Antibiotika zu erh6hen, schlugen fehl, weil der verspitete Einsatz
zu einem Verlust der Plasmide in der Kultur fiihrte, wie am Absinken des Anteils GFP-
positiver Zellen in der Transfektionskontrolle zu erkennen war.

Statt einer Selektion durch Antibiotikazugabe wurde auch eine Anreicherung der
transfizierten Zellen durch eine MACS-Strategie in Betracht gezogen. Dazu wurden die
Zellen am Tag nach der Transfektion mit Doxycyclin induziert und drei Tage spéter mittels
des dann exprimierten ngfr-Rezeptors aufgereinigt. Es konnten jedoch nicht ausreichend
Zellen dabei isoliert werden um die danach notwendigen FACS-Analysen fiir einen
Hypermutationsassay durchzufiihren. Zudem enthielten die Zellen nach der Transfektion
einen erhohten Anteil toter Zellen, die sich nach der MACS-Aufreinigung iiberproportional
im Eluat wiederfanden.

Zusammenfassend muss deshalb festgestellt werden, dass die Kopplung von Uberexpression

und Durchfiihrung eines Hypermutationsassays in Batchkulturen nicht mdglich ist.

3.5.2 Hypermutationsassays in Einzelzellklonen der Raji-Zelllinie

Eine Alternative zu Hypermutationsassays im Batch ist die Durchfiihrung in den vorhandenen
Einzelzellklonen. Da diese bereits eine Selektion vollstindig durchlaufen haben, ist bei
Zugabe von einem weiteren Antibiotikum mit weniger Schwierigkeiten zu rechnen als bei
einer Doppelselektion. Auch hier wurden die Antibiotikamengen allerdings entsprechend der
Ergebnisse der Titrationsversuche gesenkt um Effekte der erhdhten Toxizitdt auszuschlieBen.

Um die Effekte der Uberexpression moglichst sensitiv zu erkennen wurden fiir jeden
Transkriptionsfaktor zwei Klone mit dem Hypermutationsreporter transfiziert und zunichst
ohne Zugabe von Doxycyclin, also ohne Induktion einer Uberexpression, unter Selektion
gesetzt. Erst nach Abschluss der Selektion wurde der Transfektionsansatz geteilt und mit zwei
verschiedenen Konzentrationen Doxycyclin induziert. Ein Teil des Ansatzes wurde ohne

Induktion weitergefiihrt.
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Abbildung 22: Somatische Hypermutation in Bcl6- und c-Myc-tberexprimierenden Einzelzellklonen

In jeweils zwei Zellklonen fiir jeden der Faktoren und eine Luciferasekontrolle wurde der
Hypermutationsreporter transfiziert und die Zellen unter Selektion gesetzt. Nach Abschluss der Selektion an Tag
12 wurden die Kulturen aufgeteilt und ohne, mit 40 ng/ml oder mit 200 ng/ml Doxycyclin induziert. Der Anteil
griiner Zellen iiber den Verlauf von 30 Tagen wurde iiber FACS Analysen ermittelt. Fiir den links dargestellten
c-Myc-Uberexpressionsklon musste die 40 ng/ml-Probe wegen einer Kontamination an Tag 25 aus der Analyse
genommen werden.

Wie in Abbildung 22 und Abbildung 23 zu sehen zeigt keiner der Hypermutationsassays eine

deutliche Abweichung der mit Doxycyclin behandelten Zellen von den unbehandelten Zellen.
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Abbildung 23: Somatische Hypermutation in E2A- und Pax5-tberexprimierenden Einzelzellklonen

In jeweils zwei Zellklone fiir jeden der Faktoren und eine Luciferasekontrolle wurde der Hypermutationsreporter
transfiziert und die Zellen unter Selektion gesetzt. Nach Abschluf der Selektion an Tag 12 wurden die Kulturen
aufgeteilt und ohne, mit 40 ng/ml oder mit 200 ng/ml Doxycyclin induziert. Der Anteil griiner Zellen {iber den
Verlauf von 30 Tagen wurde liber FACS Analysen ermittelt.

Um auszuschlieBen, dass das verwendete Versuchsdesign eine zu geringe Sensitivit aufweist
um verdnderte Raten von Hypermutation zu detektieren, wurden AID-iiberexprimierende
Einzelzellklone in einem entsprechenden Assay getestet.

In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass die direkte Uberexpression von AID zu einer klaren
Erhohung der somatischen Hypermutation fiihrt. Die Sensitivitit des Assays ist also
ausreichend um potentielle Hypermutationseffekte durch induzierte Uberexpression zu

detektieren.
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Abbildung 24: Hypermutationsassay bei Uberexpression von AID in Einzelzellklonen

Entsprechend der Experimente fiir die Transkriptionsfaktoren wurde der Hypermutationsreporter in zwei
Zellklone transfiziert und die Zellen unter Selektion gesetzt. Nach Abschluss der Selektion an Tag 11 wurden die
Kulturen aufgeteilt und ohne, mit 40 ng/ml oder mit 200 ng/ml Doxycyclin induziert. Der Anteil griiner Zellen
wurde iiber den Verlauf von 30 Tagen iiber FACS-Analysen ermittelt.

3.5.3 Verlauf der Uberexpression innerhalb der Hypermutationsassay

Das Fehlen eines Effekts der Uberexpression auf die Hypermutation stellt die Frage nach dem
Erfolg der Uberexpression innerhalb des Assays. Darum wurde mit drei verschiedenen
Ansitzen das MaB der Uberexpression im Assay kontrolliert. Zum einen wurde nach der
Zugabe von Doxycyclin in Teile der Kultur regelmiBig eine FACS-Analyse auf die
Oberfliachenexpression von ngfr durchgefiihrt, zum anderen wurden 20 Tage nach Beginn des
Assays, also eine Woche nach Beginn der Induktion, Pellets entnommen und auf die
Expression der entsprechenden Proteine iiberpriift. Zusitzlich wurde am Ende des Assays eine
MACS-Aufreinigung wie in 3.4.3 beschrieben durchgefiihrt.

Wie aus Tabelle 4 zu entnehmen variieren die Anteile der ngfr-positiven Zellen betrachtlich
zwischen den Einzelzellklonen. Wéhrend einige wie AID.8 wihrend des gesamten Assays
unterhalb von 10% liegen, steigen die Anteile in anderen wie Cmyc.6 auf um die 50% an. Die
Induktion mit hoheren Mengen Doxycyclin fiihrt im Schnitt zu einem etwas hoheren Anteil
ngfr-positiver Zellen. Deshalb ist es umso wichtiger die tatsichliche Uberexpressionsstirke

auf Proteinebene zu untersuchen.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Ngfr-Farbung innerhalb der somatischen Hypermutationsassays

Klon 1.Ngfr Farbung | 2.Ngfr Farbung | 3.Ngfr Farbung
LUCA 0,72/1,09 3,54 /4,05 8,09/11,43
LUC.4 0,72/1,53 8,33/13,88 13,72 /26,16
LUC.7 17,21/21,25 22,78 1 25,76 38,65/44,73
bcl6.1 2,96 /3,69 7,03/7,87 13,85/15,21
bcl6.5 6,58/8,10 11,56/ 13,9 18,15/19,37
cmyc.4 8,28 /11,72 31,07 /30,53 -/ 40,05
cmyc.6 26,12/ 28,3 41,3 /46,07 51,85/43,52
pax.5 13,93/17,06 13,24 /16,39 2452 /32,09
pax.8 8,18/12,88 15,63 /20,05 34,6 /40,23
E2A.2 27,1139,67 22,11/ 26,95 35,93/59,6
E2A.5 6,27 /11,52 17,89 /23,59 27,96 / 36,22
AID.1 3,71/6,89 8,63/10,32 8,62/9,83
AID.8 4,23 /4,29 7,01/7,67 9,43/9,45

Fir die verschiedenen Einzelzellklone sind die prozentualen Anteile ngfr-positiver Zellen fiir drei
aufeinanderfolgende Messungen innerhalb des Assays dargestellt. Die Zahl vor dem Trennstrich wurde in der
Probe mit 40 ng/ml Doxycyclin, die dahinter in der Probe mit 200 ng/ml Doxycyclin ermittelt. Die uninduzierten
Proben lagen in allen Messungen unterhalb 1% und sind hier deshalb nicht wiedergegeben.

Fir Bcl6 und c-Myc zeigt sich wie aus Abbildung 25 zu entnehmen eine deutliche
Uberexpression bei beiden Doxycyclin-Konzentrationen. Dass dies auch fiir Bcl6
nachweisbar ist, ist erstaunlich, weil der prozentuale Anteil der iiberexprimierenden Zellen in
diesen Klonen deutlich niedriger war. Es sind jedoch keine konsistenten Unterschiede in der
AID-Proteinmenge zu erkennen.

Auch die Uberexpression von E2A und Pax5 ist innerhalb des Assays bei beiden Doxycyclin-
Konzentrationen deutlich nachweisbar. Die AID-Level zeigen jedoch keinen Effekt dieser
Uberexpression.

Um die Proteinmengen in den liberexprimierenden Zellen zu vergleichen, wurde am Ende des
Assays fiir die Proben der hoheren Dox-Konzentration eine zweistufige MACS-Aufreinigung
vorgenommen und die positive versus die negative Fraktion auf Westernblots untersucht.
Zusitzlich wurden uninduzierte Zellen der gleichen Behandlung unterzogen und als

Negativkontrolle auf den Gelen mitgefiihrt.
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Abbildung 25 Uberexpression der Transkriptionsfaktoren wahrend des Hypermutationsassays

Fiir die tiberexprimierenden Klone wurden an Tag 20 des Hypermutationsassays Proben genommen und in einer
Westernblot-Analyse auf die Proteinexpression der entsprechenden Transkriptionsfaktoren und von AID
iiberpriift. Die Beschriftung mit 0, 40 und 200 bezeichnet die zugegebene Menge Doxycyclin in pg/ml. Die
GFP-Probe wurde ebenfalls mit 200 pg/ml Doxycyclin behandelt. Tubulin und PonceauS dienen als
Ladekontrolle. Der Pfeil zeigt im Bcl6- und E2A-Blot die Hohe der richtigen Bande an. Die Tubulin-Bande im
E2A Uberexpressionsblot wird durch das Durchstrahlen des E2A-Signals zum Teil verdeckt.

Nach der MACS-Aufreinigung sieht man fiir alle Faktoren stark erhdhte Proteinmengen des
jeweiligen liberexprimierten Transkriptionsfaktors im Eluat in Relation zu den uninduzierten
Zellen. Bei E2A ist jedoch auch im Durchlauf eine im Vergleich zur Negativkontrolle erh6hte
Menge Protein nachweisbar, was auf eine unvollstindige Aufreinigung hindeutet.

Fiir keinen der Faktoren ist ein konsistenter Effekt auf AID erkennbar.

Um beurteilen zu koénnen, wie grofl oder klein Verdnderungen im AID-Proteinlevel sein
konnen, die einen nachweisbaren Effekt auf die Hypermutation zeigen, wurden die

Proteinmengen fiir die direkte AID-Uberexpression im Hypermutationsassay ermittelt. Wie
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Abbildung 26: Uberexpression in den ngfr-positiven Zellen der Hypermutationsassays

Die mit 200 ng/ml Doxycyclin induzierten Zellen fiir je zwei Klone pro untersuchtem Transkriptionsfaktor
wurden nach Abschluss des Assays an Tag 30 einer zweistufigen MACS-Aufreinigung unterzogen. Als
Negativkontrolle wurden auch die uninduzierten Zellen iiber eine LD-Sdule aufgereinigt. Die Proben wurden in
einer Westernblot-Analyse auf die Proteinmenge des entsprechenden Transkriptionsfaktors und AID untersucht.
Tubulin bzw GAPDH und PonceauS dienen als Ladekontrolle.

in

Abbildung 27 zu erkennen sind die Mengen des iiberexprimierten HA-AID geringer als die
bereits vorhandenen endogenen Proteinmengen. Es waren in diesen Klonen jedoch weniger
als 10% der Zellen in den FACS-Analysen ngfr-positiv (Tabelle 4: Ergebnisse der Ngfr-
Féarbung innerhalb der somatischen Hypermutationsassays), was bedeuten konnte, dass die

ngfr-positiven Zellen eine starke Uberexpression aufweisen.
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Abbildung 27: AID-Uberexpression wahrend des
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Zusammenfassend gelang es zwar ein experimentelles System zur Uberexpression der
Transkriptionsfaktoren zu etablieren, das die Durchfiihrung von Hypermutationsassays
erlaubt, es zeigten sich in den Einzelzellklonen, die hierfiir verwendet wurden, aber fiir keinen
der Transkriptionsfaktoren Effekte auf AID oder die Hypermutation. Dies steht im Gegensatz
zu den Ergebnissen der Batchkulturen verschiedener Zelllinien, in denen fiir die
Uberexpression von c-Myc und Bcl6 mogliche Effekte auf AID zu sehen waren. Eine

unabhingige Bestitigung dieser Effekte war deshalb von groflem Interesse.

3.6 Auswirkungen der Herunterregulation der

Transkriptionsfaktoren

3.6.1 Klonierung der shRNA-Vektoren

Eine Alternative zur Untersuchung der Effekte von Transkriptionfaktoren auf AID und die
Hypermutation mittels Uberexpression sind Untersuchungen, in denen die Aktivitit oder
Expression dieser Faktoren beschriankt wird. Neben der Verwendung von Inhibitoren, wie sie
in 3.7.3 fiir c-Myc gezeigt wird, eignet sich hierfiir die Manipulation mittels RNA-Interferenz
(RNAI). Hierflir wurde im Rahmen fritherer Arbeiten von B. Jungnickel ein vektorbasiertes
RNAi-System etabliert, das in B-Zellen angewendet werden kann. Das System basiert auf
einem episomalen Expressionsvektor mit einem U6-Promotor, iiber den die Polymerase III
eine etwa 60 Basenpaare lange RNA produziert (siche Abbildung 28). Deren Sequenz wird so
gestaltet, dass sie zwei komplementire Sequenzen enthdlt, getrennt durch einen nicht-
komplementidren Abschnitt. Nach Synthese durch die Polymerase lagern sich die
komplemenédren Sequenzen aneinander und bilden dabei eine Haarnadelstruktur (short
hairpin: sh). Diese shRNA kann durch Dicer prozessiert werden (Paddison et al., 2002), was
durch Abspaltung der Loopsequenz aktive siRNAs erzeugt. Deren Rekrutierung durch den
RNA-induzierten silencing Komplex (RISC) fiihrt zu einer Restriktion der komplementiren

mRNA und zu einer translationalen Inhibition des Targetgens.
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Abbildung 28: Vektor und Funktionsweise der Herunterregulation tiber siRNA

A) Schematische Darstellung des siRNA-Vektors: siRNA ist die in B) ndher beschriebene siRNA-Kasette; ngfrr
trunkierter nerve growth factor receptor, Puro: Puromycinresistenzgen, EBNA1: EBV-Gen fiir episomalen
Plasmiderhalt; oriP: Origin of replication; Amp: Ampizillinresistenzgen fiir Selektion in Bakterien B) siRNA
Expressionskasette. U6-Promotor getriebene Transkription durch PolllIl bringt den komplementéren sense und
antisense siRNA Strang in einer small-hairpin (sh)-Struktur zusammen, deren Prozessierung durch Dicer zu
aktiven siRNAs fiihrt.

Fiir E2A, pax5, c-myc und AID lagen bereits Vektoren vor. Es wurden deshalb drei shRNA-
Vektoren gegen bcl6 entwickelt (Details siehe 6.2.5).

3.6.2 RNA Interferenz fuir bcl6 und c-myc

Die neuen gegen bcl6 gerichteten Vektoren und die im Gegensatz zu den gegen pax5 und
E2A gerichteten Vektoren (T. Thiel Diplomarbeit) noch nicht vollstindig gepriiften gegen c-
myc gerichteten Vektoren wurden in Raji-Zellen transfiziert. Nach vier Tagen wurde eine
MACS-Aufreinigung iiber eine Separationssidule durchgefiihrt und die Zellen im Vergleich
mit geeigneten Positiv- und Negativkontrollen einer quantitativen RT-PCR-Analyse
unterzogen (siche Abbildung 29 A).

Dabei war fiir Bcl6 eine Verringerung der bcl6-mRNA-Level auf 30-50% der Level in den
Negativkontrollen nachweisbar. Allerdings fiihrte die Expression von AID-siRNAs ebenfalls
zu einem Absinken der bcl6-mRNA-Mengen. Fiir c-myc konnte keine konsistente
Verringerung der c-myc Level beobachtet werden. Bei der Untersuchung der AID-mRNA
zeigte sich eine gute Effizienz fiir den gegen AID gerichteten Vektor mit einem Absinken der
mRNA-Level auf etwa 25% der Ausgangsmenge. Auch bei der RNA-Interferenz durch
Vektoren gegen bcl6 sind die AID-mRNA-Mengen fiir zwei der drei Vektoren signifikant
reduziert. Fiir c-myc ldsst sich wegen des fehlenden Absinkens der mRNA-Level von cmyc

selbst schwer eine Aussage iiber die Effizienz der RNA-Interferenz machen.
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Abbildung 29: Herunterregulationseffizienz von siRNA gegen bcl6 und c-myc und Effekte auf AID
Raji-Zellen wurden mit RNAi-Vektoren transfiziert und nach vier Tagen die ngfr-positven Zellen durch eine
MACS-Reinigung isoliert. A) Aus Pellets dieser Zellen wurde mRNA isoliert und einer quantitativen RT-PCR-
Analyse auf die mRNA-Level von bcl6, c-myc und AID unterzogen. Die Vektoren mit den siRNAs gegen bcl6
und c-myc sind zusammen mit einem Leervektor und einem GFP-Vektor als Negativkontrolle und einem
getesteten gegen AID gerichteten Vektor als Positivkontrolle dargestellt. Die mRNA-Expression wurde auf die
mRNA Level von ribL23b normalisiert. B) Weitere Pellets desselben Versuchs wurden zu Proteinextrakten
verarbeitet und einer Westernblot-Analyse unterzogen, dabei wurden die Proteinlevel von Bcl6, c-Myc und AID
bestimmt. Tubulin und PonceauS dienen als Ladekontrolle.

Da die Stirke der Effekte auf RNA Ebene zumindest fiir c-myc nicht liberzeugend waren,
wurden parallel die Effekte auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden Pellets aus demselben
Versuch verwendet, so dass Protein- und RNA-Daten vergleichbar sein sollten.

Wie in Abbildung 29 B zu sehen sind die Effekte der RNA-Interferenz gegen bcl6 auf
Proteinebene sehr markant. Fiir c-myc ist auch auf Proteinebene kein deutlicher Effekt der
Herunterregulation zu erkennen. Die Effekte auf AID entsprechen in etwa denen, die in den
RNA-Daten zu erkennen waren. So ist fiir einen der bcl6-Vektoren eine deutliche, fiir einen
anderen eine leichte Reduzierung der AID-Proteinmengen zu verzeichnen. Die c-myc-

Vektoren zeigen in diesem Experiment keinen substantiellen Effekt auf AID.
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3.6.3 RNAI fur alle untersuchten Transkriptionsfaktoren

In einem groBeren Versuchsansatz sollte nach den guten initialen Ergebnissen fiir alle vier TF
der Effekt auf AID auf RNA- und Protein-Ebene untersucht werden. Dazu wurde das
Experiment wie oben beschrieben durchgefiihrt, aber zusitzlich wurden je zwei Vektoren

gegen E2A und Pax5 (beide von T. Thiel) mitgefiihrt.
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Abbildung 30: RNA-Interferenz fur bcl6, c-myc, E2A und pax5

Raji-Zellen wurden mit RNAi-Vektoren transfiziert und nach vier Tagen die ngfr-positven Zellen durch eine
MACS-Reinigung isoliert. A) Aus Pellets dieser Zellen wurde mRNA isoliert und einer quantitativen RT-PCR-
Analyse auf die mRNA-Level der Transkriptionsfaktoren und AID unterzogen. Die Experimente mit den
siRNA-Vektoren gegen die Transkriptionsfaktoren sind zusammen mit einem Leervektor und einem GFP-Vektor
als Negativkontrolle und einem getesteten gegen AID gerichteten Vektor als Positivkontrolle dargestellt. Die
mRNA-Expression wurde auf die mRNA-Level von ribL23b normalisiert. B) Weitere Pellets desselben
Versuchs wurden zu Proteinextrakten verarbeitet und einer Westernblot-Analyse unterzogen. PonceauS dient als
Ladekontrolle.
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In Abbildung 30 A ist zu erkennen, dass auch bei der Wiederholung des Experiments die
Ergebnisse fiir die Effizienz der RNA-Interferenz von bcl6 und c-myc weitgehend bestatigt
werden. Bei den beiden hinzugekommenen Faktoren E2A und pax5 fallen die Ergebnisse
recht unterschiedlich aus. Da die Manipulation von E2A mit Sequenzen erfolgt, die nicht im
differentiell gespleiBten Bereich liegen, ist ein Effekt sowohl fiir die E12- als auch fiir die
E47-Level sichtbar. Fiir pax5 ist dagegen kein Absinken der mRNA Level nach
Herunterregulation zu erkennen. C-Myc und pax5 haben scheinbar keinen Einfluss auf die
AID mRNA Level. RNA-Interferenz mit gegen E2A gerichteten shRNAs fiithrt hingegen zu
einem deutlichen Absinken der AID-Level in etwa demselben Malle wie fiir bcl6 zu
beobachten.

Aus der Westernblot-Analyse in Abbildung 30 B ist ersichtlich, dass die RNA-Interferenz der
zusitzlichen Faktoren auf Proteinebene sehr effektiv ist. Dies ist fiir Pax5 insofern
iberraschend, als die RNA-Level keine deutliche Verdnderung zeigten. Fiir c-Myc sind die
Proteinmengen in den RNAi-Proben niedriger als in den Kontrollen. Fiir die siRNAs gegen
E2A und Pax5 dagegen erscheinen die c-Myc-Proteinlevel erhoht. Die Bel6 Proteinmengen
wurden mit zwei der drei Vektoren deutlich gesenkt und fiir diese Vektoren sind auch die
AID-Proteinmengen geringer als in den Kontrollen.

Die AID-Level erscheinen neben den Bcl6-Proben auch in denen mit Vektoren gegen E2A
niedriger. Fiir Pax5 und c-Myc sind ebenfalls zum Teil negative Effekte zu sehen, die aber
zwischen den Proben nicht einheitlich sind.

Insgesamt ist die RNA-Interferenz in der verwendeten Zelllinie effektiv und fiir die meisten
Faktoren auch effizient. Die Ergebnisse auf Proteinebene zeigen dabei deutlichere Effekte als
fiir mRNA der Fall, was auf verschiedene Mechanismen der RNA-Interferenz zuriickzufiihren
ist, die nur teilweise direkt auf die mRNA-Level wirken.

Interessant ist der negative Effekt von RNA-Interferenz gegen Bcl6 auf AID mRNA und
Protein, da damit die Ergebnisse der Uberexpression im Batch unabhiingig bestitigt werden
konnten. Fiir E2A-Depletion war ebenfalls ein negativer Effekt auf AID zu erkennen, fiir den

die Uberexpression keine Entsprechung liefert, wofiir es verschiedene Ursachen geben kann.
3.7 C-Myc und Faktoren des Keimzentrumsprogramms

3.7.1 C-Myc und der Keimzentrumsphanotyp

Die Rolle von c-Myc im Keimzentrum ist in der Literatur umstritten (siehe Einleitung) und
die Expression von c-Myc in Keimzentren wird dabei in Frage gestellt. Andererseits sind die

in dieser Arbeit verwendeten hypermutierenden Zellen Burkitt-Lymphomzelllinien, deren
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Charakteristikum eine Translokation von c-myc darstellt, womit sich die Frage nach der
Bedeutung der (deregulierten) Expression von c-Myc und deren Einfluss auf die SHM und
den Keimzentrumsphénotyp stellt. Hierzu liegen Ergebnisse der Diplomarbeit von S. Tobollik
(Diplomarbeit, Miinchen) vor, die in einem konditionalen c-Myc-System einen Effekt von c-
Myc auf CD77 beschreiben. Bevor ndher auf die Rolle von c-Myc in Burkitt-Lymphomen
eingegangen wurde (3.7.3), wurden zunidchst in diesem System weitere Experimente
durchgefiihrt. Deshalb wird an dieser Stelle zundchst das konditionale c-Myc Zellsystem
besprochen (Abbildung 31).

Bei den Zelllinien EREB 2-5 und P493.6 handelt es sich um isogene Zelllinien. Naive B-
Zellen wurden mit einem EBNA2-defizienten EBV-Stamm (P3HR1) und einem zusitzlichen
Gen fiir ein Fusionsprotein aus dem Ostrogenrezeptor und EBNA2 infiziert. Unter Zugabe
von Ostrogen proliferieren die Zellen auf einem EBV-Wachstumsprogramm. Ohne Ostrogen
proliferieren die Zellen nicht und leiten nach etwa fiinf bis sechs Tagen die Apoptose ein
(Kempkes et al., 1995). Aus dieser Zelllinie wurde durch die zusétzliche Transfektion mit
einem Plasmid fiir das c-myc-Gen unter der Kontrolle eines Tet-regulierbaren Promotors und
eines Tetrepressors (,.fet-off* System) die Zelllinie P493.6. Diese weist vier Schaltzustéinde
auf, weil durch Zugabe von Ostrogen versus Tetracyclin getrennt voneinander c-Myc- und
EBV-Wachstumsprogramme geschaltet werden konnen (Schuhmacher et al., 1999). In der
P493.6-Zelllinie konnte in der Arbeit von S. Tobollik (S. Tobollik, Doktorarbeit) gezeigt
werden, dass nach Zugabe von Tet, also nach Ausschalten von c-Myc der Anteil CD77-
positiver Zellen sank. Dies wurde in einem initialen Versuch bestdtigt (siche Abbildung 32A).
Um die Prisenz dieses Effekts in anderen Zelllinien zu untersuchen war jedoch ein anderer
Ansatz notig. Da siRNA gegen c-Myc keine ausreichende Effizienz aufweist (siehe 3.6.2)

wurden zwei verschiedene Inhibitoren gegen c-Myc verwendet.

EREB 2-5 Tetracyclin- P493.6
regulierbarer

Promotor
I: c-myc
I—_> ER-EBNA2

EBNA2-

> ER-EBNA2 ,‘:

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Etablierung einer konditionalen Zelllinie

In naive B-Zellen aus Nabelschnurblut wurde ein EBNA2-defizientes EBV-Virus (P3HR1) zusammen mit einem
ER-EBNA2-Fusionsgen eingebracht. Nach Zugabe von Ostrogen transloziert das sonst im Cytoplasma
gebundene Fusionsprotein in den Kern. Dort ist es aktiv und der zentrale Regulator des Latenzprogramms III von
EBV, das die Zellen immortalisiert. Durch Transfektion mit einem zusétzlichen Plasmid mit einem Tet-
regulierbaren c-myc (aus der Zelllinie BL60) und einem Tetrepressor ergeben sich Zellen mit vier
Schaltzustidnden. Bei Zugabe von Tet wird das c-Myc deaktiviert.
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Abbildung 32: Einfluss von c-Myc auf den Zentroblastenmarker CD77

A) P493.6 Zellen wurden fiir fiinf Tage mit Tetrazyklin inkubiert (-Myc), und anschlieBend im Vergleich mit
einer unbehandelten Kultur (+Myc) einer CD38/CD77-FACS-Farbung unterzogen. Dargestellt sind 50.000
lebende Zellen. B) Die Zellen wurden fiir fiinf Tage mit einem Myc-Inhibitor inkubiert und im Vergleich mit
DMSO-Kontrollen einer CD38/CD77-FACS-Féarbung unterzogen. Dargestellt sind 50.000 lebende Zellen, sowie
fiir die Zelllinie BL100 ein Histogramm der lebenden Zellen beziiglich ihrer CD77-Positivitit.

Nur fiir den kommerziell erhiltlichen Inhibitor von Calbiochem waren jedoch Effekte auf
Proliferation und Genexpression nachweisbar, so dass hier nur fiir diesen Inhibitor die
Ergebnisse dargestellt werden, da fiir den alternativen Inhibitor (von T. Berg) die
Funktionalitidt nicht gesichert ist. Der Inhibitor von Calbiochem hemmt spezifisch die
Dimerisierung mit Max, die eine Voraussetzung fiir alle beschriebenen Funktionen von c-Myc
ist (Wang et al., 2007; Yin et al., 2003). Der Einsatz des Inhibitors zeigte in P493.6 die selben
Effekte auf CD77 wie die Zugabe von Tet (Abbildung 32B). Die Anwendung in den BL-
Linien Raji und BL100 zeigten ebenfalls ein deutliches Absinken des Anteils CD77-positiver
Zellen nach Zugabe des Inhibitors. Die verwendeten Inhibitorkonzentrationen waren dabei
nicht toxisch und der Anteil lebender Zellen im FACS war unverdndert (Daten nicht gezeigt).

C-Myc hat also sowohl in konditionalen Zellsystemen als auch in BL-Zelllinien einen
Einfluss auf die Expression des Oberflichenmarker CD77 und damit anscheinend auf den

Keimzentrumsphénotyp.

3.7.2 C-Myc beeinflusst Transkriptionsfaktoren in der Zelllinie P493.6

Um einen moglichen transkriptionellen Einfluss von c-Myc auf Keimzentrumsfaktoren zu

untersuchen wurden zunichst Kinetikexperimente iiber 24 bis 48 Stunden in P493.6-Zellen
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durchgefiihrt. Da c¢-Myc in diesen Zellen die Proliferation steuert, wurde eine
Proliferationskontrolle in der Versuchen mitgefiihrt. Die Zellen wurden fiir drei Tage in
Anwesenheit von Tetrazyklin kultiviert, so dass die c-Myc-Level stark gesunken waren, und
zum Zeitpunkt 0 h des Experiments in Medium ohne Tetrazyklin umgesetzt, was zu einer
Expression von c-Myc fiihrt. Weil die Zellen aber gleichzeitig beginnen zu proliferieren,
wurden in einem parallelen Ansatz die Zellen in Medium ohne Serum aufgenommen. In
diesem Fall proliferieren die Zellen nicht, aktivieren jedoch c-Myc (Schlosser et al., 2005). Es
wurden nach 4, 8 und 24 Stunden Proben genommen. Als Kontrolle wurden aus der laufenden
Kultur zu Beginn und Ende des Versuchs ebenfalls Pellets genommen und vergleichend
analysiert.

Eine quantitative RT-PCR-Analyse der mRNA Mengen in den Proben ergab fiir das
publizierte c-Myc-Targetgen CDK4 (Hermeking et al., 2000) das erwartete Muster (siche
Abbildung 33). Die CDK4-Level sinken nach Zugabe von Tet stark ab und steigen nach
Uberfiihren in Tet-freies Medium wieder an. Dieser Anstieg ist unabhiingig von der
Proliferation, wie man am Verlauf in den serum-freien Proben erkennen kann. Betrachtet man
nun die Ergebnisse fiir AID und bcl6, so unterscheiden sie sich deutlich von denen fiir CDK4,
sie zeigen jedoch systematische Verdanderungen, die fiir einen Einfluss von c-Myc auf beide
Faktoren sprechen.

Das Abschalten von c-Myc fiihrt zu einem Anstieg der bcl6-mRNA-Mengen. Werden die
Zellen in Medium ohne Tet iiberfiihrt, steigen die mRNA-Mengen zunéchst deutlich weiter
an, fallen dann aber nach 24 Stunden auf Mengen dhnlich denen der unbehandelten Kultur. Es
ist also eine transiente Induktion und eine langfristige Repression der bcl6-Transkription zu
erkennen. Auch dieser Effekt ist proliferationsunabhingig.

Fiir AID lagen bereits Ergebnisse aus der Diplomarbeit von S. Tobollik vor, die in diesem
Experiment bestétigt werden konnten. Danach hat c-Myc einen intermedidr positiven Einfluss
auf die AID-Level (Zeitpunkt 4 Stunden) fiihrt aber kurzfristig und langfristig zu niedrigeren
AID-mRNA-Mengen.

E47-mRNA-Level zeigen keine deutlichen Verdnderungen innerhalb der Kinetik und
beweisen damit, dass die beobachteten Effekte nicht auf behandlungsinduzierte allgemeine
Verdnderungen der Zellen zuriickzufiihren sind. Gleiches gilt auf fiir E12 und IgM (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 33: Transkriptionelle Beinflussung der mRNA-Level von AID und bcl6 durch c-Myc in P493.6
P493.6 Zellen wurden fiir 3 Tage mit Tetrazyklin behandelt (-c-Myc) und bei Versuchsbeginn in frisches
Medium mit oder ohne Serum {iiberfiihrt. Nach 4, 8 und 24 Stunden wurden Proben genommen. AuBerdem
wurden zum Zeitpunkt 0 und nach 24 Stunden aus einer unbehandelten Kultur zwei Positivkontrollen genommen
(,,+). Eine quantitative RT-PCR-Analyse fiir die mRNA-Mengen von CDK4, bcl6, AID und E47 wurde
durchgefiihrt und die Ergebnisse als auf ribL23b normalisierte Werte dargestellt.

Um die Langzeiteffekte von c-Myc auf die Keimzentrumsfaktoren zu untersuchen wurden die
P493.6 Zellen fiinf Tage lang in drei verschiedene Schaltzustinde versetzt. Mit
Normalmedium proliferieren die Zellen auf dem c-Myc Wachstumsprogramm, unter Zugabe
von Tet befinden sie sich in einem Ruhezustand und bei Zugabe von Tetrazyklin und
Ostrogen prolifieren sie c-Myc-unabhiingig auf einem EBV-Wachstumsprogramm.

In Abbildung 34 erkennt man deutlich, dass in der Gegenwart von c-Myc die Proteinlevel von
E2A und AID deutlich erhoht sind. Fiir Bel6 gelang es leider nicht ein Signal zu erhalten.
Sowohl fiir E2A als auch fiir AID ist der Effekt auf Proteinebene deutlich stirker ausgeprégt
als von den nachgewiesenenen Mengen mRNA her zu erwarten wére.

C-Myc hat also trotz eines schwachen transkriptionellen Effekts auf AID und E2A einen

deutlich starkeren posttranskriptionellen Eftekt.
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Abbildung 34: Langzeiteffekte von c-Myc auf E2A und AID in P493.6
P493.6 Zellen wurden in Normalmedium kultiviert (,,cmyc®), mit Tetrazyklin inkubiert (,,Ruhe*) oder mit
Tetrazyklin und Ostrogen behandelt (,,EBV*). Nach fiinf Tagen wurden Pellets entnommen. A) Proteineextrakte
wurde hergestellt und einer Westernblot-Analyse fiir c-Myc, E2A, AID und Pax5 unterzogen. GAPDH, Tubulin
und PonceauS dienen als Ladekontrolle B) cDNA wurde in einer quantitativen RT-PCR-Analyse auf AID, E12

und E47 untersucht. Die Werte sind dabei normalisiert auf ribL23B angegeben.

3.7.3 C-Myc beeinflusst Transkriptionsfaktoren in BL-Zelllinien

Die Ubertragbarkeit der in P493.6 gewonnenen Erkenntnisse iiber die Beinflussung von AID,

bcl6 und E2A durch c-Myc wurde mittels des bereits etablierten Myc-Inhibitors (Calbiochem)

in BL-Zelllinien tiberpriift. Dazu wurden die Zellen mit dem Inhibitor inkubiert und fiir die

Zelllinie P493.6 auBlerdem eine Probe mit Tet versetzt. Nach fiinf Tagen wurden die Proben

pelletiert und auf ihre mRNA- und Proteinmengen untersucht.
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Abbildung 35: Einfluss von c-Myc auf Transkriptionsfaktoren in BL-Zelllinien
Die Zellen wurden fiir fiinf Tage mit 64mM Myc-Inhibitor, die Kontrollproben mit entsprechenden Mengen
DMSO inkubiert. Fiir P493.6 wurde zusitzlich eine Probe mit Tetrazyklin behandelt. Westernblot-Analyse fiir c-
Myec, E2A, Bcel6, AID und Pax5. Tubulin und PonceauS dienen als Ladekontrolle. Quantitative RT-PCR Analyse
von AID, bcl6, E12 und E47. Die Werte sind dabei normalisiert auf ribL23B angegeben.
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In Abbildung 35 ist zu erkennen, dass in den BL-Zelllinien fiir bcl6 mRNA und

Proteinmengen mit Inhibitor deutlich niedriger sind. Fiir E2A ist das Bild nicht ganz

einheitlich. Zwar zeigen beide getesteten Zelllinien einen deutlichen negativen Effekt auf

Proteinebene, aber wihrend dieser in Raji zumindest partiell auch auf mRNA Ebene auftritt,

sind fiir BL100 die mRNA Level fiir beide Splicingvarianten unveridndert. Fiir AID sind die

Proteinmengen ohne Inhibitor leicht hoher, auch hier unterscheiden sich jedoch die beiden
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BL-Zelllinien deutlich, da es sich in der Raji-Zelllinie um einen transkriptionellen Effekt
handeln konnte, nicht jedoch in BL100, wo die mRNA-Level eher eine umgekehrte Tendenz
zeigen.

Insgesamt sicht man auf in BL-Zelllinien eine durch c-Myc erhéhte Menge von AID-, Bcl6-
und E2A-Protein, die nur teilweise durch transkriptionelle Verdnderungen bewirkt wird. Auf

mRNA Ebene zeigen sich keine konsistenten Unterschiede.

3.7.4 C-Myc beeinflusst die somatische Hypermutationaktivitat

Es wurden verschiedene Versuche unternommen den Einfluss von c-Myc auf die somatische
Hypermutation zu untersuchen. Neben den in 3.5 beschriebenen Versuchen der
Uberexpression wurden aus der Zelllinie BJAB Einzelzellklone mit einem c-Myec-
Uberexpressionsvektor und als Positivkontrolle einem AID-Uberexpressionsvektor generiert.
In einem Hypermutationsassay konnte zwar die Uberexpression von c-Myc und AID
erfolgreich induziert werden, keiner der generierten Klone zeigte jedoch SHM-Aktivitit.
BJAB ist eine Burkitt-dhnliche Zelllinie, denen sie zwar in vieler Hinsicht dhnelt, ihr fehlt
aber die charakteristische c-myc-Translokation. Die Zelllinie zeigte zwar in einigen wenigen
Féllen Hypermutationsaktivitidt, aus dem voélligen Fehlen von SHM-Aktivitit in den
getesteten Klonen ldsst sich aber kein Riickschluss auf die Rolle von c-Myc ziehen.

Als weitere Moglichkeit wurden Raji-Zellen mit dem Hypermutationsreporter transfiziert und
nach Abschluss der Selektion mit verschiedenen Mengen Myc-Inhibitor behandelt. Da c-Myc
in Raji-Zellen die Proliferation steuert, wurden exemplarische Zellzdhlungen und eine
kontrollierte identische Behandlung durchgefiihrt. Daher ist die Zellzahl indikativ fiir das
Wachstum der Zellen iiber den Zeitraum des Assays. Der sich ergebende
Hypermutationsassay (siche Abbildung 36) zeigt einen deutlichen, dosisabhingigen negativen
Effekt des Inhibitors auf die somatische Hypermutation. Die Zellzdhlungen ergaben ebenfalls
einen dosisabhidngigen Einfluss des Inhibitors auf die Zelldichte.

Zusammenfassend hat also c-Myc einen Einfluss auf die somatische Hypermutationsaktivitét
in BL-Zelllinien. Ob dies aber auf Proliferationsunterschiede oder auf die Induktion von AID,

E2A und Bcl6 durch c-Myc zuriickzufiihren ist, ldsst sich nicht mit Sicherheit sagen.
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Exemplarische Zellzahlung Tag 21

Farbe | Inhibitor- Dichte in
konzentration | Zellen/ml
A 0 uM Inh. 12 x 10°
64 uM Inh. 4x 105
42 uM Inh. 4 x 105
21 uyM Inh. 8x10°%
E 10 uM Inh. 10 x 10°

Abbildung 36: Einfluss von c-Myc auf die somatische Hypermutation in der BL-Zelllinie Raji
Raji-Zellen wurden mit dem Hypermutationsreporter transfiziert und nach Abschluss der Selektion an Tag 15
mit den in der Tabelle bezeichneten Konzentrationen des Myc-Inhibitors behandelt. Dargestellt ist der Anteil
GFP-positiver Zellen iiber einen Verlauf von 33 Tagen fiir die verschiedenen Inhibitorkonzentrationen. Um
Proliferationsunterschiede zu ermitteln wurden stichprobenartig Zellzahlungen vorgenommen, wie hier fiir Tag

21 gezeigt.
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4 Diskussion

Die somatische Hypermutation ist ein Prozess, dessen Mechanismus mit der Entdeckung von
AID 1999 (Muramatsu et al., 1999) erstmal greifbar wurde. Auch wenn damit eine Grundlage
zum Verstdndnis der Affinititsreifung von Antikorpern geschaffen wurde, bleiben viele
Fragen offen. Im Zentrum dieser Fragen steht die komplexe Regulation der SHM, die durch
Untersuchungen an AID allein nicht vollstindig verstanden werden kann. Auch die
verschiedenen Regulationsebenen von AID durch Expression, Kerntranslokation (Brar et al.,
2004; McBride et al., 2004; Rada et al., 2002b), Phosphorylierung (McBride et al., 2006) und
Degradation (Aoufouchi et al., 2008) lassen viel Raum fiir MutmaBungen. Die begrenzte
Expression von AID hauptsichlich in B-Zellen (Muto et al., 2000) und die Induktion eines
Hypermutationsphénotyps durch Transfektion von AID in nicht-B-Zellen (Okazaki et al.,
2002; Petersen-Mahrt et al., 2002; Yoshikawa et al., 2002) sind deutliche Indizien fiir die
Bedeutung der Steuerung von Hypermutation durch Regulation von AID. Durch den
Nachweis von Mutationen in nicht-B-Zellen, die im Verlauf von Entziindungsprozessen
spontan AID exprimieren, wird diese Annahme noch gestirkt (Endo et al., 2007; Kim et al.,
2007a; Matsumoto et al., 2007).

Andere Belege sprechen jedoch dafiir, dass weitere Faktoren fiir die SHM von Bedeutung
sind: Bei generalisierter Expression von AID treten nur in wenigen Geweben Tumore auf,
was auf die Existenz zusétzlicher gewebespezifischer Faktoren spricht, die fiir das onkogene
Potential wichtig sind (Rucci et al., 2006). AuBlerdem gelang es nicht in einer pra-B-Zelllinie
durch AID-Expression Hypermutation auszuldsen (Riickerl und Bachl, 2005) und Zellen sind
potentiell in der Lage AID-induzierte Lédsionen fehlerfrei zu reparieren, statt sie dauerhaft als
Mutationen im Genom zu festigen (Liu et al., 2008a; Poltoratsky et al., 2007). Es miissen also
Ebenen der Regulation jenseits von AID existieren. Die Untersuchung von
Transkriptionsfaktoren konnte diese Ebene erginzen, da sie die Transkription der Ig-Gene
und von AID beeinflussen, aber auch Rekrutierungsplattformen fiir AID und mdgliche
Reparaturkomplexe darstellen konnten. So ist eine Gemeinsamkeit von Zielgenen der
Hypermutation in B- und T-Zellen die Priasenz von E47-Bindestellen (Kotani et al., 2005).
Die verschiedenen hier untersuchten Transkriptionsfaktoren sind dabei nur die
naheliegendsten Startpunkte, nicht jedoch eine vollstidndige Liste moglicher Kandidaten. Die
verwendeten Systeme und entwickelten Ansédtze wéren jedoch flir weitere Untersuchungen
nutzbar.

Die  Haufigkeit, mit der gerade  Transkriptionsfaktoren von  fehlgeleiteter

Hypermutationsaktivitét betroffen sind (Pasqualucci et al., 2001), sowie die Rolle von TF bei
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der Entstehung von B-Zelltumoren: Bcl6 in DLCL (Ye et al., 1993), c-Myc in BL (Gelmann
et al., 1983) verweist auf die komplexe Bedeutung dieser Faktoren fiir die SHM.

4.1 Charakterisierung der Hypermutationsaktivitat

Nachdem frithe Untersuchungen der Hypermutation auf der Analyse von Sequenzierungen
beruhten (Faili et al., 2002b; Sale und Neuberger, 1998), konnte mit dem Plasmid-basierten
Reporterassay von J. Bachl erstmals der Verlauf des Prozesses kontinuierlich untersucht
werden (Bachl und Olsson, 1999). Die Durchfithrung dieser Assays erfolgte bisher an
unterschiedichen Zelllinien aus verschiedenen Organismen und lieferte fiir einzelne Zelllinien
gute Ergebnisse liber ihr Hypermutationspotential. Die Charakterisierung eines umfassenden
Zellliniensets und damit die Moglichkeit, Korrelationen mit anderen Eigenschaften der
untersuchten Zelllinien aufdecken zu konnen, fehlte jedoch bisher.

Nach Verbesserung des publizierten Assays konnten im Rahmen dieser Arbeit 13 Zelllinien
mit dem Hypermutationsassay untersucht werden. Das ist das groffte bisher unter
vergleichbaren Umstédnden untersuchte Zelllinienset. Es konnten mit BL100 und Mutu(-) auch
erstmals mit diesem Vektorsystem EBV-negative BL-Linien identifiziert werden, die
hypermutieren. Dies ermdglicht insbesondere im isogenen Zelllinienset Mutu(-) und Mutulll
Riickschliisse iiber den Einfluss von EBV auf die Hypermutation. Frithere Arbeiten der
Arbeitsgruppe hatten eine hemmenden Einfluss von EBNA2, dem wichtigsten EBV-
Transkriptionsfaktor auf AID gezeigt (Tobollik et al., 2006) und dies wird durch die
Korrelation von fortdauernder Hypermutation und EBNA2-Status in EBV-positiven Post-
Transplantations-Lymphomen (PTL) gestiitzt (Capello et al., 2003). In BL kommt es zu einer
Gegenselektion gegen EBNA2-positive Zellen, weil EBNA2 c-Myc und IgM negativ reguliert
(Jochner et al., 1996). In dem untersuchten Zelllinienset zeigt die Zelllinie P3HR1 und deren
Subklon HH514 eine Deletion des EBNA2 Gens (Kelly et al., 2002). Insgesamt zeigen im
Vergleich der untersuchten Zelllinien EBV-negative Zelllinien jedoch keine hdheren Level
von Hypermutation. Der Grund hierfiir muss jedoch nicht in dem direkten Einfluss von EBV
zu suchen sein, sondern konnte ein Resultat der Uberlebenswahrscheinlichkeit beim
Generieren der Zelllinien sein. Die Immortalisierung durch das EBV-Wachstumsprogramm
bietet Zellen vermutlich unabhingig von ihrer SHM-Aktivitit bessere Uberlebenschancen als
anderen Zellen. Wenn EBV-negative Zellen zusédtzlich noch hohe Mutationsraten aufweisen
kann dies zu einer zusitzlichen Verschlechterung ihrer Uberlebenschancen in vitro fiihren.

In der Literatur wird sogar die Moglichkeit diskutiert, dass EBV-positive und -negative

Burkitt-Lymphome sich in ihrem zelluldren Ursprung unterscheiden (Bellan et al., 2005).
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Allerdings zeigten die Zellen in dieser Studie keine fortdauernde Hypermutation, sondern
wurden anhand der bereits akkumulierten Mutationen beurteilt.

Im Zelllinienset korreliert der EBV-Status insgesamt nicht mit der gemessenen SHM-
Aktivitdt. Eine Moglichkeit, den EinfluB von EBV genauer zu untersuchen bietet sich
allerdings durch die Identifikation EBV-negativer hypermutierender Zelllinien, in denen
durch in vitro Infektion, moglicherweise auch im Vergleich mit Wildtyp-Viren versus
EBNA2-defizienten Stdmmen, der Einfluss von EBV beziehungsweise der von LMP1 oder
LMP2a einem isogenen System liberpriift werden konnte.

Im Rahmen verschiedener Studien (Bachl et al., 2001; Kelly et al., 2002; Storb et al., 1998)
konnte der positive Einfluss von Enhancern auf die Hypermutation gezeigt werden. Dies
bestétigte sich auch in drei der hier untersuchen Zelllinien (Raji, BL60, Mutu(-)). Eine weitere
Zelllinie (BL100) zeigte eine unverdnderte Hypermutationsaktivitit auch ohne Enhancer,
allerdings bei insgesamt niedriger Hypermutationsaktivitit. Ein mdglicher Effekt von
Enhancern ist die Beinflussung der Transkription. Dies konnte hier nicht bestétigt werden.
Die durchschnittliche Fluoreszenz griiner Zellen war unabhidngig von der Prdsenz der
Enhancer in den Zellen etwa gleich (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist unklar wie hoch die
Sensitivitéit dieser Messung ist. Fiir genauere Aussagen wire eine Analyse beispielsweise iiber
quantitative Lightcycler-PCR der GFP-mRNA zu empfehlen.

Besonders interessant waren die groflen Unterschiede in der Hypermutationsaktivitit
zwischen verschiedenen Batchkulturen derselben Zelllinie. Diese Unterschiede stellen die
Vergleichbarkeit von Ergebnissen unabhingiger Assays in Frage und machen eine griindliche
Kontrolle der Rahmenbedingungen erforderlich. So sollten Assays nur mit moglichst frisch
aufgetauten Zellen durchgefiihrt werden, da lange Kultivierungszeitraume sich negativ auf die
SHM-Aktivitdt auswirken (Riickerl et al., 2004; Zhang et al., 2001). Beim Vergleich von
verschiedenen Behandlungen der Zellen wie z.B. der Transfektion mit RNAi-Vektoren sollte
es sich bei der Ausgangspopulation fiir alle Bedingungen um einen einheitlichen Batch
handeln. Die hohe Plastizitdt von Batchkulturen wird zumindest teilweise durch die hohe
Heterogenitit der Zellen in diesen Kulturen erkldrt. Diese zeigt sich bei der Analyse von
EZK, die im Rahmen dieser Arbeit fiir verschiedene Zelllinien generiert wurden. Die Klone
unterschieden sich in der AID-Expression, der Expression der untersuchten
Transkriptionsfaktoren und der Hypermutationsaktivitdt (in Abbildung 8 und Abbildung 14
flir BL100 und Raji gezeigt). Generierte EZK wurden auflerdem im Rahmen zweier
Diplomarbeiten unseres Labors eingehender untersucht. Im Rahmen der Diplomarbeit von K.
Pinczesi wurde eine hohe klonale Heterogenitit fiir die Expression von Reparaturfaktoren in

vier verschiedenen hypermutierenden Zelllinien gezeigt, was bedeuten konnte, dass nicht nur
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die Zahl der durch AID eingefiihrten Lésionen, sondern auch ihre fehlerhafte Reparatur
zwischen Klonen differieren. Die interklonale Heterogenitit ist dabei anscheinend kein
direkter Nebeneffekt der fortdauernden Hypermutation, da sie auch in nicht-
hypermutierenden Zelllinien im Rahmen der Diplomarbeit von J. Unterlehberg nachgewiesen
werden konnte.

Die Verdnderung der Zelllinien in Kultur spiegelt sich dabei auch im untersuchten
Zelllinienset wieder. So unterscheidet sich die Zelllinie P3HR1, urspriinglich ein Zellklon der
Zelllinie Jijoye, von dieser durch ein EBV-Genom ohne funktionales EBNA2 sowie eine
Mutation im c-myc-Gen, die zur erhdhten Stabilitdt des Proteins fiihrt. HH514, ein Klon der
Zelllinie P3HR1, unterscheidet sich wiederum durch den Verlust von funktionellem p53 von
der Ursprungszelllinie (K. Braunschmidt, personliche Mitteilung). Vor diesem Hintergrund
wird deutlich, warum fiir Experimente mit Batch-Kulturen eine griindliche Kontrolle
notwendig ist und warum die Durchfiihrung in Einzelzellklonen reproduzierbarere Ergebnisse
liefert.

Ein Versuch, Ergebnisse verschiedener Assays oder verschiedener Transfektionen in einem
Assay besser vergleichen zu konnen, ist das Ermitteln der Kopienzahl des
Hypermutationsreporters. Hierfiir werden wihrend des Hypermutationsassays Proben
entnommen und die Zahl der CMV-Promotorsequenzen des Vektors pro genomischer HPRT-
Sequenz (X-chromosomal, daher zusdtzliche Halbierung der ermittelten Werte bei einem
weiblichen Ursprung der Zelllinie) berechnet. Der ermittelte Wert gibt Auskunft {iber die Zahl
der Vektorkopien pro Zelle und ermdglicht damit ein Normalisieren der
Mutationswahrscheinlichkeit auf die Vektoranzahl. Mehrfache Messungen iiber den Verlauf
des Assays zeigten ein starkes Absinken der Vektorkopienzahl von iiber 25 auf 1-2 Kopien
am Ende (Tag 30-35) eines Assays (M Mierau, Doktorarbeit). Die Normalisierung der
gesamten Graphen auf die Kopienzahl zu einem bestimmten Zeitpunkt des Assays, oder eine
gemittelte Kopienzahl ist damit eher Ausdruck der Kinetik von Selektion und Plasmidverlust,
und der Endpunkt eines Graphen gibt einen ausreichenden Hinweis auf die Zahl der griinen
Zellen bei nur noch etwa einer Kopie. Deshalb wurde in dieser Arbeit vom Normalisieren der
Graphen auf Kopienzahlen abgesehen und stattdessen eine moglichst homogene Behandlung
aller zu vergleichenden Kulturen in Bezug auf Ausgangsbatche, Fiitterung,
Behandlungsintervalle usw. angestrebt. Der quantitative Vergleich von Hypermutation bleibt
jedoch insbesondere zwischen unterschiedlichen Zelllinien schwierig, weshalb die
Charakterisierung der Zelllinien nur zu einer Einstufung als hypermutierend versus nicht-

hypermutierend  filhrte und nicht zu einer  graduellen  Abstufung von
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Hypermutationsaktivititen. Die Raji-Zelllinie wies im Vergleich jedoch bis zu zehnmal mehr
griine Zellen auf als andere hypermutierende Zellen.

Die Charakterisierung des Zellliniensets ermdglichte die Uberpriifung einer fiir eine geringere
Zahl von Zelllinien aufgestellte Hypothese tiber einen Zusammenhang der SHM-Aktivitédt mit
der Oberflichenexpression von CD77, einem Zentroblastenmarker (S. Tobollik,
Diplomarbeit). Tatséchlich bestitigte sich fiir die meisten Zelllinien dieser Zusammenhang.
Dies konnte bedeuten, dass Faktoren, die fiir den Zentroblastenphénotyp verantwortlich sind,
auch fiir die Regulation der SHM eine wichtige Rolle spielen. Da die SHM in ihrer Aktivitét
und in der Zielfilhrung mafigeblich durch Transkriptionsfaktoren beeinflusst wird, sind
moglicherweise dieselben TF an der Regulation der CD77-Expression beteiligt.

Die Korrelation von fortdauernder Hypermutationsaktivitit und CD77 ist auch deshalb
interessant, weil dieser Zusammenhang damit erstmals direkt untersucht wurde. Die
Féarbungen und Sortierungsansétze, die bisher fiir die Untersuchung von Zentroblasten
verwendet wurden, konnten nur indirekt tiber die Expression von Genen der
Hypermutationsregulation Aussagen hieriiber machen (Cattoretti et al., 2006b; Hogerkorp und
Borrebaeck, 2006; Liu und Arpin, 1997; Nakayama et al., 2006)

In jlingerer Zeit wurde zwar die Mdoglichkeit einer stringenten Unterscheidung von
Zentrozyten und Zentroblasten durch den Nachweis einer hohen Mobilitdt der aktivierten B-
Zellen im Keimzentrum in Frage gestellt (Schwickert et al., 2007), andererseits fiihrten
Sortierungen von B-Zellen zur Isolation einer homogenen CD77-positiven Population, die
sich durch hohe AID-Expression und Proliferation auszeichnete, wie es fiir Zentroblasten
beschrieben wurde. Lediglich die CD77-negative potentielle Zentrozytenfraktion erschien
heterogen und wies ein teilweise intermedidres Transkriptionsprogramm zwischen
Zentroblasten und Plasmazellen auf (Hogerkorp und Borrebaeck, 2006).

Die Untersuchung von Lymphomzelllinien, die im Zellstadium der Ursprungszelle quasi
arretiert ist, kann hier also moglicherweise Hinweise auf die Korrelation von
Oberflichenmarkern und fortdauernden Prozessen liefern, auch wenn dabei die mogliche
Einwirkung der onkogenen Transformation in diesem Fall von c-Myc beriicksichtigt werden

muB (siehe 4.3.3.2)

4.2 Korrelation der Expression von Transkriptionsfaktoren mit der
Hypermutationsaktivitat verschiedener Zelllinien

In verschiedenen Zelllinien wurde die Expression von bcl6, c-myc, E2A und pax5 auf RNA-
und Proteinebene untersucht. Fiir keinen der Transkriptionsfaktoren war eine eindeutige

Korrelation mit der SHM-Aktivitiat der Zellen zu beobachten. Pax5 war im Schnitt in nicht-
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hypermutierenden Zellen genauso stark exprimiert wie in hypermutierenden. Dies gilt sowohl
auf RNA- wie auf Proteinebene. Obwohl eine Rolle von Pax5 fiir die AID-Expression
beschrieben wurde (Gonda et al., 2003), ist fiir das untersuchte Zelllinienset keine Korrelation
dieser beiden Faktoren sichtbar. Fiir E2A ist die Interpretation etwas komplexer, weil die
mRNA-Level fiir die beiden Splicingvarianten ermittelt wurden, wahrend der Antikorper die
Gesamtmenge beider Varianten detektiert. Zwar sind gro3e Unterschiede in den Proteinleveln
zu verzeichnen, auch hier ist jedoch keine Korrelation mit AID erkennbar.

Fiir c-Myc zeigen die nicht-hypermutierenden Zelllinien im Schnitt etwas hohere mRNA-
Mengen als die hypermutierenden, mit Ausnahme von HH514. Auf Proteinebene ist kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen sichtbar. Die Zelllinien mit einem aktiven EBV-
Wachstumsprogram zeigen insgesamt niedrigere Mengen c-Myc. Trotz des Vorliegens einer
c-myc-Translokation in den Burkitt-Lymphom-Zelllinien, fiihrt diese anscheinend nicht zu
einer deutlichen Erhohung der RNA oder Proteinmenge von c-Myc wie man am Vergleich
von Nalmé6 oder BJAB mit BL100 und Raji erkennen kann. Es ist aber moglich, dass sich
durch Mutationen, die fiir einige der Zelllinien nachgewiesen wurden (Gregory und Hann,
2000), die Stabilitdt oder auch die Aktivitit des exprimierten Proteins oder dessen Erkennung
durch den Antikorper verdndert haben konnte. Bcl6 ist der einzige Faktor, der auf RNA-
Ebene in hypermutierenden Zellen im Schnitt hoher exprimiert ist, allerdings nur, weil in der
Gruppe der nicht-hypermuterienden Zelllinien auch Zelllinien beriicksichtigt sind, die aus
pro-B-Zellen bzw. naiven Zellen isoliert wurden. Einzig Mutulll zeigt trotz SHM-Aktivitit
keine Expression von Bcl6. Die Proteinmengen zeigen dieselben Tendenzen. Fiir Bcl6 ist
bisher kein direkter Einfluss auf AID oder die Transkripion von Ig-Genen nachgewiesen. Die
Bedeutung fiir die Keimzentrumsreaktion liegt eher in der Fixierung der Zelldifferenzierung,
da bcl6-defiziente Zellen ohne nachweisbare somatische Hypermutation durchzufiihren zu
Gedéichtnis-, aber weniger zu Plasmazellen weiterdifferenzieren (Toyama et al., 2002). Es ist
jedoch bekannt, dass eines der wichtigsten Targetgene von Bcl6 blimp-1 (PRDM) ist, welches
zentral die Plasmazelldifferenzierung steuert und dabei auch A/D negativ reguliert (Shaffer et
al.,, 2002a). Auf diese Weise konnte bcl6 indirekt einen Einfluss auf AID haben. Eine
Korrelation zwischen Bcl6 und AID im Vergleich der Zelllinien war jedoch nicht
nachweisbar.

Insgesamt war die Expression von AID (auf RNA und Proteinebene) am besten mit der
somatischen Hypermutationsaktivitdt korreliert. Dies ist nicht i{iberraschend, da die AID-

Expression eine notwendige Voraussetzung fiir die SHM ist.
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4.3 Manipulation von Transkriptionsfaktoren in hypermutierenden

Zelllinien

4.3.1 Experimentelle Ansatze zur Manipulation

Um die Vorteile und Nachteile des verwendeten experimentellen Ansatzes diskutieren zu
konnen, soll zuerst auf bereits publizierte Ansdtze zu Effekten der Transkriptionsfaktoren
eingegangen werden. In der Literatur sind knockout-Mausstudien fiir E24 (Bain et al., 1994;
Zhuang et al.,, 1994), pax5 (Horowitz et al., 2004) und bc/6 (Toyama et al., 2002)
beschrieben, aber da diese Faktoren die B-Zelldifferenzierung beeinflussen, fiihrt der
knockout zu einem Block der B-Zellentwicklung vor dem reifen B-Zell-Stadium,
beziehungsweise zu einer beschleunigten Differenzierung von naiven B-Zellen zu
Gedéichtniszellen. Der knockout von c-myc ist embryonal lethal (Davis et al., 1993). Ein
direkter Einfluss auf den Prozess der Hypermutation kann in diesen Modellen nicht untersucht
werden.

Fiir einige Faktoren wurden zusétzlich konditionale knockout-Modelle verwendet. Dabei
werden kritische Regionen des entsprechenden Gens mit loxP-Stellen flankiert und eine Cre-
Rekombinase unter Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors eingekreuzt, so dass die
Expression der Cre-Rekombinase gewebespezifisch zu einer Deletion des Gens fiihrt. Fiir
Untersuchungen im Keimzentrums wurden dabei die Promotoren des Immunglobulins y1 oder
von AID verwendet (Casola et al., 2006). Fiir c-Myc wurden vor allem versucht die
Deregulaton des Gens durch Translokation in den Immunglobulinlocus nachzubilden um ein
Mausmodell fiir Burkitt-Lymphome zur Verfiigung zu haben. Bisher fiihrte jedoch keiner der
verwendeten Ansidtze zur Entstehung von Lymphomen mit einem Keimzentrumphénotyp,
sondern wies entweder Eigenschaften unreifer B-Zellen oder von Plasmazellen auf
(Kovalchuk et al., 2000; Park et al., 2005; Yan et al., 2007). Es konnte jedoch ein moglicher
Beitrag von AID an der Entstehung verschiedener Lymphomtypen gezeigt werden (Kotani et
al., 2007; Pasqualucci et al., 2008).

Fiir E2A konnten durch konditionale knockouts mit verschiedenen Faktoren eine Rolle von
E2A fiir die pro- und prd B-Zellentwicklung, aber auch eine fiir die Keimzentrumentwicklung
gezeigt werden. Interessanterweise war die Expression von AID im Keimzentrum in diesen
Maiusen unverindert, so dass die Rolle von E2A weniger in der Regulation von AID als
moglicherweise bei der Beinflussung anderer Transkriptionsfaktoren zu suchen ist.
Insbesondere Pax5 ist hierfiir ein mdglicher Kandidat, weil dessen ektopische E2A-

unabhingige Expression die Defizienz zumindest teilweise ausgleichen konnte (Kwon et al.,
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2008). Der konditionale knockout von pax5 fiihrte zu einer Dedifferenzierung der Zellen bis
zuriick zu T-Zellen (Cobaleda und Busslinger, 2008).

Keines dieser Modelle erlaubt die Untersuchung des Hypermutationsprozesses, da sie nach
einer vollstindigen Entfernung von Transkriptionsfaktoren mit Einfluss auf die
Differenzierung meist keine untersuchbare Keimzentrumszellpopulation aufweisen.

Deshalb sind alternative Verfahren wie knockdown oder Inhibitoren flir die negative
Manipulationen besser geeignet. Solche Ansdtze wurden fiir c-Myc und Bcl6 besonders
intensiv untersucht, weil Eingriffe zur negativen Regulation bei der Behandlung von
Lymphomen Anwendung finden konnten. Fiir Bcl6 gibt es einen spezifischen Inhibitor (Polo
et al., 2004; Prive und Melnick, 2006), dominant-negative Konstrukte (Baron et al., 2002) und
siRNA-knockdown (Baron et al., 2007; Perez-Rosado et al., 2008). In keinem dieser
Experimente wurde jedoch AID oder SHM untersucht. Fiir c-Myc existieren mehrere
unabhéngig entwickelte Inhibitoren (Kiessling et al., 2006; Wang et al., 2007), die aber
hauptsédchlich auf Proliferaion und Zellzykluseffekte untersucht wurden und hierfiir unter
anderem in einer BL-Zelllinie angewendet wurden (Sampson et al., 2007). Auch hier wurden
jedoch AID oder somatische Hypermutation nicht analysiert. RNAi-Ansdtze wurden fiir c-
Myc bereits beschrieben (Wang et al., 2005), konnten in BL-Zellen aufgrund deren
Abhingigkeit von hoher c-Myc-Expression fiir die Proliferation aber erschwert sein. Der
knockdown von Pax5 mittels lentiviraler Transfektion wurde nicht auf Aspekte der
Affinititsreifung untersucht (Cozma et al, 2007). Fir E2A existieren keine
Veroffentlichungen iiber RNA-Interferenz Experimente trotz kommerziell erhéltlicher
siRNAs gegen E2A, es liegen aber Ergebnisse {liber einen knockout von E2A in der Hiihner-
B-Zelllinie DT40 vor, in der ein positiver Einfluss von E12 und E47 auf die somatische
Hypermutation durch Rekonstitution nachgewiesen werden konnte (Schoetz et al., 2006).

Es exisitieren fiir alle Transkriptionsfaktoren Uberexpressionanalysen, die fiir c-myc, pax53
und bcl6 zur Identifizierung von Targetgenen besonders im Zusammenhang mit der
Lymphomentstehung durchgefiihrt wurden (pax5 (Pridans et al., 2008); bcl6 (A. Melnick
nicht verdffentlicht laut (Ranuncolo et al., 2007); c-myc (Schuhmacher et al., 2001)). In den
meisten Féllen handelte es sich dabei um konstitutiv exprimierende Vektoren, so dass das
MaB der Uberexpression nicht moduliert werden konnte. Lediglich fiir c-Myc wurden
extensive Experimente mit einen induzierbaren Vektor durchgefiihrt (Kim et al., 2007b; Li et
al., 2005; Liu et al., 2008b; Mezquita et al., 2005; Schlosser et al., 2005), allerdings wurden
keine Effekte auf AID oder SHM untersucht und das untersuchte Zellsystem basiert auf nicht

mutierenden naiven B-Zellen (Schuhmacher et al., 2001).



Diskussion 79

E2A ist der einzige Transkriptionsfaktor, fiir den bisher der Einfluss auf fortdauernde
Hypermutation untersucht und beschrieben wurde (Schoetz et al., 2006). Fiir die anderen
Transkriptionsfaktoren fehlen solche Ansitze vollstindig.

Es liegen also prinzipiell Daten iiber die Uberexpression und fiir den zum Teil auch
konditionalen knockout der Transkriptionsfaktoren vor, es fehlen jedoch Untersuchungen der
Effekte auf AID und somatische Hypermutation, und die meisten der bisher verwendeten
Ansitze erlauben keine Modulation der Uberexpression. Der Ansatz dieser Arbeit,
Doxycyclin-regulierbare Uberexpression und siRNA-vermitteltes Silencing mit einem
Hypermutationsreporter zu kombinieren, sollte das Schlieen dieser Liicke erlauben.
Allerdings traten bei der Durchfiihrung verschiedene Probleme auf, die erst durch eine
Weiterentwicklung des urspriinglichen Ansatzes zu aussagekréiftigen Ergebnissen fiihrten.
Nach einer aufwiindigen Klonierung der Uberexpressionsvektoren lagen Plasmide zur
Uberexpression von Bcl6, c-Myc und Pax5 sowie Luciferase als Negativ- und AID als
Positivkontrolle vor. Im Fall von E12 war die Klonierung moglicherweise nicht erfolgreich,
weil das endgiiltige Konstrukt bei nachtriglichen Kontrollen Mutationen aufwies, welche die
Funktion des Proteins beeintrichtigt oder zerstdrt haben konnten. Die Anwendung aller vier
Uberexpressionsvektoren in verschiedenen Zelllinien zeigte eine gute
Uberexpressionseffizienz und das verwendete pRTS-Vektorsystem erlaubte eine Modulation
der Uberexpression (Bornkamm et al., 2005). Mit diesem System konnte fiir Bcl6 und c-Myc
ein positiver Effekt auf AID gezeigt werden (siehe unten). Versuche, Zelllinien simultan mit
den Uberexpressionsvektoren und einem Hypermutationsrepoter zu transfizieren, scheiterten
jedoch an der fiir den Versuch notwendigen Doppelselektion der Zellen.

Erst die Etablierung von Einzelzellklonen fiir die Uberexpression der einzelnen Vektoren
ermoglichte die Durchfiihrung von Hypermutationsassays. Die Verwendung von
Einzelzellklonen ist einerseits mit einer Verbesserung der Reproduzierbarkeit durch geringere
Plastizitdt/Heterogenitit der untersuchten Zellen verbunden, andererseits beschrankt der damit
verbundene Aufwand die Anwendung auf nur eine Zelllinie.

Der alternative Versuchsansatz der negativen Regulation der Transkriptionsfaktoren durch
siRNA erwies sich zwar trotz gegenteiliger Berichte (Oberdoerffer et al., 2005) als moglich,
auch wenn frithere Versuche der Arbeitsgruppe unterschiedliche Effizienzen der Hemmung
ergeben hatten (T. Thiel, Diplomarbeit). Damals waren die Effekte jedoch ausschlieBlich auf
mRNA-Ebene untersucht worden, womit translationale Effekte der RNA-Interferenz nicht
berticksichtigt werden konnten. Eine Verbesserung der Aufreinigung der mit den shRNA-
Vektoren transfizierten Zellen fiihrte zu einer hoheren Ausbeute an Zellen, die eine

zusétzliche Proteinexpressionsanalyse erlaubte. Allerdings war die Anwendung der siRNA
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nur fiir einen begrenzten Zeitraum moglich, da die Zellen danach in Apoptose iibergingen.
Ein Grund hierfiir ist wahrscheinlich die durch RNA-Interferenz ausgeldste Interferonantwort
(Reynolds et al., 2006). Zwar wurde fiir alle verwendeten shRNA-Vektoren die
Interferoninduktion durch mRNA-Analysen des Zielgens OAS! iiberpriift und es zeigten sich
fiir keinen bestimmten Faktor oder Vektor eine erhohte Aktivierung nach drei Tagen (Daten
nicht gezeigt), aber iiber ldngere Zeitrdume werden offensichtlich auch geringe
Interferoninduktionen von den Zellen nicht toleriert.

Fiir c-Myc wurden auBBerdem zwei verschiedene Inhibitoren getestet. Dabei konnte nur fiir
einen der Inhibitoren eine Funktionalitit nachgewiesen werden, so dass nur dieser fiir die
dargestellten Experimente beriicksichtigt wurde.

Insgesamt wurde also ein regulierbares Uberexpressionssystem verwendet, das im Kontext
von Einzelzellklonen auch mit einem Hypermutationsreporter kombiniert werden kann und
ein RNA-Interferenzsystem, das allerdings nicht mit einer Untersuchung der Hypermutation
zusammen angewendet werden kann. Deshalb wurde die Analyse fiir einen der Faktoren

exemplarisch um Inhibitorversuche erginzt wurde, die eine solche Kombination zulassen.

4.3.2 Uberexpression der Transkriptionsfaktoren

In verschiedenen Zelllinien konnte eine deutlich Uberexpression des jeweiligen
Transkriptionsfaktors fiir alle Uberexpressionvektoren nachgewiesen werden, auch fiir E2A,
obwohl hier nachtriaglich nicht sicher ist, ob es sich um ein funktionelles Protein handelt.

Fiir die Untersuchung von Effekten der Uberexpression auf AID wurde das Versuchsprotokoll
verkiirzt und standardisiert, so dass eine parallele Transfektion aller Transkriptionsfaktoren
moglich war. In den anschlieBenden Proteinanalysen ergaben sich erneut gute
Uberexpressionseffizienzen fiir E2A, Pax5 und technisch schwerer interpretierbar wohl auch
fiir Bcl6. Der Bclo-Antikorper zeigte eine insgesamt niedrige Sensitivitit und auch
Optimierungsversuche und Tests alternativer AntikOrper erlaubten keine Verbesserung.
Einzig die Uberexpression von c-Myc war nur schwach ausgepriigt, was ein moglicher
Hinweis auf eine Gegenregulation in den Zellen oder eine Selektion auf nicht- oder schwach-
liberexprimierende Zellen sein kann, da starke Uberexpression sowohl zu erhohter
Proliferation als auch zu Apoptose fithren kann (Prendergast, 1999).

Trotz der nur schwachen Uberexpression von c-Myc war ein positiver Effekt auf AID in
einem Teil der Zelllinien sichtbar. Dieser Zusammenhang wurde bisher noch nicht
beschrieben und konnte trotz moglicher indirekter Effekten von c-Myc auf Proliferation oder
Uberleben auch auf eine Rolle von c-Myc fiir die fortdauernde Hypermutation in BL

hindeuten. Interessanterweise fiihrte auch die Uberexpression von Bcl6 zu hdheren AID
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Proteinmengen. Ein direkter Zusammenhang zwischen Bcl6 und AID war bisher ebenfalls
nicht bekannt. Auch ist Bcl6 ein Repressor, so dass es sich hier um einen indirekten Effekt
handeln konnte, zumal keine Bcl6-Bindestelle im AID-Gen identifiziert wurde. Fiir eine
indirekte Regulation von Bcl6 auf AID sind neben einer moglichen Beeinflussung iiber
Blimpl auch Interaktionen von Bcl6 mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie es
beispielsweise fiir Miz-1 beschrieben wurde (Phan et al., 2005), mdglich. Bekannt sind
allerdings Effekte von Bcl6 auf p21 und ATR, also zwei zentrale Molekiile der DNA-
Reparatursignalwege (Phan et al., 2005; Ranuncolo et al., 2007) und eine Regulation von
Bcl6 durch genotoxischen Stress mittels ATM (Phan et al., 2007). Es ist also mdglich, dass
Bcl6 durch AID-induzierte Lasionen negativ reguliert wird.

Pax5 und E2A zeigten keine Effekte der Uberexpression auf AID. Dies ist iiberraschend, da
E-Boxen im A/D-Gen eine Regulation nahe legen. Andererseits waren auch bei unveridnderten
AID-Leveln Effekte von E2A-Uberexpression auf die SHM zu beobachten (Schoetz et al.,
2006). Allerdings diversifizieren diese Zellen ihre Immunglobulingene durch Genkonversion
und nur in Ausnahmen durch somatische Hypermutation, so dass Unterschiede in der
Regulation moglich sind, und auferdem handelte es sich um ein A/D-Transgen, dem
regulative FElemente des endogenen Locus fehlen. Da E2A einen Effekt auf die
Histonacetylierung aufweist (Kitao et al., 2008), ist auch nicht auszuschlieBen, dass diese in
den untersuchten hypermutierenden Zellen bereits erfolgt war und mit zusétzlich
exprimiertem E2A keine Steigerung dieser Reaktion mehr mdglich ist. Eine andere potentielle
Ursache fiir den fehlenden Effekt wiéren die bereits erwédhnten Mutationen im
Uberexpressionvektor. Fiir Pax5 lagen Ergebnisse aus EMSA/Gelshift-Assays vor, die eine
Bindung im AID-Locus nachwiesen und eine Regulation der Expression durch Id2 als
wichtigstem Gegenspieler von Pax5 in B-Zellen zeigten (Gonda et al., 2003). Es ist
allerdings moglich, dass die Mengen von Pax5 in den untersuchten Zelllinien bereits hoch
genug sind um eine Bindung im AID-Locus zu erreichen und eine Séttigung dieser
Regulationsmoglichkeit keine Verstiarkung der AID Expression mehr zulésst.

In weiteren Versuchen wurde versucht, die Effekte der Uberexpression der
Transkriptionsfaktoren auch in Einzelzellklonen zu zeigen. Trotz erfolgreicher
Uberexpression und der Etablierung einer sehr effektiven Methode zur Aufreinigung der
tiberexprimierenden Zellen gelang es nicht konsistente Effekte fiir irgendeinen der
Transkriptionsfaktoren nachzuweisen. Da wie bereits erwidhnt auch ohne Verdnderung der
AlID-Level Effekte auf die Hypermutation auftreten konnen (allerdings untersucht fiir den
endogenen Ig-Locus (Schoetz et al., 2006)), wurde trotzdem in Hypermutationsassays ein

moglicher Einfluss der Transkriptionsfaktoren untersucht. Auch hier zeigte sich kein Effekt
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fiir verschiedene Uberexpressionslevel und Einzelzellklone. Die Ursache hierfiir war nicht in
Problemen mit der Uberexpression innerhalb des Assays zu finden, wie Proteinanalysen
wéhrend und nach Abschluss des Hypermutationsassays zeigten. Auch zeigten Experimente
mit AID-Uberexpression als Positivkontrolle dosis-abhiingige positive Effekte auf die
Hypermutation, die beweisen, dass die Sensitivitdt des Assays zur Detektion solcher Effekte
geeignet ist.

Es stellt sich also die Frage, warum die in Batchkulturen nachgewiesenen Effekte in
Einzelzellklonen nicht auftraten. Ein Erkldrungsansatz hierfiir ist die Heterogenitdt der
Batchkulturen im Vergleich mit den FEinzelzelklonen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
Effekte in Batchkulturen auf Verdnderungen in einer Subpopulation zuriickzufiihren sind, die
in den Einzelzellklonen eventuell nicht reprdsentiert wird. Hinweise auf Verédnderungen der
Zellpopulation im Verlauf eines Assays konnten bereits frither gezeigt werden (K. Pinczesi,
Diplomarbeit) und auch ein Selektionseffekt ist nicht auszuschlieBen.

Wegen der Diskrepanz der Ergebnisse der Uberexpression in den Batchkulturen versus den

Einzelzellklonen ist eine unabhingige Bestitigung der Effekte umso wichtiger.

4.3.3 Herunterregulation der Transkriptionsfaktoren

Um Effekte der negativen Regulation der Transkriptionsfaktoren zu untersuchen und dabei
die Effekte der Uberexpression zu bestitigen wurden sowohl RNA-Interferenz als auch im

Fall von c-Myc die Verwendung spezifischer Inhibitoren als Methode herangezogen.

4.3.3.1 RNAiI in hypermutierenden Zelllinien

Ein vektorbasiertes RNAi-System war flir die Anwendung in BL-Zelllinien getestet worden
und fiir E2A, Pax5 und c-Myc lagen aulerdem bereits Vektoren vor (T. Thiel, Diplomarbeit
und B. Jungnickel). Ein Test dieser und dreier neuer gegen Bcl6 gerichteter Vektoren ergab
sehr unterschiedliche Effizienzen fiir die negative Regulation der mRNA der
Transkriptionsfaktoren. Der Grund hierfiir ist vermutlich, dass nur ein Teilaspekt der RNA-
Interferenz in diesem Experiment erfasst wird, ndmlich die Spaltung der mRNA, wihrend
zusdtzliche Effekte durch z.B. Translationsinhibition unberiicksichtigt bleiben. Deshalb
wurden im Folgenden auch Analysen der Proteinlevel duchgefiihrt. Hier zeigte sich ein
deutliches Absinken der Proteinmengen fiir E2A, Pax5 und Bcl6. Nur fiir c-Myc war die
Effizienz nach wie vor niedrig.

Auf RNA-Ebene zeigte sich ein negativer Effekt der siRNA gegen bcl6 und E2A auf die
mRNA Level von AID. Die Proteindaten zeigten einen schwachen negativen Effekt fiir RNA1
gegen alle Faktoren, am deutlichsten ausgeprdgt fiir E2A und zwei der drei Bcl.6 siRNAs.
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Interessanterweise zeigt sich auch fiir zwei der gegen c-Myc gerichteten Vektoren ein
schwacher, negativer Effekt auf AID.

Damit gelang es mittels der RNA-Interferenz-Methode die Uberexpressionsergebnisse fiir
Bcl6 und C-Myc unabhiingig zu bestitigen. Eine Uberpriifung der blimp1-Expression ergab
keine Erhohung der mRNA-Mengen. Es ist also moglich, dass der Effekt von Bcl6 auf AID
unabhéngig von blimpl erfolgt (Daten nicht gezeigt). Damit wurde ein neuer Faktor der
Regulation von AID identifiziert, auch wenn die Expression von AID allein noch keine
Aussage iiber die Relevanz fiir die somatische Hypermutation erlaubt. Dies konnte eventuell
durch die Verwendung des publizierten Bcl6-Inhibitors in einem Hypermutationsassay néher
untersucht werden.

Im Rahmen der normalen Keimzentrumsentwicklung konnte die positive Regulation von AID
durch bcl6 die Koordination von Hypermutation und Keimzentrumsreaktion fordern.
Insbesondere beim Verlassen des Keimzentrums kdnnte dies zu einer Beschleunigung oder
Verbesserung der Herrunterregulation von AID fiihren, da Bcl6 dann sowohl einen direkten
Effekt auf AID ausiibt, als auch durch Nachlassen der Repression von blimpleinen indirekten
Einfluss auf die negative Regulation von AID ausiibt. Aulerdem kdnnte die Deregulation von
Bcel6  damit  einen  Beitrag zur  konstitutiven  AID-Expression und  damit
Hypermutationsaktivitit in Lymphomen leisten. Translokationen von bc/6 treten in DLCLs
hdufig auf und hohe Bcl6-Expression korreliert mit dem klinischen Verlauf (Igbal et al.,
2007), allerdings konnte bisher kein klarer Zusammenhang zwischen Deregulation von Bcl6
durch Translokation oder Mutationen und der klinischen Prognose gezeigt werden (Chen et
al., 2006). Fortdauernde Hypermutation in Lymphomen konnte trotzdem eine Folge der Bcl6-
Expression sein, da diese wie hier gezeigt einen positiven Effekt auf AID, den wichtigsten
Hypermutationsfaktor aufweist.

Auch fiir E2A ist mit der RNAi-Methode der erwartete Effekt zu beobachten. Dies konnte
bedeuten, dass die Uberexpression durch die Mutationen im Uberexpressionsvektor nicht
erfolgreich war und deshalb kein Effekt auftrat oder dass nur ein Senken der E2A-Level einen
Einfluss auf AID hat, weil die positive Regulation in den untersuchten Zellen auch ohne
zusitzliche Uberexpression schon maximal ausgeschdpft wurde.

Fir c-Myc werden die Implikationen der RNA-Interferenzdaten zusammen mit dem fiir
diesen Faktor mittels konditionalen Zellsystemen und Inhibitoren gewonnenen gréferen

Datensatz im nichsten Abschnitt diskutiert.
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4.3.3.2 Konditionale Zellsysteme und Inhibitoren

Aufgrund der groflen Bedeutung, die c-Myc in Burkitt-Lymphomen hat, und verschiedener
Vorergebnisse wurden flir diesen Transkriptionsfaktor weitere Experimente mit anderen
Zellsystem und experimentellen Ansédtzen durchgefiihrt.

Die konditionale c-Myc-Modellzelllinie P493.6 wurde bereits in verschiedenen Arbeiten
verwendet um Effekte von c-Myc auf Zellwachstum, Zellzyklus, ribosomale RNA-
Prozessierung und das induzierte Transkriptionsprogramm zu untersuchen (Pajic et al., 2000;
Schlosser et al., 2003; Schuhmacher et al., 2001; Schuhmacher et al., 1999). Sie wurde hier
dazu verwendet um transkriptionelle und posttranskriptionelle Effekte auf AID und die
anderen Transkriptionsfaktoren E2A, Pax5 und Bcl6 zu identifizieren, die dann in Burkitt-
Lymphomen bestitigt werden konnten.

Ein erster Hinweis auf die mogliche Bedeutung von c-Myc fiir das Keimzentrums-
Transkriptionsprogramm ist der positive Einfluss auf den Zentroblastenmarker CD77. Sowohl
das Abschalten von c-Myc durch Zugabe von Tetrazyklin als auch die Verwendung eines
Myec-Inhibitors fithrten zu einem Absinken des Anteils CD77-positiver Zellen. Eine Zugabe
des Inhibitors zu hypermutierenden BL-Zelllinien bestitigte diesen Effekt. Da die CD77-
Oberflachenexpression in verschiedenen Zelllinien mit ihrer Hypermutationsaktivitit
korrelierte, erscheint es moglich, dass die Faktoren, die die CD77-Expression regulieren, auch
auf die Regulation der SHM Einfluss nehmen. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass auch
die Proliferation einen Einfluss auf die CD77-Expression aufweist, da P493.6 Zellen in
serum-freien Medium CD77-negativ erscheinen (Daten nicht gezeigt). Dies konnte jedoch
auch auf die Aktivierung einer Stressantwort in den Zellen zuriickzufiihren sein, so dass der
Zusammenhang mit Proliferation nicht eindeutig ist. AuBerdem zeigen sich keine
systematischen Unterschiede im Proliferationsverhalten von Zellen mit unterschiedlichem
CD77-Status, weder im Vergleich verschiedener Zelllinien noch im Vergleich von
Einzelzellklonen innerhalb einer Zelllinie.

In Kinetik-Experimenten zeigte sich auf RNA-Ebene ein transienter positiver Effekt von c-
Myc auf bcl6 und eine Modulation der AID-Expression. Auf E2A war kein Effekt zu
verzeichnen, obwohl dies in Untersuchungen in der Hiihner-B-Zelllinie DT40 als c-Myc
Zielgen beschrieben wurde (Neiman et al., 2001). Andererseits hatten frithere Untersuchungen
in der P493.6 Zelllinie ebenfalls keine Regulation von E2A gezeigt (Schuhmacher et al.,
2001).

Bei der Untersuchung der Proteinexpression sowie der RNA-Level nach lingeren Zeitrdumen
zeigten sich erhohte Proteinmengen von E2A und AID in Zellen, die auf einem c-Myc-

Transkriptionsprogramm proliferieren, im Vergleich mit ruhenden oder EBV-gesteuerten
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Zellen. Dieser Effekt war nur teilweise auf transkriptionelle Regulation zuriickzufiihren, weil
die Unterschiede der Proteinlevel deutlich stirker ausgepragt waren. Fiir Bcl6 war es aus
technischen Griinden nur in einem Experiment méglich einen positiven Effekt von c-Myc auf
Bcl6-Protein zu zeigen. Die transiente Induktion auf RNA-Ebene zeigte keinen Einfluss auf
die Proteinmengen.

Insgesamt war also eine dauerhaft erhohte Proteinmenge von AID, E2A und moglicherweise
Bcl6 in P493.6 Zellen zu verzeichnen, die unter c-Myc proliferieren. Diese Einfliisse von c-
Myc konnten durch Inhibitorexperimente auch in Burkitt-Lymphomzelllinien gezeigt werden.
In den BL-Zelllinien waren die Effekte fiir Bcl6 und E2A sehr deutlich, auf Proteinebene
starker als auf RNA-Ebene. Die Effekte auf AID waren dagegen schwiécher als in P493.6.
Auch wenn diese Experimente keine Schliisse liber die genaue Art der Regulation zulassen,
konnten sie einen Hinweis darauf liefern, warum Burkitt-Lymphome unter c-Myc-Einfluss
einen Keimzentrumsphénotyp aufrechterhalten und fortdauernde Hypermutation zeigen.

In einem Pilotexperiment in der hypermutierenden Raji-BL-Zelllinie konnte ein Effekt eines
Myc-Inhibitors auf die Hypermutation gezeigt werden. Da der Inhibitor auch einen deutlichen
Einfluf} auf die Proliferation zeigte, 14sst sich nicht klar zwischen einem direkten Effekt von
c-Myc auf die Hypermutation und einem generalisierten Einfluss durch erhéhte Proliferation
unterscheiden. Obwohl der Mechanismus der somatischen Hypermutation, in dessen erster
Phase Lidsionen durch Replikation iiber die unreparierten Fehlpaarungen fixiert werden
konnen, einen Zusammenhang mit Proliferation nahe legt, konnte dieser experimentell nicht
gezeigt werden (Wang und Wabl, 2005). Dies kann auch insoweit interpretiert werden, dass c-
Myc durch seinen Einfluss auf Proliferation und mogliche Effekte auf
Keimzentrumstranskriptionsfaktoren die SHM-Aktivitit fordert. Im Zusammenhang mit der
Burkitt-Lymphomentstehung konnten die fortdauernde somatische Hypermutation und
mogliche daraus entstehende aberrante Mutationen weitere mutagene Verdnderungen
herbeifiihren. Insofern konnte c-Myc neben dem Erhalt der Lymphome durch den Einfluss auf

Proliferation und Zellzyklus auch einen Beitrag zur Mutagenese leisten.

44 Ausblick

Die Regulation der somatischen Hypermutation ist eine zentrale Frage der B-Zellentwicklung,
wie der hohe Anteil von Lymphomen mit einem Keimzentrumsursprung und Translokationen,
die als Nebenprodukte von Immunglobulindiversifikation auftreten, verdeutlichen (Kiippers,
2005). Die Ansitze zur Untersuchung dieser Frage sind vielfdltig und Transkriptionsfaktoren
nur ein moglicher Einflussfaktor. In dieser Arbeit konnte fiir E2A, Pax5 und Bcl6 kein Effekt

auf SHM nachgewiesen werden. Es wurden jedoch Methoden etabliert und weiterentwickelt,
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die dhnliche Untersuchungen fiir andere mogliche Einflussfaktoren ermoglichen. Hierfiir
kommen beispielsweise A-Myb und OBF1 in Frage, zwei Keimzentrumstranskriptions-
faktoren, liber deren Einfluss auf die SHM weniger bekannt ist als iiber die hier untersuchten
Faktoren. Auch Transkriptionsfaktoren, die als Interaktionspartner von AID identifiziert
werden konnten, TFEB und TFE3, konnten mit diesem Ansatz analysiert werden (S. Tobollik,
Doktorarbeit). Die Kombination von Uberexpression und Hypermutationsassay in
Einzelzellklonen bietet fiir solche Untersuchungen ein stabiles System. Die Anwendung der
shRNA-Vektoren in der in dieser Arbeit gezeigten Form ist zwar nicht mit Analysen der
Hypermutation kombinierbar, eine Nutzung von induzierbaren siRNA-Vektoren konnte
dieses Problem jedoch Idsen und eine unabhiingige Kontrolle von Uberexpressioneffekten
liefern. Urspriinglich erschien dies wegen der teilweise niedrigen Effizienz der RNA-
Interferenz nicht moglich, aber die Untersuchung der Effekte auf Proteinebene erdffnet
diesbeziiglich neue Mdoglichkeiten.

Der andere Aspekt dieser Arbeit, der weiter verfolgt werden sollte, ist der Einfluss von c-Myc
auf die somatische Hypermutation besonders im speziellen Fall der BL-Lymphomgenese.
Hierfiir wére zundchst die Verwendung eines unabhdngigen zweiten Inhibitors wichtig. Um
Aussagen lber die Relevanz der Effekte in vivo machen zu konnen wiren auBlerdem
Experimente in einem geeigneten Mausmodell notwendig. Zurzeit ist jedoch kein
Mausmodell bekannt, in dem hypermutierende Zellen in Lymphomen nachgewiesen wurden.
Arbeiten ein solches Modell zu schaffen sind im Institut eingeleitet worden und sollen zur
Generierung einer Maus fithren, die Tet-abhidngig in Keimzentrums-B-Zellen c-Myc
(iiber)exprimiert (G. Bornkamm, personliche Mitteilung). Das mogliche Auftreten und
insbesondere die Charakteristika von Tumoren in diesen Mdusen konnten die Bedeutung von
c-Myc fiir die Lymphomentstehung im Keimzentrum belegen. Es bestiinde auflerdem die
Moglichkeit Keimzentrumszellen dieser Mause mit und ohne Induktion zu isolieren und in
diesen in vitro den  FEinfluss der  c-Myc-Uberexpression auf  die
Keimzentrumstranskriptionsfaktoren und die somatische Hypermutation zu untersuchen und

damit die Ergebnisse dieser Arbeit in vivo zu verifizieren.
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5 Material

5.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Applied Biosystems (Foster City, USA), BD Biosciences (Heidelberg), Biochrom (Berlin),
BioRad (Miinchen), Costar (Bodenheim), Dianova (Hamburg), Eppendorf (Hamburg), Fluka
(Taufkirchen-Miinchen), GE Healthcare Europe (ehemals Amersham Biosciences, Freiburg),
Greiner (Frickenhausen, Niirtlingen), Integra Biosciences (Fernwald), Invitrogen (Karlsruhe),
Kodak (Rochester, USA), Labor Schubert & Weil GmbH (Miinchen), Laborteam K+K
(Miinchen), MBI-Fermentas (St.Leon-Rot), Merck (Darmstadt), Millipore (Bedford, USA),
MP Biomedicals (Eschwege), Milteny Biotec GmbH (Bergisch Gladbach), NEB
(Schwalbach), neolab (Heidelberg), Nunc (Wiesbaden), PAA (Pasching, Osterreich), Perbio
Science (Bonn), Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche Applied Science
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen-Miinchen), Stratagene
(Amsterdam, Niederlande), c-Myc-Inhibitor (Calbiochem, Vertrieb durch Merck, Darmstadt)

5.2 Gerate

Elektrophoresekammer BioRad, Hercules, USA

Elektroporator BioRad, Hercules, USA
Entwicklermaschine X-OMAT Kodak, USA
Eppendorf-Tischzentrifuge Eppendorf, Koln

FACSCalibur Becton Dickinson, USA

FACScan Becton Dickinson, USA

Inkubator Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf
LightCycler Roche, Mannheim

MACS-System Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Mikroskop Zeiss, Jena

Neubauer-Zahlkammer
PCR-Maschine

Schubert & Weiss
Biometra, Gottingen

Photometer Eppendorf, Kdln
Umluft-Sterilbank Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf
Zentrifuge Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf

5.3 Datenverarbeitung

Folgende Programme wurden benutzt:

Sci Ed Central (Clone Manager 6) Sequenzverarbeitung

Microsoft Word 2003+2007 Textverarbeitung

Adobe Photoshop 7.0 Bildverarbeitung

Excel 2003+2007 zum Erstellen der Tabellen

Power Point 2003+2007 Grafiken

CellQuest FACS Datenaquisition und -auswertung
Chromas Sequenzauswertung

5.4 Bakterien

Es wurde fiir Klonierungen der Escherichia coli-Stamm DH5a benutzt. Genotyp:
F, ¢dlacZ A M15, endA1, recAl, hsdR17 (1, my), supE44, thi-1, gyrA96, relA1, A(lacZY A-
argF)U169, A
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5.5 Verwendete Kits

DC Protein Assay (BioRad, Miinchen); ECL Kit (GE Healthcare, Europa); super ECL Kit
(GE Healthcare, Europa); FastStart DNA Master SYBR Green I Kit (Roche Applied Science,
Mannheim); 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim); GFX
Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences, Freiburg); Jet Star 2.0 Plasmid Purification
Kit (Genomed, Lohne); QIAgen Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden); QIAgen PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden); RNeasy Kit (Qiagen, Hilden); TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen, Karlsruhe); jET™ PCR Cloning Kits (Fermentas)

5.6 Enzyme

Restriktionsenzyme sowie dazugehorigen Reaktionspuffer (10x) wurden von MBI-Fermentas
(St.Leon-Rot), NEB (Schwalbach) und Roche Applied Science (Mannheim) bezogen.
T4-DNA-Ligase sowie dazugehoriger Puffer kamen von Roche Applied Science (Mannheim).
Tag-Polymerase und Puffer wurde von Roche Applied Science (Mannheim) und Qiagen
(Hilden) bezogen. High Fidelity Polymerase und Alkalische Phosphatase (CIP) stammten von
Roche Applied Science (Mannheim).

5.7 GroRenstandard

Proteingrof3enstandard

Zur Bestimmung des molekularen Gewichts von Proteinen, die in einem SDS-PAGE
aufgetrennt worden waren, wurde neben den Proben ein Marker geladen. Dieser
Proteinstandard enthidlt 10 Proteine mit einer Grofle zwischen ca. 10 und 190kD. Um die
Proteine im Standard sichtbar zu machen ist ein blauer oder roter Farbstoff kovalent an diese
gebunden. Der verwendete Standard ist der Proteingréfenstandard Page RulerTM Prestained

Protein Ladder der Firma Fermentas (St.Leon-Rot) (sieche Abbildung 37).

PageRuler™ Prestained Proteln
Ladder, #SM0671
Lot specific MW, kDa
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e ] Page Ruler TM Prestained Protein Ladder der
Firma Fermentas
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T
<
8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

Blot

DNA-GroRenstandard

Um die GroBe von DNA-Fragmenten auf Agaraosegelen abschitzen zu konnen wurde ein

DNA-Grofenmarker Gene RulerTM DNA Ladder Mix von MBI Fermentas (St.Leon-Rot)

verwendet.


http://www1.qiagen.com/Products/RnaStabilizationPurification/RNeasySystem/RNeasyMini.aspx

Material

5.8 Antikorper

Tabelle 5: In der Western Blot-Analytik verwendete Antikdrper

Spezifitat Verdinnung aus Bezugsquelle
E.Kremmer, Helmholtz

AID (5G9) 1:5 Ratte Zentrum, Miinchen
E2A 1:1000 Kaninchen Santa Cruz (sc-348)
Pax5 1:200 Maus Santa Cruz(sc-13146)
Actin 1:1000 Maus Santa Cruz(sc-8432)
Bcl6 1:200 Kaninchen Cell Signalling (4242)
C-Myc 1:200-1:1000 Kaninchen Santa Cruz (N262)
GAPDH 1:3000 Kaninchen Abcam (ab9385)
Tubulin 1:1000 Kaninchen Abcam(ab4047)
GAPDH 1:2000 Maus Abcam (ab9484)
a-Maus IgG (HRP ) .
sekoppelt) 1:5000 Ziege Promega (W4021)
a-Kaninchen IgM und ) . Jackson Immuno Research
IgG (HRP gekoppelt) 1:10.000 Ziege 112-035-044
a-Ratte IgG (HRP ) . . .
sekoppelt) 1:3.000 Ziege Cell Signalling (7074)
Tabelle 6: In der FACS-Analytik und MACS-Separation verwendete Antikdrper

Spezifitat Verdinnung aus Bezugsquelle
Ngfr (PE-gekoppelt) 1:50 Maus BD Bioscienes (557196)
Ngfr-Zelliiberstand 1:1 Maus E.I"(remrner, Helmholtz Zentrum

Miinchen

Maus (microbeads) 1:1 Miltenyi Biotec
CD77 1:5 Maus BD Pharmigen (551353)
CD38 1:20 Maus BD Biosciences (555460)

5.9 Oligonukleotide

Alle fiir Klonierungen verwendeten Oligos wurden bei Metabion (Martinsried, Miinchen)

bestellt. Lightcyclerprimer wurden bis 2007 ebenfalls dort bestellt, danach bei Sigma Genosys

(Taufkirchen, Miinchen).

Tabelle 7: Primer zur Amplifikation der cDNA fiir die Klonierung von Uberexpressionvektoren
Primer-Name | Nukleotidsequenz (5" — 3")
E2Afor GGCCTCACTGGCCACCATGAACCAGCCGCAGAGGATG
E2Arev GGCCTCACTGGCCGTCGACTCACATGTGCCCGGCGGGG
Bcl6F GGCCTCACTGGCCACCATGGCCTCGCCGGCTGACA
Bcl6R GGCCTCACTGGCCGAGCTCGATTCTGAGAAGGGGCTGGAG
Pax5F GGCCTCACTGGCCACCATGGATTTAGAGAAAAATTATCCG
Pax5R GGCCTCACTGGCCGAGCTCTCACCCTCAATAGGTGCCATC

Durch die verwendeten Primer wurden am 5’ Ende der PCR-Produkte eine sfi-Restriktionsstelle (unterstrichen)

eingefiihrt, die fiir die Klonierung in den Expressionsvektor genutzt wurde.
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Tabelle 8: DNA-Oligonukleotide fiir (quantitative) RT-PCR-Reaktionen

90

Primer-Name Nukleotidsequenz (5'— 3°) Bedingungen
hAIDRT2 GTGACATTCCTGGAAGTTGC Annealing: 63°,
hAIDRT3 CCAACCTCAGTCTGAGGATCTTC Elongation:19 s
hHPRT3 CTAATGTGATAGACTACTGCTTTG Annealing: 63°,
hHPRT2 CCAAACTCAACTTGAACTCTC Elongation:14 s
hCMV3 GCATTATGCCCAGTACATGACC Annealing: 63°,
hCMV4 CGGTTCACTAAACGAGCTCTGC Elongation:14 s
CD19for CTCCTTCTCCAACGCTGAGT Annealing: 65°,
CD19rev TGGAAGTGTCACTGGCATGT Elongation:19 s
hemycRT1 CAGCAGCCTCCCGCGACGATG Annealing: 65°,
hemycRT4 GGACATTTCTGTTAGAAGGAATCG Elongation:24 s
hmuHCRT1 CTGACCTTCCAGCAGAATGCG Annealing: 65°,
hmuHCRT?2 AAGTAGACATCGGGCCTGTGC Elongation:19 s
bel6 RT3 CCCAGTCTGAGTACTCAGATTC Annealing: 65°,
Bcl6RT4 GTGACGGAAATGCAGGTTACAC Elongation:24 s
CDKd4for CTTCATGCCAATTGCATCGTTCACCGAG Annealing: 68°C
CDKd4rev CATCTCGAGGCCAGTCATCCTCTGG Elongation:14 s
E12 F1 CAGACGAGGACGAGGACGAC Annealing: 65°,
E12 R2 ACCACACCTGACACCTTTTCCT Elongation:19 s
E47 for GTCCCTGGAGGAGAAAGAC Annealing: 63°C,
E47 rev CGGAGGCATACCTTTCACAT Elongation:26 s
PaxRTfor GTGTGTGACAATGACACCGTG Annealing: 65°,
PaxRTrev GTCTCATAAGTCGGTACCGGA Elongation:19 s
Rib208 CTCCTAAAGCTGAAGCCAAA Annealing: 63°,
Rib209 GCCTGTTTAATCTGGTGCTT Elongation:19 s

Tabelle 9: Oligonukleotide fur die Klonierung von shRNA-Vektoren

Primer-
Name

Nukleotidsequenz (5"— 3°)

Bcl6.366 F | CGCCATGCCAGTGATGTTCTTCTTTCAAGAGAAGAAGAACATCACTGGCATGGTTTTTC

Bcl6.366 R | TCGAGAAAAACCATGCCAGTGATGTTCTTCTTCTCTTGAAAGAAGAACATCACTGGCATGGCG

Bcl6.439 F | CGTGAGCCGTGAGCAGTTTAGATTCAAGAGATCTAAACTGCTCACGGCTCACTTTTTC

Bcl6.439 R | TCGAGAAAAAGTGAGCCGTGAGCAGTTTAGATCTCTTGAATCTAAACTGCTCACGGCTCAC

Bcl6.527 F | CGCAACCTTAGTGAGATCAATCTTCAAGAGAGATTGATCACACTAAGGTTGCTTTTTC

Bcl6 527 R | TCGAGAAAAAGCAACCTTAGTGTGATCAATCTCTCTTGAAGATTGATCACACTAAGGTTGC

Cmyc.1 F CGCTATGACCTCGACTACGACTCTTCAAGAGAGAGTCGTAGTCGAGGTCATAGTTTTTC
Cmyc.1 R TCGAGAAAAACTATGACCTCGACTACGACTCTCTCTTGAAGAGTCGTAGTCGAGGTCATAGCG
Cmyc.2F CCGATGAGGAAGAAATCGATGTTTTCAAGAGAAACATCGATTTCTTCCTCATCTTTTTC
Cmyc.2 R TCGAGAAAAAGATGAGGAAGAAATCGATGTTTCTCTTGAAAACATCGATTTCTTCCTCATCG
Cmyc.3 F CCGAAACGACGAGAACAGTTGAATTCAAGAGATTCAACTGTTCTCGTCGTTTCTTTTTC
Cmyc.3 R TCGAGAAAAAGAAACGACGAGAACAGTTGAATCTCTTGAATTCAACTGTTCTCGTCGTTTCG

Unterstrichen ist die Xhol Restriktionsschnittstelle zur Klonierung in den Expressionsvektor, fettgedruckt ist die
siRNA Sequenz dargestellt und in rot ist die fiir alle Oligopaare gleiche Loopsequenz eingezeichnet.

Die c-myc-spezifischen shRNA-Vektoren wurden von B. Jungnickel zur Verfiigung gestellt. Pax5 und E2A-
spezifische Vektoren wurden von T. Thiel generiert (T. Thiel, Diplomarbeit)




Material

5.10 Plasmide

In der Tabelle aufgefiihrt sind alle verwendeten Plasmide, die nicht im Rahmen dieser Arbeit

generiert wurden, die Bezugsquelle und wichtige Eigenschaften der jeweiligen Vektoren.

Tabelle 10: Verwendete Plasmide

Name

Bezugsquelle

Bemerkungen

Ausgangsvektoren fir Klonierung

pBC230

G. Bornkamm

CMV-Promotor fiir GOI; Enhancer: MAR,
E3’, E . SV40-Promotor vor
Hygromycinresistenzgen; OriP; EBNA1-Gen;

Ampizillinresistenzgen.

pBBTAG Jiirgen Bachl Hypermutationsreporter mit TK Promotor vor
Hygromycinresistenzgen
pMM8-Rad51 M. Mierau Puromycinresistenz

pEBNA-SVH-NL-EuCAG-rTA-TR

G. Bornkamm

pRTS-Derivat

GFP-Positivkontrolle

pAK6

M. Mierau, Miinchen

Hygromycinresistenz

Insertion fiir Uberexpressionsvektoren

c-myc

M. Schlee, Miinchen

HA-AID

M. Mierau, Miinchen

Klonierungszwischenvektoren

pTOPO Invitrogen TOPO-TA Cloning Kit
pBJ3-PincU6-ngfr* B. Jungnickel Zwischenvektor fiir RNAi-Vektoren
pJET1 Fermentas Jet1™ PCR Cloning Kit
RNAiI-Vektoren

E2A.2 T. Thiel, Miinchen

E2A.3 T. Thiel, Miinchen

Pax5.1 T. Thiel, Miinchen

Pax5.2 T. Thiel, Miinchen

pBJ3 B. Jungnickel Leervektor als Negativkontrolle
pBJ11 B. Jungnickel Gegen AID gerichtete RNAi
pBJ13 B. Jungnickel Gegen GFP gerichete RNAI
Cmycl B.Jungnickel

Cmyc2 B. Jungnickel

Cmyc3 B.Jungnickel
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5.11 Zelllinien

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Bezugsquelle

Bemerkungen

Burkitt-Lymphom-Zelllinien EBV-negativ

BL100 B. Jungnickel, Miinchen

Mutu(-) J. Mergler, Miinchen EBV- Verlust
BL70 B. Jungnickel, Miinchen

DG75 B. Kempkes, Miinchen

Burkitt Lymphom-Zelllinie EBV-positiv

Raji ATCC J. Bachl, Miinchen
BL60 B. Jungnickel
K. Braunschmidt, ) i
P3HRI EBNAZ2 nicht funktional
Miinchen
K. Braunschmidt, ) )
HH514 EBNA2 und p53 nicht funktional
Miinchen
Mutulll J. Mergler, Miinchen EBV Latenz 111
Burkitt-Lymphom-é&hnliche Zelllinien
BJAB | B. Kempkes, Miinchen ‘ EBV neg.

Lymphoblastoide Zelllinie

721

| B. Kempkes, Miinchen

Konditional immortalisierte Zelllinien

EREB2-5

M. Schlee + B. Kempkes,

Miinchen

mit Ostrogen regulierbares EBNA2 und
EBNA2 defizienter EBV Stamm (P3HRI1)

P493.6

B. Kempkes, Miinchen

mit Ostrogen regulierbares EBNA2 und Tet-

regulierbares c-Myc

Humane pria-B-Zelllinie

Nalmé6

J. Bachl, Miinchen
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6 Methoden

6.1 Zellbiologische Techniken

6.1.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen
Die Zellen wurden in 1 bis 1,5 ml FKS mit 10% DMSO bei minus 80°C oder im fliissigen

Stickstoff eingefroren.
Zum Autauen wurden die Zellen in 20ml Zellkulturmedium aufgenommen, gewaschen und

mit 10ml frischem Zellkulturmedium in eine Zellkulturflasche transferiert. Zuséatzlich wurde

dem Medium einmalig 1:100 HEPES (1 M) und 1:1000 a-Thioglycerol (50 mM) zugefiigt.

6.1.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Umluft-Sterilbank
(Heareus Christ Instruments, Diisseldorf) mit sterilen Glas- oder Plastikpipetten
vorgenommen. Die Zellen wurden in einem Inkubator (Heareus Christ Instruments,

Diisseldorf) bei 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit und 37°C kultiviert.

Kulturmedium

500 ml RPMI 1640 Medium (Invitrogen, Karlsruhe)

50 ml FKS (PAA, Pasching, Osterreich) 10 %
5ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe) 100 U/ml 100 pg/ml
5ml Glutamin (200 mM) (Invitrogen, Karlsruhe) 2 mM
Sml Natriumpyruvat (100 mM) (Invitrogen, Karlsruhe) 1 mM

Bei der konditional immortalisierten Zelllinie EREB2-5 wurde zusétzlich 2 pM Ostrogen zum
Kulturmedium gegeben. Uberexpressionsklone der Zelllinie Raji wurden in Gegenwart von
0,8 ug/ml Puromycin kultiviert. Fiir andere transfizierte Zellen und Hypermutationsassays
wurde eine optimierte Menge Hygromycin oder Puromycin dem Medium zugefiigt. Nach
einer Serumumstellung Anfang 2008 adnderte sich jedoch das Wachstum der Zellen und die
Selektionseffizienz. In den meisten Zellen waren danach groBere Mengen Antibiotikum fiir
eine effiziente Selektion notwendig.

Fir die Induktion von Uberexpressionsvektoren wurde 1:1000 Doxycyclin (1 mg/ml)
eingesetzt.

Die Bestimmung der Zelldichte wurde mit einer Neubauer Zéhlkammer durchgefiihrt.
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6.1.3 Schaltung der P493.6 Zelllinie

Fiir die Untersuchung transkriptioneller Effekte von c-Myc wurde den P493.6-Zellen 100
ng/ml Tetrazyklin ins Medium zugefiigt. Nach drei Tagen war auf Proteinebene fast kein c-
Myc mehr nachweisbar, das Tetrazyklin wurde ausgewaschen und die Zellen in normales
Kulturmedium iiberfiihrt. Zu den gewiinschten Zeitpunkten wurden Proben entnommen.

Zur Untersuchung von Proteineffekten wurden eine einheitliche Kultur geteilt und je nach
Bedingung fiir fiinf Tage in Normalmedium oder einem Medium mit 2 pM Ostrogen und/oder
100 ng/ml Tetrazyklin kultiviert.

Um Effekte des Myc-Inhibitors zu untersuchen wurde den Zellen 64 uM des Inhibitors
(Calbiochem Katalognr.:475956, vertrieben durch Merck, Darmstadt) gelost in DMSO
zugefiigt und in den Kontrollen eine entsprechende Menge DMSO hinzugegeben.

6.1.4 Generieren von Einzelzellklonen

Zur Generierung von Einzelzellklonen wurden Zellen der entsprechenden Zelllinie gezéhlt,
auf eine Dichte von 30, 3 und 0,3 Zellen pro ml verdiinnt und je 10 ml in einer 96-Lochplatte
ausplattiert. Nach drei bis vier Wochen wurden aus den Platten der hochsten
Verdiinnungsstufe, die ein Wachstum von Kolonien zeigten, Einzelzellklone isoliert. Mit
dieser Methode ist ein oligoklonaler Ursprung der Klone nicht ginzlich ausgeschlossen, aber
unwahrscheinlich.

Fir die Generierung von Uberexpressionsklonen wurden Raji-Zellen mit den
Uberexpressionsvektoren transfiziert, mit Medium verdiinnt und auf 96-Wellplatten
ausplattiert. Nach einem Tag wurde 0,8 pg/ml Puromycin zur Selektion zugefiigt. Nach etwa
drei Wochen wachsen in etwa 2-10% der Lochern Kolonien aus, die weiter vermehrt werden,

bis die Zellzahl zum Testen und Charakterisieren ausreicht.

6.1.5 Transfektion

Die Dichte der Zellen wurde ermittelt und je nach Zahl der verfligbaren Zellen und den fiir
das Experiment nétigen Zellen wurden zwischen 1x10’ und 2x10’ pro Transfektion
verwendet. Die Zellen wurden in 20 ml PBS bzw. serumfreiem RPMI-Medium gewaschen, in
400 pl PBS bzw 250 pl RPMI aufgenommen und in Kiivetten mit 0,4 cm Elektrodenabstand
transferiert. In die Kiivetten wurde 10 pg DNA pro 1x10’ Zellen zugegeben und das Gemisch
fiir 15 min auf Eis inkubiert, bevor die Transfektion im Elektroporator (BioRad) durchgefiihrt
wurde. Die Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium {berfithrt und 1:100 HEPES (1M)
hinzugefiigt.

Die verwendeten Transfektionsparameter sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Transfektionsparameter
Zelllinie Puffer Volt Kapazitat

Raji, BL100, BL60, DG75, EREB2-
5, P493.6, Mutu(-), Mutulll, HH514, | 400 pl PBS 250 850
P3HR1, BL70, Nalmé6

BJAB 250 pul RPMI 250 850

721 250 pl RPMI 180 975

6.1.6 FACS (Fluorescence activated cell sorting)

Fiir die Analyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen erst in PBS gewaschen und dann
in PBS/0,5 % BSA resuspendiert. Um tote Zellen anzufirben, wurden den Zellen 1pg/ml
Propidiumiodid zugesetzt.

Fiir die Analyse der CD38/CD77-Fiarbung wurden 5x10* Zellen gewaschen und in 10pl
PBS/0,5% BSA aufgenommen. Die Zellen wurden zu den vorgelegten Antikorpern (2pul
CD77-FITC; 0,5u1 CD38-PE) pipettiert und fiir 1 Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen gewaschen, in PBS mit Propidiumiodid aufgenommen und im FACS
analysiert. Die Messungen wurden auf einem FACSscan- oder FACSCalibur-Gerdt (BD
Biosciences, Heidelberg) vorgenommen. Die Analyse der aufgezeichneten Daten erfolgte mit

der Cell Quest-Software von BD Sciences (Heidelberg).

6.1.7 Bestimmung der Hypermutationsaktivitat

2x10” Zellen wurden mit dem Hypermutationsvektor (pSHM-SV) oder einer GFP-Kontrolle
(pAKO6) transfiziert und in Zellkulturmedium {iberfiihrt. Bei Hypermutationsassays von
Uberexpressionseinzelzellklonen enthilt das Medium zusitzlich Puromycin. Am dritten Tag
nach der Transfektion wird den Zellen je nach Zelllinie eine abgestimmte Menge Hygromycin
als Selektionsmedium zugefligt. Nach 10 bis 12 Tagen war die Selektion in der Regel
abgeschlossen, was am Anteil GFP-positiver Zellen in der GFP-Kontrolle zu erkennen war.

Beginnend am Tag nach der Transfektion wurde fiir etwa einen Monat alle zwei bis drei Tag
eine FACS-Analyse durchgefiihrt. Dazu wurde ein Teil der Zellen abgenommen und mit
Propidiumiodid eine Unterscheidung der toten von den lebenden Zellen ermdglicht. Bei jeder
FACS-Messung wurde nach Moglichkeit eine Million lebende Zellen untersucht und der
Anteil GFP-positiver Zellen ermittelt. Die Zahl GFP-positiver Zellen pro 100.000 lebende
Zellen, iiber den gesamten Verlauf des Assays aufgetragen, ergibt eine Darstellung der

Hypermutationsaktivitét.



Methoden 96

Bei der Kombination von Uberexpressionsuntersuchungen mit Hypermutationsassays, wurde
nach Abschluss der Selektion etwa an Tag 12 die Kultur geteilt und mit verschiedenen
Mengen Doxyzyklin die Uberexpression induziert. Der Erfolg der Uberexpression wurde
durch wochentliche ngfr-Farbungen der Kulturen iiberpriift und zusitzliche Proteinanalysen

wurden durchgefiihrt.

6.1.8 MACS-Aufreinigung

Die Aufreinigung mit der MACS-Methode der Milteny Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)
beruht auf der Bindung von Zellen iiber Antikdrper an magnetische Beads, die zunédchst durch
Anwendung der Sdulen in einem starken Magnetfeld in den Sdulen zuriickgehalten werden
und in einem anschlieBenden Elutionsschritt auBBerhalb des Magnetfeldes aufgefangen werden
konnen (siehe Abbildung 38). Das MACS-System wird vom Hersteller mit zwei
verschiedenen Sdulenvarianten angeboten, solchen zur Depletion, die auf eine moglichst reine
negative Fraktion optimiert sind, und Sdulen zur Separation, die einen gro3en Anteil positiver
Zellen nicht nur binden, sondern bei der Elution auch wieder auswaschen (was bei den
Depletionssdulen weniger effizient ist). Um mdglichst reine positive und negative Fraktionen
zu erhalten wurden deshalb beide Séulenvarianten in einem zweistufigen Verfahren

verwendet wie in Abbildung 38B an einem Beispiel gezeigt.
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Abbildung 38: Prinzip der MACS-Aufreinigung

A) Das Prinzip der Bindung von magnetischen Beads iiber Antikdrper an Zellen mit bestimmten
Oberflachenmarkern und die Trennung der Zellen durch Aufreinigung im Magnetfeld (nach Miteny Biotec) B)
Beispiel der Anwendung der zweistufigen MACS-Aufreinigung. Details im Text und siehe auch 3.4.3.
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Es wurden zwei verschiedene Varianten von MACS-Aufreinigungen durchgefiihrt. Fiir eine
zweistufige Aufreinigung wurden im ersten Aufreinigungschritt kleinervolumige
Separationssdulen (MS- statt der groBBeren LS-Sédulen) verwendet. Daraus ergaben sich hohere
Wasch- und Elutionsvolumina fiir die einstufige Auftrennung, die im Protokoll jeweils in
Klammern angegeben sind:
- Die Zellen (maximal 1x10%) wurden mit 3 ml PBS mit 5% FKS gewaschen und der
Uberstand vollstindig entfernt.
- 100 pl [150 pl] ngfr-Zelliiberstand wurden zugegeben und 15 min auf Eis inkubiert.
- Die Zellen wurden mit 3 ml PBS / 5% FKS gewaschen und der Uberstand vollstindig
entfernt.
- 20 pl [30 pl] gegen Maus gerichtete magnetische Beads wurden zugegeben und fiir 30
min im Kiihlschrank inkubiert
- Die Zellen wurden mit 3 ml PBS / 5% FKS gewaschen und in 500 pl PBS/5% FKS
aufgenommen.
- Die MS- [LS-] Saulen wurden im Magneten mit 3 ml PBS / 5% FKS equilibriert.
- Die Zellen wurden auf die Sdulen gegeben und der Durchlauf (DL1) mit den ngfr-
negativen Zellen schrittweise mit 3 ml PBS / 5% FKS ausgewaschen.
- Die Saulen wurden aus dem Magnetfeld entfernt und die ngfr-positiven Zellen mit 3
ml PBS / 5% FKS eluiert (EL1).
Bei einer einstufigen Aufreinigung erfolgte an dieser Stelle eine Pelletierung von DL1 und
EL1. Fiir eine bessere Auftrennung wurden im zweistufigen Verfahren weitere positive
Zellen aus dem Durchlauf entfernt. Das Eluat enthielt deutlich weniger Zellen, so dass
eine weitere Aufreinigung nicht durchgefiihrt werden konnte.
- Der Durchlauf (DL1) wurde gewaschen und in 500 pl PBS / 5% FKS aufgenommen.
- Eine LD-Séule wurde im Magneten mit 5 ml PBS / 5% FKS equilibriert.
- Die Zellen wurden auf die Séulen gegeben und der Durchlauf (DL2) mit den ngfr-
negativen Zellen schrittweise mit 4,5 ml PBS / 5% FKS ausgewaschen.
- Die Sdulen wurden aus dem Magnetfeld entfernt und die schwach ngfr-positiven
Zellen mit 4 ml PBS / 5% FKS eluiert (EL2).
Der Durchlauf 2 und die Eluate wurden fiir Protein- und RNA-Analysen getrennt
pelletiert. Zusédtzlich wurde der Erfolg der Aufreinigung durch Proben, die am Anfang der
Aufreinigung, nach der Bindung an die magnetischen Beads und aus allen Fraktionen der

Aufreinigung entnommen wurden, mittels ngfr-Farbung und FACS-Analyse tliberpriift.
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6.2 Techniken der DNA-Analyse
6.2.1 DNA-Isolierung und -Quantifizierung

Fiir die Isolation von DNA aus Bakterienkulturen wurde je nach benétigter DNA-Menge
entweder eine Isolation nach Sambrock 1989 (Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt, oder fiir
groBBere Mengen das JetStar-Kit (von Genomed, Léhne) gemall Herstellerangaben verwendet.

Eine Quantifizierung wurde photometrisch vorgenommen (Photometer von Eppendorf, Kdln).

6.2.2 Klonierung: Allgemeine Vorgehensweise

Alle PCR-Reaktionen fiir Klonierungen wurden mit einer Expand High Fidelity Polymerase
Roche, Mannheim) nach Angaben des Herstellers in einem TRIO-Thermoblock (Biometra,
Gottingen) durchgefiihrt. Als Standardprogramm wurde iiber 35 Zyklen amplifiziert, wobei
jeder Zyklus 45 s bei 95 °C, 30 s bei einer Primer-abhéngigen Annealingtemperatur und 5 min
bei 72 °C umfasste. Je nach dem weiteren Vorgehen schloss sich an die PCR-Reaktion ein
fakultatives Anhidngen von 3’Adenosin flir die TOPO-TA-Klonierung oder eine Blunting-
Reaktion fiir die Jetl™ PCR Kloning Kit-Klonierung, beides entsprechend
Herstellerprotokoll durchgefiihrt an. AnschlieBend wurden die Produkte auf einem
Agarosegel tberpriift. Die PCR-Produkte wurden aus dem Gel aufgereinigt mittels Gel
Extraktion Kit von Qiagen und bei niedriger DNA-Konzentration zusitzlich geféllt (mit 1/10
Vol Natriumacetat und 2,5 Vol 100% Ethanol).

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden in die entsprechenden Zwischenvektoren ligiert
und hitzeschock-kompetente Zellen mit dem Ligationsansatz transformiert. Nach der
Subklonierung wurden korrekte Klone mittels Restriktionsfragmentldngenanalyse ermittelt.
Bei Auftreten des erwarteten Restriktionsfragmentlangenmusters wurden die entsprechenden
Klone durch Sequenzieren (bei Sequiserve, Vaterstetten) Uberpriift und gegebenenfalls
mehrere Klone kombiniert um eine korrekte Sequenz zu erhalten.

Die Umklonierung erfolgte durch Restriktion des Ausgangsvektors und der Insertion mit dem
Enzym Sfil. Beide Spaltungsprodukte wurden auf priparative Agarosegele aufgetragen und
die entsprechenden ausgeschnitten und mittels Gel Purification Kit von Quiagen aufgereinigt.
Um eine Religierung des linearisierten Vektors ohne Insert zu verhindern wurden die freien
Enden durch Alkalische Phosphatase (CIP; Roche, Mannheim) dephosphoryliert und der
Vektor mittels PCR Purification Kit von Qiagen aufgereinigt. Die Insertion und der
linearisierte Vektor wurden in eine Ligation eingesetzt und diese in hitzeschockkompetenten
Zellen transformiert. Subklone wurden durch Restriktionsfragmentldngenanalyse tiberpriift.
Alle Einzelreaktionen wie Ligation oder Verdau wurden nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.
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6.2.3 Klonierung der Uberexpressionsvektoren

PEBNA-puro-20

Zunichst wurde als Expressionsvektor fiir alle Transkriptionsfaktoren ein vorhandener Vektor
mit einem Tetrazyklin bzw. Doxyzyklin regulierbaren bidirektionalen Promotor umkloniert
um statt einer Hygromycinresistenz eine Puromycinresistenz fiir die Selektion in B-Zellen zur
Verfiigung zu haben, da der verwendete Hypermutationsreporter bereits eine
Hygromycinresistenz aufweist.

Als Ausgangsvektor diente der Vektor pPEBNA-SVH-NL-EuWCAG-rTA-TR (von C. Kuklik-
Roos). Als Insert wurde die Puromycinresistenz aus dem Vektor pMM8 Rad51 von M.Mierau
verwendet. Beide Vektoren wurden mit den Restriktionsenzymen Nofl und Bst11071
gespalten und die entsprechenden Fragmente aus dem Gel isoliert, ligiert und in DHS5alpha

transformiert. Die korrekte Ligation wurde mittels EcoRI-Restriktion {iberpriift.

PEBNA-E2A

Mit den dafiir erstellten Primern wurde aus ¢cDNA der Raji-Zelllinie das komplette E2A
Transkript amplifiziert. Der PCR-Ansatz wurde mittels TOPO TA-Klonierung (Invitrogen) in
den pCR2.1%-TOPO®-Vektor ligiert und nach einer Transformation Plasmid-DNA isoliert.
Bei der Uberpriifung wurden nur Sequenzen fiir die Transkriptionsvariante E12 und keine fiir
E47 identifiziert, was angesichts der mRNA Mengen der beiden Faktoren auch zu erwarten
war. Da es keine Sequenzen ohne Mutationen gab, wurde ein Plasmid mit einer Mutation
durch ein mutationsfreies Insert aus einem anderen Plasmid mittels Bsil/1 und BmgBI
Doppelspaltung korrigiert. Der Vektor wurde zusétzlich dephosphoryliert um Ligationen mit
unverdandertem oder ohne Insert zu unterbinden. Der Erfolg wurde durch ein Sequenzierung
des Mittelteils des E2A Gens iiberpriift, welches keine Mutation mehr aufwies. Zusitzlich
wurde eine Priifung des Gesamtkonstrukt mittels sfil-Spaltung vorgenommen.

Das E2A-Transkript wurde mittels Sfil-Spaltung in den Uberexpressionsvektor pEBNA-puro
kloniert und mittels Sa/l-Restriktion liberpriift.

Erst nach der Durchfiihrung aller in dieser Arbeit dargestellten Experimente wurde das Ende
des Uberexpressionsvektors sequenziert und dabei zahlreiche Mutationen (mehr als ein
Dutzend) gefunden, die sehr wahrscheinlich zu einem nicht funktionellen Protein fiihren, weil
sie in der bHLH-Doméne liegen, die fir die Dimerisierung und damit die Aktivitat
entscheidend ist. Es handelt sich hauptsdchlich um Punktmutationen, aber auch Deletionen
und Insertionen sind zu beobachten. Erstaunlich ist, dass trotzdem ein Protein der erwarteten

Lénge nachweisbar war.
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pPEBNA-Pax

Mit den dafiir erstellten Primern wurde aus ¢cDNA der Raji-Zelllinie das komplette pax5-
Transkript amplifiziert. Der PCR-Ansatz wurde einer Blunting-Reaktion unterzogen um fiir
die Ligation in den Vektor geeignete Schnittstellen zu kreieren und anschlieBend geméf der
Anweisungen des Gene jET™ PCR Cloning Kits (Fermentas) in den pJETI/blunt-
Klonierungsvektor ligiert. Nach der Transformation wurde Plasmid-DNA isoliert und mittels
Sfil, BamHI und Pvull unabhingig iiberpriift. AnschlieBend wurden mehrere durch
Sequenzierung auf Mutationen untersucht. Da alle DNA-Extrakte Mutationen aufwiesen
wurden zwei durch einen Aarl-Spaltung kombiniert um ein korrekten Vektor zu erhalten.
Nach Bestdtigung der korrekten Sequenz des entstandenen Vektors per Sequenzierung wurde
das pax5 Transkript mittels Sfil-Spaltung aus dem Zwischenvektor entfernt und die dabei
entstandenen zwei Fragmente in den Sfil-gespaltenen pEBNA-puro Uberexpressionsvektor
ligiert. Nach der Transformation wurden die Plasmide mittels Eco47II-Restriktion auf

Richtigkeit iiberpriift.

pEBNA-bcl6

Mit den dafiir erstellten Primern wurde aus cDNA der Raji-Zelllinie das komplette bcl6-
Transkript amplifiziert. Der PCR-Ansatz wurde einer Blunting-Reaktion unterzogen um fiir
die Ligation in den Vektor geeignete Schnittstellen zu kreieren und anschlieBend geméf der
Anweisungen des Gene JET™ PCR Cloning Kits (Fermentas) in den pJETI/blunt-
Klonierungsvektor ligiert. Nach der Transformation wurden Plasmid-DNA isoliert und mittels
EcoRl und Pvull unabhéngig tberpriift. AnschlieBend wurden mehrere Plasmide durch
Sequenzierung auf Mutationen untersucht. Alle DNA-Extrakte wiesen dieselbe Mutation
innerhalb der vorderen Primersequenz auf. Zur Korrektur wurde das von Sfil-Schnittstellen
flankierte bclo-Transkript mit Sfil verdaut und der vordere Teil durch eine Restriktion mit
Bful(=BciV) entfernt, mit aneinandergelagerten Oligonukleotiden mit der korrekten Sequenz
ligiert und direkt in den Uberexpressionsvektor ligiert. Nach Uberpriifung durch eine Sfil- und
EcoRI-Spaltung wurde die korrekte Sequenz zusidtzlich durch Sequenzierung des

entsprechenden Abschnitts bestétigt.

pPpEBNA-cmyc

Fiir die Klonierung des C-Myc Uberexpressionsvektors lag bereits ein Sfil-flankiertes Insert
vor und konnte durch eine Sfil-Spaltung direkt in den ebenfalls Sfil-gespaltenen pEBNA-
puro20 Vektor ligiert werden. Nach der Transformation wurde die korrekte Orientierung des

Insert mittels Pvull-Restriktion iiberpriift.
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6.2.4 Klonierung der Hypermutationsreporter

PSHM-SV

In den vorhandenen pBBTAG (B. Busse, Diplomarbeit) sollte ein stirkerer Promotor vor die
Hygromycinresistenz kloniert werden. Dazu wird eine Spaltung mit Cpol (schneidet innerhalb
des Hyg-Gens) und Sgrdl (schneidet im vor dem Hyg-Gen liegenden EBNAI1-Gen)
durchgefiihrt und das Insert mit dem SV-Promotor aus dem pBC230-Vektor anstelle des TK-

Promotors eingesetzt. Der erfolgreiche Austausch wurde mittels EcoRI-Spaltung iiberpriift.

pSHM-SV-E

Aus dem neu klonierten pPSHM-SV-Vektor sollten die Enhancer entfernt werden. Dazu wurde
eine Hindlll-Spaltung durchgefiihrt. Ein Insert wird dabei entfernt, ein zweites wieder in den
Vektor ligiert. AnschlieBend wurde die korrekte Ligation mit EcoRI, Mmel und Ndel (fiir
Richtungspriifung am Besten geeignet) liberpriift.

6.2.5 Klonierung der shRNA-Vektoren

Es wurden je drei verschiedene siRNAs pro Kandidatengen erstellt. Fiir die Klonierung der
siRNA wurden Oligonukleotide erstellt. Der zentrale Teil der Oligonukleotide ist die gegen
das entsprechende Gen gerichtete siRNA. Geeignete Sequenzen wurden mittels einer im

Internet zuginglichen Software von Dharmacon (http://www.dharmacon.com) identifiziert.

Die vorgeschlagenen 19 Basenpaar langen Sequenzen wurden um zwei weitere Basenpaare
verlangert, wobei das 3° Ende AT-reicher sein sollte um die Prozessierung im RISC-Komplex
zu verbessern. An diese verlangerte siRNA schlieB3t sich jeweils die Loopsequenz an, die fiir
die Formierung der Hairpinstruktur essentiell ist, und daran die antisense-Sequenz der
verldngerten siRNA. Fiir die Klonierung der siRNA-Kassette in den Expressionsvektor wird
am Ende noch eine Sequenz fiir das Restriktionsenzym Xhol angefiigt. Fiir den unteren Primer

befindet sich die Restriktionsschnittstelle am Anfang der Sequenz.

Ss

loop
& 229 g . ¥
a1+ sense o % antisense
c atcactcaagcaataact? aagttattgettgagtgateos Lttt | e
—— Xhol
g ctagtgagttcgttattgaa.ia tt tctttcaataacgaactcactagg aaaaa | gaget
3’ q _ 55

i i Stop Sequenz
GC-reich AT-reich

Abbildung 39: Design der Oligonukleotide fiir shRNA-Vektoren (nach T.Thiel, Diplomarbeit)


http://www.dharmacon.com/
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Die Oligonukleotide wurden aneinandergelagert, {iber ein Agarosegel aufgereinigt und in den
vorher durch das Enzym Xhol linearisierten pBJ3-PincU6-ngfr* Vektor ligiert. Der
Ligationsansatz wurde in DHS5alpha Bakterien transformiert und die DNA mittels des JetStar

Kits aufgereinigt.

6.3 Proteinbiochemische Analysen

Die Analyse von Proteinen erfolgte mittels Westernblot-Analysen. Wenn verfiigbar wurden
6x10° Zellen mit PBS gewaschen und in 50 pl 2x Lémmli-Puffer (Laemmli, 1970) lysiert. Bei
geringeren Zellzahlen wurde entsprechend weniger Lammli Puffer verwendet, mindestens
jedoch 30 pl. Dem Puffer wurden zusitzlich Proteaseinhibitoren zugefiigt (Protease Inhibitor
Cocktail complete Mini von Roche). Der Proteingehalt dieser Zelllysate wurde mit Hilfe des
D¢ Protein Assay von Bio-Rad (Miinchen) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die
Proteine wurden (60 pg Protein pro Spur) mittels Elektrophorese in 12 % SDS-
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
transferiert. Eine Ponceaufirbung (Sigma Aldrich) wurde zur Quantifizierung der
Gesamtproteinmenge durchgefiihrt. Nach Blocken der Membran mit 5 % Magermilch in PBS
wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C mit dem priméiren Antikorper inkubiert. Schwache
Antikorper wie der gegen Bcl6 gerichtete wurden auch fiir ldngere Zeitrdume inkubiert. Die
Membran wurde danach mit PBS gewaschen und anschlieend fiir 3 h bei Raumtemperatur
mit dem Meerrettichperoxidase(HRP)-gekoppelten Sekundirantikérper inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit PBS wurde die Chemi-Lumineszenzreaktion mit Hilfe des ECL Kits
bzw. des ECL Advance™ Western Blotting Detection Kits (beide GE Healthcare, Freiburg)
gestartet und auf ECL-Chemilumineszenzfilmen (RP New Medical X-Ray Film Blue
sensitive, CEA, Schweden) visualisiert. Weitere Antikorper-Inkubationen erfolgten zumeist

ohne Entfernung des vorherigen Antikorpers von der Membran.

6.4 Techniken der RNA-Analyse

6.4.1 RNA-Reinigung
Es wurden zwischen 1x10° und 3x10° Zellen in die RNA Isolation mit dem RNeasy Kit

(Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die Qualitdt der RNA wurde durch eine Gelelektrophorese und
Detektion der ribosomalen RNA {iiberpriift. Mittels einer photometrischen Bestimmung wurde

die RNA-Konzentration quantifiziert. AnschlieBend wurde die RNA bei minus 80°C gelagert.
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6.4.2 ReverseTranskription-PCR

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) kann RNA in einzelstrdngige cDNA transkribiert
werden. Fiir die cDNA-Synthese wurde 1 pug Gesamt-RNA eingesetzt. Mit dem st Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim) wurde durch die Verwendung von
Oligo-p(dT);s-Primern aus der Gesamt-RNA spezifisch die mRNA-Molekiile umgeschrieben.
Die erhaltenen cDNA-Molekiile wurden bei minus 20°C gelagert und in die quantitativen RT-
PCR-Reaktionen eingesetzt.

Reaktionsansatz reverse Transkription
RNA 1 ug 10min 25°C
10xPuffer 2 ul 1 Stunde 42°C
dNTP-Mix 4 ul 5min 99°C
Oligo-p(dT);s Primer 2 ul

RNase Inhibitor 1l

AMYV Reverse Transkriptase 0,8 ul

H,O auf 20 pl auffiillen

6.4.3 Quantitative RT-PCR

Die LightCycler-Methode nach Roche ist eine PCR, die basierend auf einer Faststart Taq
DNA-Polymerase und einem dsDNA-spezifischem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Greenl
arbeitet. Der SYBR Greenl Fluoreszenzfarbstoff bindet an die wahrend der Amplifikation
entstehenden Produkte und erlaubt so eine Quantifizierung.

Die verwendeten Primer-Oligonukleotide und speziellen Reaktionsbedingungen sind in
Tabelle 8 aufgelistet. Fiir die meisten Lightcycleranalysen wurde eine 1:10 Verdiinnung der
cDNA-Matrize verwendet. Bei sehr geringen mRNA-Mengen wurde die cDNA unverdiinnt
verwendet. Wasser diente als Negativkontrolle.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem 10 pl Reaktionsgemisch gemif3 Herstellerangaben in

einem LightCycler (Roche) mit folgender Temperaturabfolge 55 Zyklen lang durchgefiihrt:

Denaturierung der DNA 95°C fiir 10 min
Zyklische Denaturierung 95°C fiir s

Zyklische Anlagerung 50-65°C fir 10 s

Zyklische Verldangerung 72°C fiir 1min pro 1,5 kb
Aufschmelzen 70°Cbis 97°C  in10s

Abkiihlen 40°C fir 15s
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Die Fluoreszenzzunahme wurde in jedem Amplifikationszyklus gemessen und in einem
Graphen dargestellt. Ein Computerprogramm ermittelt daraus den crossing point (Cp), der
beschreibt, nach wie viele Zyklen eine definierte Menge an PCR-Produkt synthetisiert wurde.
Zur Auswertung wurde mittels einer Verdiinnungsserie die Reaktionseffizienz berechnet.
Dazu wurden die gemessenen Cp-Werte gegen den Logarithmus der Konzentrationen
aufgetragen, um eine Eichgerade zu erhalten, aus der sich die Effizienz ermitteln lasst.

Der Cp-Wert bezogen auf die Reaktionseffizienz kann auf ein Haushaltsgen normalisiert

werden, um die relative mRNA Menge nach folgender Formel zu ermitteln:

Cp Haushaltsgen
(E Haushalts gen)

TOgesucht = C -
esucht
(E Qesucht) Pe

In dieser Arbeit wurde das ribosomale Protein L23b als Haushaltsgen zur Normalisierung
herangezogen (H. Kohlhof, Doktorarbeit). Alle mRNA-Analysen wurden mindestens doppelt
durchgefiihrt, nach Maoglichkeit innerhalb desselben Reaktionsansatzes, und daraus ein

Mittelwert und eine Standardabweichung berechnet.
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