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2 Zusammenfassung
In Vertebraten entsteht durch Somatische Hypermutation (SHM) und Immunglobulin-
Genkonversion (Ig-GC) eine grofe Vielfalt an Antikorpern, die eine bestmdgliche Abwehr
von Pathogenen im Korper gewéhrleisten. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der
Rad6-Weg bei der Regulierung der SHM eine entscheidene Rolle spielt. Der Rad6-Weg ist
fiir die Uberwindung von replikationsassoziierten DNA-Lisionen zustindig. Dies kann in
Vertebraten iiber einen potentiell fehlerhaften Weg, unter Beteiligung von Rad6/Rad18,
oder vorwiegend fehlerfreien Weg, iiber Mms2/Ubc13 und SHPRH bzw. HLTF, erfolgen.
Die Art der Reparatur wird dabei durch den Ubiquitinierungsstatus der Plattform PCNA
gesteuert. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht, in wieweit die Funktionen von
Mitgliedern des Rad6-Weges, und hier insbesondere Ubc13, in Vertebraten konserviert sind
und zusdtzlich zu ihrer bekannten Funktion einen Beitrag zur Ig-Diversifizierung in
Vertebraten leisten konnen.
Ubiquitinierungsassays konnten belegen, dass Radl8 auch in Vertebraten als
Ubiquitinligase zur PCNA-Monoubiquitinierung beitrdgt, dass es daneben aber eine
zusdtzliche Ubiquitinligase geben muss, die diese Aufgabe bei Bedarf iibernehmen kann.
Untersuchungen zu potentiellen Regulationswegen der PCNA-Ubiquitinierung konnten
keine direkte Korrelation des Hypermutationspotentials oder p53-Status einzelner Zelllinien
mit dem Anteil an induzierter PCNA-Ubiquitinierung aufzeigen. Auch gab es keine
Hinweise auf eine Regulation der Expression von einzelnen Mitgliedern des Rad6-Weges.
Experimente zur Rolle von Ubc13 bei Prozessen zur Ig-Diversifizierung haben
ergeben, dass die Ubcl3-Dosis fiir die Rate an Ig-GC in DT40-Zellen von zentraler
Bedeutung ist. So zeigten Ubcl3™-Zellen, mit einem reduzierten Ubcl3-Anteil eine
signifikante Verringerung des Anteils an Ig-GC. SHM-Assays konnten zudem kldren, dass
diese verringerte Rate aber nicht durch eine erhohte SHM-Rate von Ubcl3™-Zellen
kompensiert wird. AID-generierte Lésionen, die bei beiden Prozessen der Ig-
Diversifizierung entstehen, scheinen bei einer verringerten Ubc13-Dosis iiberwiegend
fehlerfrei durch NHEJ repariert zu werden, so dass der Anteil an Mutationen im Genom
nicht erhdht wird.
Damit konnte fiir Ubc13 eine zusétzliche, neue Funktion bei der Regulation der Ig-GC
aufgezeigt werden, die im Verlauf der Evolution in héheren Spezies entstanden sein muss.
Es bleibt abzuwarten, ob durch zukiinftige Experimente mit den jlingst entdeckten E3-
Ligasen die mit Ubcl3 in Vertebraten interagieren konnen, eine Rolle des fehlerfreien

Pfades des Rad6-Weges bei der Regulation der SHM aufgezeigt werden kann.
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3 Einleitung

3.1 DNA-Schaden und Reparatur

DNA wird stidndig durch Umweltfaktoren wie z.B. UV oder radioaktive Strahlung sowie
durch mutagene Chemikalien geschidigt (Lindahl, 1993). Aber auch endogene Prozesse,
die im tédglichen Zellmetabolismus stattfinden, konnen zu hoch reaktiven
Stoffwechselprodukten fiihren, die unsere DNA spontan schiddigen konnen (Finkel und
Holbrook, 2000; Hoeijmakers, 2001).

Um die genetische Integritit zu gewihrleisten gibt es daher eine Vielzahl von
Reparaturmechanismen, die je nach Art des Schadens zum Einsatz kommen und dafiir
sorgen, dass die Anzahl an Mutationen im Genom moglichst gering gehalten wird. Diese
werden Uber ein Netzwerk (dna damage response network) koordiniert, das auch fiir die
Kontrolle des Zellzyklus, der Replikation sowie des Zelltods zustdndig ist (Friedberg, 2008;
Hoeijmakers, 2001; Rai et al., 2007). Im Folgenden werden die wichtigsten DNA-

Reparaturwege in Vertebraten niher erldutert.

3.1.1 Basenexzisionsreparatur

Die Basenexzisionsreparatur (BER) ist ein wichtiger Reparaturweg, um spontan auftretende
DNA-Schéden die nur einen DNA-Strang betreffen, wie z.B. Methylierung, oxidative
Schiden oder Deaminierung, zu reparieren. Der Reparaturprozess besteht aus drei
verschiedenen Schritten: Zundchst werden die fehlerhaften Basen durch den Einsatz
verschiedener Glykosylasen, wie z.B. uracil-DNA glycosylase (UNG) oder 8-oxoguanine
DNA glycosylase (OGG) entfernt, so dass abasische Stellen in der DNA entstehen. Dort
konnen in einem zweiten Schritt durch Endonukleasen wie z.B. AP endonuclease (APE),
Einzelstrangbriiche eingefiihrt werden. Die dabei entstehenden Liicken in der DNA kénnen
iber die beiden Hauptwege der BER - short-patch repair oder long-patch repair - repariert
werden. Die Wahl des Reparaturweges wird liber mehrere Faktoren wie z.B. die Art des
Schadens, die Aktivierung der Glykosylasen oder die Zellzyklusphase der Zellen
beeinflusst. Beim short-patch repair sind XRCC1, Polymerase B, und Ligase 3 beteiligt,

wihrend die Reparatur iiber long-patch repair im Wesentlichen durch PCNA, Polymerase ¢
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oder o, Endonuklease FEN1 und die Ligasel erfolgt (Fortini und Dogliotti, 2007; Hazra et
al., 2007).

Menschen mit Mutationen im MUTYH-Protein, das zur Erkennung von oxidativen DNA-
Schéaden bei der BER bendtigt wird, weisen ein erhohtes Risiko fiir Colorectalkrebs auf
(Farrington et al., 2005). Der Verlust der Hauptproteine dieses Reparaturweges fiihrte
auBBerdem in Modellversuchen mit Midusen zu Tod im Embryonalstadium, was die
Bedeutsamkeit der BER fiir die Reparatur von spontanen DNA-Schiden aufzeigt (Lindahl
und Wood, 1999; Robertson et al., 1997).

3.1.2 Nukleotidexzisionsreparatur

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) ist fiir die Reparatur von DNA-Schédden zusténdig,
die mehrere Basen betreffen oder die zu groBeren DNA-Konformationsédnderungen fiihren.
Man unterscheidet dabei die globale NER, die durch den Komplex XPC-hHR23B fiir die
Erkennung von Lisionen auf dem gesamten Genom zustindig ist, von der
Transkriptionsgekoppelten-NER, die durch die beiden Proteine CSB und CSA auf Schiden
spezialisiert ist, die das Voranschreiten von RNA-Polymerasen verhindern kdnnen. Die auf
diesen ersten Erkennungsschritt folgenden Phasen verlaufen fiir beide NER-Mechanismen
in dhnlicher Form, und konnen den Proteinen der XP-Familie (Xeroderma pigmentosum)
zugeordnet werden (Costa et al., 2003). Die beiden Helikasen XPB und XPD 6ffnen mit
etwa 30 Basenpaaren Abstand zum Schaden die DNA, so dass die beiden Endonukleasen
XPG und ERCCI1/XPF diesen Bereich auf dem geschidigten Strang entfernen kdnnen. Der
ungeschidigte Strang wird dabei durch RPA stabilisiert. Die dadurch entstandene Liicke
wird durch die normale Replikationsmaschinerie wieder aufgefiillt (Batty et al., 2000; de
Laat et al., 1999).

Es sind bisher drei verschiedene Krankheiten beim Mensch bekannt, die auf einen Defekt
der NER zuriickzufiihren sind: Xeroderma pigmentosum, Cockayne syndrome und
Trichothiodystrophy. Diese Krankheiten sind durch eine starke Sensitivitit gegen UV-
Strahlung  sowie  eine  Préddisposition  fiir  Hautkrebs  oder  friihzeitige
Hautalterungserscheinungen charakterisiert (Berneburg und Lehmann, 2001; Bootsma et

al., 1995).
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3.1.3 Mismatch-Reparatur

Die Mismatch-Reparatur (MMR) ist fiir die Reparatur fehlgepaarter Basen, Insertionen und
Deletionen verantwortlich, die vor allem bei der Replikation repetitiver Sequenzen oder
durch fehlerhafte Rekombination entstanden sind. Dabei sind Homologe der MutS- und
MutL-Familie aus E. coli involviert. Der Prozess kann in vier verschiedene Schritte
eingeteilt werden: Erkennung der Fehlpaarung durch hMSH2/6 bzw. im Fall von
Insertionen/Deletionen durch hMSH2/3, die Rekrutierung zusitzlicher Faktoren der MMR
wie hMutLo und hMutLP, die Exzision der fehlerhaften Stelle sowie schlieflich die
Resynthese des entfernten Bereichs unter Beteiligung von Pol /e, RPA, PCNA, RFC,
Exonuklease 1 und Endonuklease 1 (Harfe und Jinks-Robertson, 2000; Kolodner und
Marsischky, 1999). Zudem ist bekannt, dass Komponenten der MMR auch mit der NER
interagieren konnen (Hsieh, 2001; Kunkel, 1995).

Liegt ein Defekt der MMR vor, so kann dies eine Mikrosatelliten-Instabilitdt zur Folge
haben, die die Mutationsrate im Genom um ein Vielfaches erhohen und daher zur
Entstehung von verschiedensten Krebsarten, wie z.B. HNPCC (hereditary nonpolyposis

colorectal cancer), beitragen kann (Jiricny, 1998).

3.1.4 DNA-Doppelstrangbruchreparatur: NHEJ und HR

Die DNA-Doppelstrangbruchreparatur (DSBR) kann in zwei verschiedene Hauptwege
unterteilt werden: Die Homologe Rekombination (HR), die auf homologievermittelten
Mechanismen beruht, und die Nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ), die keine
homologen Bereiche zur Reparatur benétigt (Helleday, 2003). Die Préiferenz der einzelnen
Reparaturwege ist je nach Spezies unterschiedlich und wird zudem {iiber die Phase des
Zellzyklus gesteuert, in der sich die Zellen bei der Entstehung der DSB
(Doppelstrangbriiche) befinden. So werden DSB in der G0/G1-Phase vor allem iiber die
NHE]J repariert, wihrend die Reparatur in der G2-Phase durch HR mit dem zur Verfiigung
stehenden homologen Schwesterchromatid erfolgen kann (Saleh-Gohari und Helleday,
2004).

Die NHE]J ist ein relativ unkomplizierter Mechanismus, bei dem die freien DNA-Enden
direkt wieder miteinander verkniipft werden (sieche Abbildung 1). Dazu bindet zunichst das
Heterodimer aus Ku70/Ku80 an die DNA-Enden, um diese vor Degradation zu schiitzen

und um DNA-PKcs (DNA-proteinkinase catalytic subunit) zu rekrutieren. Die Proteine
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bilden an der DNA der beschidigten Stelle zusammen einen Komplex. Der MRN-Komplex
aus Mrell, Rad50 und Nbsl sorgt wiederum dafiir, dass die beiden DNA-Enden in
rdumliche Nidhe gebracht sowie prozessiert werden, falls dies vor der Ligation noch
erforderlich ist (nicht in der Abb. dargestellt). Auch andere Nukleasen wie z.B. Artemis
konnen bei diesem Schritt beteiligt sein. Weitere Proteine wie der Komplex aus Ligase IV
und XRCC4 sowie DNA-Polymerasen werden an die Bruchstelle rekrutiert, welche
zusammen die Liicken in der DNA fiillen und einzelne Abschnitte ligieren kénnen. Da bei
diesem Mechanismus Nukleotide verloren gehen oder hinzugefiigt werden konnen, wird er

als potentiell fehlerhaft betrachtet (Burma et al., 2006; Hefferin und Tomkinson, 2005).

/NN /NGO

DNA-Doppelstrangbruch

DNA-PK ﬂ Ku70 /80

DNA Prozessierung

Ligase IV ﬂ XRCC4

DNA Ligation

I
/NI

Abbildung 1: Schema der Nicht-homologen Endverkniipfung (NHEJ) freier DNA-Enden

(verindert nach Hefferin und Tomkinson, 2005)

Nach einem erfolgten DNA-DSB bindet zunéchst ein Heterodimer aus Ku70/Ku80, rekruitiert DNA-PKcs
(DNA-protein kinase catalytic subunit) und sorgt zusammen mit dem MRN-Komplex (nicht dargestellt) fiir
eine Prozessierung der DNA-Enden, falls dies erforderlich ist. Weitere Proteine, wie die Ligase IV und
XRCC4 werden an die Bruchstelle gelockt, fiillen zusammen die Liicken in der DNA und ligieren die Strdnge
anschliefend wieder miteinander.
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Die HR bendétigt fiir die Reparatur von DSB einen nicht beschiddigten, homologen DNA-
Strang als Vorlage. Im Allgemeinen gilt dieser Mechanismus als relativ prizise, obwohl
dies nur fiir die beiden konservativen Wege der HR, Genkonversion (gene conversion: GC)
und synthesis dependent strand annealing (SDSA), zutrifft. Bei den beiden nicht
konservativen Wegen, break induced replication (BIR) und single strand annealing (SSA),
konnen Sequenzen verloren gehen (Helleday, 2003).

Allen Wegen der HR ist gemeinsam, dass sie von einzelstringigen DNA-Enden ausgehen,
die von Rad52, Rad51 und Rad54 gebunden werden konnen. Diese katalysieren die
Invasion des Einzelstranges in den homologen Strang (Abbildung 2). Dabei iiberkreuzen
sich die Strdnge und paaren mit der komplementiren Sequenz, so dass sich sogenannte

Holliday-Strukturen bilden (Helleday, 2003).

Rad 51 l
Rad 54 ad 52

/
A\
— ] T

A) GC B) SDSA C) BIR D) SSA
| } }
ohne crossing over _ _
—_— — r_
mit crossing over K Y /
nicht konservative HR
& /
h'd

konservative HR

Abbildung 2: Schema der konservativen und nicht konservativen Homologen Rekombination (HR)
(verindert nach Helleday, 2003)

Ausgehend von einzelstrangigen DNA-Enden sind die verschiedenen Wege der konservativen und nicht
konservativen HR schematisch dargestellt. Bei der Genkonversion (GC: gene conversion) entstehen zwei
Holliday-Strukturen die anschlieBend mit oder ohne Sequenzaustausch (crossing over) aufgelost werden
konnen. SDSA (synthesis dependent strand annealing) beruht auf kurzzeitiger Invasion eines einzelnen DNA-
Stranges in den homologen Bereich mit anschlieBender DNA-Synthese. BIR (break induced replication) fiihrt
nach der Invasion eines Einzelstranges in die homologe Kopie zur Replikation. SSA (single strand annealing)
beruht auf der Anlagerung zweier homologer Bereiche (in blau dargestellt) mit anschlieBender Prozessierung
der Enden.
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Bei der Genkonversion bilden sich auf diese Weise zwei Holliday-Strukturen (siehe
Abbildung 2A). Die DNA-Synthese kann anschlieBend an dem homologen Strang
fortgesetzt werden, wodurch eine der beiden Holliday-Strukturen verschoben wird. Als
néichstes werden die Holliday-Strukturen tiber Einzelstrangbriiche aufgeldst und die Liicken
im Genom werden geschlossen. Je nachdem in welcher Orientierung diese aufgelOst
werden, kann dabei GC mit oder ohne crossing over auftreten (Pathmanathan et al., 2003;
Szostak et al., 1983). Bei der SDSA wird keine zweite Holliday-Struktur ausgebildet,
sondern der replizierte Strang lagert sich wieder an seinen komplementiren Strang (siche
Abbildung 2B). Die Liicken, die nach der Synthese noch vorhanden sind, werden
anschlieBend wieder aufgefiillt (Pathmanathan et al., 2003).

Die Invasion des Einzelstranges in den Homologiebereich kann aber auch zu einem
alternativen Ausgang der Rekombination flihren, der BIR (siehe Abbildung 2C). Dabei
wechselt der eingewanderte Einzelstrang nicht wieder zurlick, sondern die DNA-Synthese
verlduft weiterhin am homologen Strang. Dies kann je nach Lage des homologen Bereiches
zu groferen genetischen Verdnderungen fiithren, so dass dieser Weg der nicht konservativen
HR zugeordnet wird. Abbildung 2D zeigt ebenfalls einen nicht konservativen Weg der HR
tiber SSA. Dabei lagern sich die DNA-Stringe an den homologen Bereichen aneinander
und der nicht homologe Bereich wird deletiert (Pathmanathan et al., 2003; Szostak et al.,
1983).

3.1.5 Postreplikationsreparatur

DNA-Schiden, die bis zur Replikation nicht repariert werden, konnen die
Replikationsgabel blockieren, was moglicherweise zum Zellzyklusarrest oder zum
programmierten Zelltod (Apoptose) fiihrt. Daher gibt es die Moglichkeit die geschidigte
Stelle iiber Postreplikationsreparatur (PRR) zu tiberbriicken. Die PRR, die alternativ auch
als DNA damage tolerance mechanism bezeichnet wird, ist im eigentlichen Sinn kein
Reparaturweg, da sie den Schaden nicht beheben kann. Vielmehr hat die PRR die Funktion,
den Zellen trotz Schidigung das Uberleben zu erméglichen, da sie eine Fortsetzung der

Replikation trotz Blockade zulésst (Broomfield et al., 2001).
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3.2 Der Rad6-Weg

Fiir die Regulation und Ausfithrung der PRR ist der Rad6-Weg zustindig, der v.a. in Hefen
detailiert untersucht worden ist (Jentsch et al., 1987; Prakash et al., 1993). Fiir alle
Mitglieder des Rad6-Weges konnten Homologe im Menschen identifiziert werden. Auch
funktionelle Homologien zwischen den einzelnen Spezies sind vorhanden.

Es werden zwei verschiedene Pfade des Rad6-Weges unterschieden, wovon einer als eher
fehlerhaft und der andere als eher fehlerfrei beschrieben wird (Lawrence, 1994; Xiao et al.,
2000). Beide Pfade werden iiber die kovalente Modifikation von PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), einer Ankerplattform fiir Polymerasen und andere Reparaturenzyme, mit
Ubiquitin am Lysin-164 (K164) aktiviert (siche Abbildung 3). Monoubiquitinierung durch
Rad6/Rad18 fiihrt zur Transldsionssynthese (TLS), bei der fehlerhaft prozessierende
Polymerasen Mutationen im Genom einfilhren konnen (Branzei et al., 2004; Zan et al.,
2001; Zeng et al., 2001). Polyubiquitinierung durch Ubc13-Mms2 und Rad5 (bei Hefen)
oder SHPRH bzw. HLTF in Vertebraten aktiviert hingegen einen Mechanismus, der die
Lision iliber meist fehlerfreie Prozesse iiberbriickt (Hoege et al., 2002; Lawrence, 1994;

Sood et al., 2003; Ulrich, 2005; Unk et al., 2008).

PCNA

Monoubiquitinierung
R\ >
A(R\ Rad6 (E2) & Rad18 (E3)

!

Abbildung 3: Schema des Rad6-Weges in Vertebraten (verindert nach Hoege et al., 2002)

Regulation der PRR durch den Rad6-Weg. Monoubiquitinierung durch Rad6 und Radl8 fiithrt zur
Translédsionssynthese, wihrend Polyubiquitinierung durch Ubc13-MMS2 und SHPRH bzw. HLTF einen
fehlerfreien Bypass der Lésionen aktiviert.

Daneben kann das Substrat des Rad6-Weges auch durch SUMO (small ubiquitin like
modifier) modifiziert werden. Dies erfolgt in Hefen durch Ubc9/Sizl und rekrutiert die
Helicase Srs2 an die DNA, die fiir einen geregelten Ablauf der HR sorgt (Papouli et al.,
2005; Pfander et al., 2005). SUMOyliertes PCNA konnte im Gegensatz zu ubiquitiniertem
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PCNA bisher weder in hoheren Eukaryoten nachgewiesen noch durch DNA-Schidigung in
Hefen induziert werden (Hoege et al., 2002; Stelter und Ulrich, 2003). Daher geht man
bislang davon aus, dass SUMO fiir den alternativen Bypass von spontanen Lidsionen
erforderlich ist, die ohne exogene DNA-Schidigung zu einer Blockade der

Replikationsgabel gefiihrt haben (Lawrence, 1994).

3.2.1 Fehlerhafter Pfad des Rad6-Weges: Translasionssynthese

Fir die Uberbriickung von DNA-Lésionen miissen die hoch akuraten
Replikationspolymerasen, wie z.B. Pol 6, an der blockierten Replikationsgabel durch
Transldsionspolymerasen (TLS-Pols) ersetzt werden (Haracska et al., 2006; Tsui et al.,
2005). Diese sind nur wenig prozessiv und besitzen eine herabgesetzte
Synthesegenauigkeit, konnen aber durch ihr flexibles katalytisches Zentrum iiber die
blockierende Lésion hinweg polymerisieren. Es gibt zwei Familien der
Transldsionspolymerasen: die Y-Familie mit den Polymerasen 1, 1, K und Revl und die B-
Familie mit der Polymerase (. Je nach Art der DNA-Lésion werden einzelne oder mehrere
TLS-Polymerasen an die DNA rekrutiert. Fiir alle Polymerasen der Y-Familie wurde in
Eukaryoten gezeigt, dass sie durch die Monoubiquitinierung von PCNA stimuliert werden
konnen (Bi et al., 2006; Kannouche und Lehmann, 2004; Stelter und Ulrich, 2003). Dies ist
auf Ubiquitin-bindende Dominen dieser speziellen Polymerasen zuriickzufiihren (Bienko et
al., 2005; Guo et al., 2006; Plosky et al., 2006). Die Beteiligung der TLS-Polymerasen
reicht bereits dafiir aus, dass Mutationen im Genom eingefiihrt werden (Branzei et al.,
2004; Zan et al., 2001; Zeng et al., 2001).

Die Monoubiquitinierung von PCNA, die fiir die Aktivierung dieser Polymerasen benotigt
wird, erfolgt dabei iiber einen Komplex bestehend aus Rad6 und Radl8. Dabei bindet
Rad18 an den Einzelstrang und kann so Rad6 in rdumliche Ndhe zum Schaden rekrutieren,

so dass diese beiden Enzyme in Kooperation Ubiquitin auf PCNA iibertragen kénnen.

3.2.2 Fehlerfreier Pfad des Rad6-Weges

Rad5 fungiert in Hefen als wichtigstes Bindeglied von PCNA-Mono- und
Polyubiquitinierung, da es mit Radl8 interagieren kann (Hofmann und Pickart, 1999;
Ulrich und Jentsch, 2000). Diese Ubiquitinligase kann ein Heterodimer aus Ubcl3 und
Mms2 an die DNA rekrutieren, welches am Lysin des ersten bereits an PCNA gekoppelten
Ubiquitins fiir eine K63-gekoppelte Polyubiquitinierung sorgt. Diese ist Vorraussetzung flir
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eine  fehlerfreie  Uberbriickung der  Lisionen, die  wahrscheinlich  durch
homologievermittelten Wechsel zum Schwesterchromatid erfolgt (Gangavarapu, 2007).
Daher muss fiir die fehlerfreie Reparatur eine identische, ungeschidigte Sequenz als
Vorlage vorhanden sein. Der genaue Mechanismus der fehlerfreien Reparatur konnte noch
nicht im Detail geklart werden.

Erst kiirzlich ist es gelungen, zwei Orthologe fiir RadS in Sdugern zu identifizieren: HLTF
(Helicase Like Transcription Factor) und SHPRH (SNF2-H5-PHD-RING-Helicase). Beide
Proteine wurden aufgrund des vorhandenen RING-Motivs und der Helikase-Doméne als
Pendant zu Rad5 eingestuft (Sood et al., 2003; Unk et al., 2008). Da sowohl SHPRH als
auch HLTF mit den Komplexen aus Rad6-Rad18 und Mms2-Ubc13 interagieren und zur
Polyubiquitinierung von PCNA fithren konnen, gibt es, im Gegensatz zu Hefen, in
Vertebraten zwei Ubiquitinligasen, die in den fehlerfreien Arm des Rad6-Weges
eingeordnet werden konnen (Motegi et al., 2008; Motegi et al., 2006; Unk et al., 2008).

3.2.3 Ubiquitinierung und das E2-Enzym Ubc13

Die Ubiquitinierung wird als multifunktionaler Signalmechanismus angesehen, der eine
Vielzahl von Prozessen regulieren kann. Es handelt sich dabei um eine post-translationale
Modifikation von Proteinen durch kovalente Verkniipfung mit einem oder mehreren
Ubiquitin-Proteinen. Dieser Prozess besteht aus drei Schritten: Im ersten Schritt wird
Ubiquitin durch ein Ubiquitinaktivierendes Enzym (E1) aktiviert. Im zweiten Schritt wird
das aktivierte Ubiquitin auf ein Ubiquitinkonjugierendes Enzym (E2) iibertragen, so dass
jedes Ubiquitinmolekiil erst im dritten Schritt, durch eine Ubiquitinligase (E3), auf das
eigentliche Substrat iibertragen wird. Die meisten Organismen besitzen nur ein E1-Enzym
und eine limitierte Anzahl an E2-Enzymen, jedoch eine groe Menge an E3-Enzymen.
(Pickart und Eddins, 2004).

Ubcl13 (E2) ist das Ubiquitinkonjugierende Enzym des fehlerfreien Pfades des Rad6-
Weges, und ist in seiner Aminosduresequenz und Proteinstruktur von Hefen bis hin zu
hoheren Eukaryoten hoch konserviert. Es ist bisher das einzig bekannte E2-Enzym, das die
Verkniipfung von Ubiquitinketten liber Lysin-63 induzieren kann (Eddins et al., 2006;
Petroski et al., 2007). Daneben gibt es andere E2-Enzyme, die Polyubquitinketten iiber das
Lysin-48 verkniipfen, welche als Signal fiir den proteasomalen Abbau von Proteinen

beschrieben worden sind (Hochstrasser, 1996; Pickart, 1997; Thrower et al., 2000).
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Im Menschen konnte eine distinkte Regulation von Ubcl3 iiber zwei UEV-Varianten
(ubiquitin E2 variants), UEV1 und Mms2 gezeigt werden. Die Primérfunktion von Ubc13
als Komplex mit Mms2 ist die Regulation des fehlerfreien Arms der PRR. Daneben kann
Ubc13 zusammen mit UEV1 den NF«B-Signalweg von Zellen aktivieren. Damit steuert
Ubcl13 zwei sehr unterschiedliche Prozesse, die einmal die Replikation stoppen, um
vorhandene Lisionen iiber PRR zu iiberbriicken und das andere Mal als Uberlebenssignal
fungieren. (Andersen et al., 2005; McKenna et al., 2003; Moraes et al., 2001; Pastushok et
al., 2005; VanDemark et al., 2001; Xiao et al., 1998).

Ein vollstindiger knockout von Ubc13 konnte bisher in Vertebraten nicht auf direktem Weg
erreicht werden. Ubcl3”-Miuse sterben wahrscheinlich durch Probleme in der
Neuronalentwicklung sehr friih. Daher gibt es zur Untersuchung der Funktion konditionale

Maussysteme (Fukushima et al., 2007).

3.3 Das Immunsystem von Vertebraten

Da die meisten genetischen Verdnderungen fiir Organismen schédlich sind, betreibt die
Zelle einen hohen Aufwand um geschiadigte DNA zu reparieren. Doch gibt es Stellen im
Genom, in denen eine hohe Mutationsrate fiir die Zellen von Nutzen ist. Dies ist z.B. bei
den Immunglobulingenen der Fall, die fiir Antikérper (Ak) kodieren und konstant
diversifiziert werden miissen (Ig-Diversifizierung), um eine Abwehr von moglichst vielen,
sich stindig verdndernden Pathogenen zu gewéhrleisten (Janeway, 2008). Bei einigen B-
Zell-Lymphomen, wie z.B. den Hodgkin-und Burkitt-Lymphomen, konnte aber schon
nachgewiesen werden, dass diese auf fehlerhafte Prozesse zur Ig-Diversifizierung
zuriickzufiihren sind (Cario et al., 2000; Kuppers et al., 1994; Tamaru et al., 1995).

Dies verdeutlicht das Risiko der Krebsentstehung durch Mutationen und vor allem Briiche,
die wihrend der Reifung von B-Zellen induziert werden (Re et al., 2005). Die Zelle hat
aber die Moglichkeit, diese Briiche {iber die beiden Hauptwege der DSBR zu reparieren
(siche 3.1.4). Damit sind nicht die Doppelstrangbriiche an sich, sondern erst die

fehlgeleiteten Reparaturwege fiir die Tumorentstehung verantwortlich (Kanaar et al., 1998)

3.3.1 Kurze Einfuhrung in das Immunsystem

Das Immunsystem von Vertebraten beruht auf der Erkennung von Selbst und Fremd und

lasst sich in zwei groBe Bereiche einteilen (Wiens et al., 2007). Das angeborene
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Immunsystem reagiert relativ unspezifisch, indem es gingige Muster auf der Oberflache
von Pathogenen erkennt und diese schnell eliminieren kann. Das adaptive Immunsystem
hingegen bendtigt mehr Zeit bis es die Erreger spezifisch bekdmpfen kann. Nach einer
ersten Antigen-unabhéngigen Umlagerung der VDJ-Gene von T-Lymphozyten (T-Zellen)
und B-Lymphozyten (B-Zellen), passen sich B-Zellen durch somatische Verdnderung der
Gene, die fiir Rezeptoren auf der Oberfliche kodieren, dem Erreger an. Diese speziellen
Blutzellen koénnen daher eine viel groflere Anzahl an verschiedenen Pathogenen erkennen
und gewidhrleisten aulerdem in Form von Gedéchtniszellen eine schnellere Bekdmpfung
bei einer erneuten Infektion mit demselben Pathogen.

T-Zellen besitzen Rezeptoren auf ihrer Oberfliche (7-cell receptor: TCR) und sind fiir die
zellulire Immunantwort zustindig. B-Zellen konnen durch membrangebundene
Immunglobuline (B-cell receptor: BCR) an Antigene (Ag) binden und nach der
Ausdifferenzierung zu Plasmazellen Antikorper derselben Spezifitit sezernieren. Diese Ak
sind gegen Erreger in den Korperfliissigkeiten gerichtet und damit Teil der humoralen
Immunantwort. Jeder Lymphozyt besitzt Rezeptoren, die jeweils nur ein spezifisches Ag
erkennen konnen. Da die Abwehr von moglichst vielen Erregern gewéhrleistet werden soll,
gibt es im Korper ein groBes Repertoire an verschiedenen Lymphozyten, die bei einer

Infektion aktiviert werden konnen (Janeway et al, 2001).

3.3.2 Genetische Vielfalt des Immunsystems

Die Vielfalt des Immunsystems entsteht durch die Modifikation einer begrenzten Anzahl an
Gensegmenten Uber vier verschiedene Mechanismen (Tonegawa, 1983): V(D)J-
Rekombination, Ig-Genkonversion, Klassenwechselrekombination und Somatische
Hypermutation. Dabei werden DNA-Schidden und auch DNA-Briiche induziert, deren
Reparatur letztendlich zu einem grofen Repertoire an Rezeptoren fiihrt (siche Abbildung
4).

Die V(D)J-Rekombination findet wéhrend der frithen Lymphozytenreifung im
Knochenmark (BCR) bzw. Thymus (TCR) statt. Dabei werden die verschiedenen V-
Segmente (variable segments) mit D-Segmenten (diversity segments) und J-Segmenten
(joining segments) kombiniert (Bassing et al., 2002; Tonegawa, 1983). Der Rekombinase-
Komplex aus RAGI1/RAG2 (RAG: recombination activating gene) setzt dazu gezielt
Briiche in bestimmte Rekombinationssignalsequenzen, die die einzelnen V-, D- und J-

Segmente flankieren (Schatz et al., 1989). Diese Briiche werden anschlieBend iiber NHEJ
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neu verbunden (Kirchgessner et al., 1995). Fiir die Diversitdt von T-Lymphozyten ist dieser

Mechanismus ausreichend.

NHEJ NHEJ

V(D)J-Rekombination

— | ~.

AID AID AID AID
VvDJ V¥1VDJ VvDJ

l

homologe Rekombination [I I D

fehlerhafte Reparatur

| '
OHHIT—00- |- R 00 | -TRE——<-<f-0-

Somatische Ig Genkonversion Klassenwechsel-
Hypermutation rekombination

Abbildung 4: Mechanismen zur Generierung der Lymphozyten-Ag Rezeptoren

(verindert nach Jungnickel, 2006)

Vier Mechanismen zur Ag-Rezeptor-Diversifikation sind schematisch dargestellt: V(D)J-Rekombination,
SHM, Ig-Genkonversion und die Klassenwechselrekombination. Siehe Text fiir Details.

Ragl/2: recombination activating gene; V-Gene: variable segments; D-Gene. diversity segments; J-Gene:
Jjoining segments; AID: Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase,; NHEJ: non homologous end joining; rote
Pfeile: AID-induzierte DNA-Lésionen; rote Striche: Mutationen, die wahrend der SHM eingefiihrt wurden.

In B-Zellen einiger Spezies, wie z.B. den Farmtieren Huhn, Hase, Kuh, Schwein und Pferd,
dient die V(D)J-Rekombination nur der allelischen Exklusion. Dabei handelt es sich um
einen genetischen Mechanismus, der garantiert, dass jeder Ak trotz zweier vorhandener
Allele fiir die leichte und schwere Kette nur eine Spezifitit besitzt, da jeweils ein Allel
nicht exprimiert wird (Janeway et al., 2007). Da diese Tiere nur ein einziges V- und J-
Gensegment besitzen, verfiigen sie iiber einen alternativen Mechanismus um ein vielfaltiges
Repertoire an Primirantikorpern zu erzeugen, die Ig-Genkonversion. Diese findet in

Hiihnerzellen in der bursa of fabricius statt und fiihrt iiber Rekombinationsmechanismen
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zum genetischen Transfer homologer Pseudogensequenzen (WV-Gene) aus stromaufwirts
liegenden Bereichen im Ig-Locus (Reynaud et al., 1987). Der Lokus der leichten Kette von
Hithnern verfligt iiber 25 verschiedene WV-Gene, wihrend die schwere Kette 80
verschiedene WV-Gene enthdlt (McCormack und Thompson, 1990; Reynaud et al., 1987).
Diese  Pseudogene  besitzen keine  Promotoren, keine Leit-Exons  oder
V(D)JRekombinations-Signal-Sequenzen (Kim et al., 1990; Reynaud et al., 1987). Dabei
werden nur Pseudogene von demselben Chromosom als Donor verwendet, von denen 8§ -
200 bp Fragmente im variablen Bereich nachgewiesen werden kdnnen (McCormack et al.,

1990; Carlson et al. 1990).

3.3.3 Antigen-abhangige Diversifikation des AntikOrper-Repertoires
von Mensch und Maus

Die Somatische Hypermutation (SHM) dient der Affinititsreifung von B-Zellen und findet
ausschlieflich im Keimzentrum statt, dem Ort der Sekundérreifung fiir Zellen der
spezifischen Abwehr (Janeway et al, 2001). Meist werden dabei zusétzliche
Punktmutationen in Form von Transitionen und Transversionen in die V-Gene eingefiihrt
(Golding et al, 1987). Seltener kann dieser Prozess aber auch zu Deletionen und
Duplikationen fithren (Goossens et al., 1998). Durch SHM und eine sich anschlieende
Selektion konnen hoch affine Ak entstehen, die besser an den Erreger binden und ihn damit
effizienter bekdmpfen konnen (Rajewsky, 1996).

Dabei spielt das Enzym Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase (AID) eine
entscheidende Rolle (Honjo et al., 2004; Muramatsu et al., 2000). Das gingige Modell geht
von einer DNA-Deaminierung durch AID aus, so dass aus Cytosin die Base Uracil entsteht,
welche normalerweise nicht als Baustein der DNA vorkommt (Di Noia und Neuberger,
2007). Ausgehend davon konnen verschiedene, voneinander unabhingige und parallel
agierende Wege eingeschlagen werden, die durch fehlerfreie bzw. fehleranfillige
Mechanismen zu unterschiedlichen Endprodukten fithren konnen (sieche Abbildung 5).

Es werden dabei zwei Phasen unterschieden, die sich durch die Einfiihrung von Mutationen
an dC:dG- bzw. an dA:dT Basenpaaren (bp) unterscheiden. Wird iiber das initiale, durch
AID entstandene Uracil hinweg repliziert, kommt es zu Transitionen an dG:dC bp
(Abbildung 5, Phase 1A). Da Uracil aber durch die Uracil-N-Glykosylase (UNG) erkannt

und entfernt werden kann, konnen auch abasische Stellen entstehen, die durch TLS-
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Polymerasen wieder aufgefiillt werden, so dass Transitionen und Transversionen an dG:dC

bp entstehen kdnnen (Abbildung 5, Phase 1B).

Phase 1 Phase 2
Mutationen C Mutationen an
an G/C bp G AT bp
1A) Transitionen l AID
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A P G =) MMR

g Replikation \ A
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Transversionen l G A
C Replikation ,,’ N
G Beteiligung von APE /) \
TLS-Polymerasen ,'I \‘

T

A G mm)  CSR

A Ig-GC

T !

G Reparatur

C Beteiligung von
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Abbildung 5: Modell zur Reparatur AID-induzierter Lisionen (nach Rada et al., 2004)

Ausgehend von der initialen Liasion durch AID, das Cytosin zu Uracil deaminieren kann, sind die
verschiedenen Wege und Phasen der SHM dargestellt. Fiir Details siche Text.

Aktivierungsinduizerte Cytidindeaminase: AID; Uracil-N-Glykosylase: UNG; apyrimidinic endonuclease:
APE; mismatch-Reparatur: MMR; class switch recombination: CSR; Immunglobulin gene conversion: 1g-GC

Die abasische Stelle kann aber auch als Substrat fiir ein weiteres Enzym, apyrimidinic
endonuclease (APE), dienen, welches Einzelstrangbriiche in die DNA einfiihren kann.
Prinzipiell konnen diese auch iiber die konventionelle BER in einem fehlerfreien Modus
repariert werden, doch fiihrt dies zu keiner verbesserten Affinitit der Ak.

Der Mechanismus, der zu Mutationen an A:T Basenpaaren fiihrt, konnte bisher nicht
vollstindig aufgeklart werden. Man geht aber davon aus, dass dabei die beiden initialen
Proteine der MMR (MSH2/MSH6) die U:G-Fehlpaarungen erkennen und unter Beteiligung

von Exonuklease I die fehlerhaften sowie auch angrenzenden Basen entfernen kdnnen
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(Abbildung 5, Phase 2). Bei der Resynthese dieses ldngeren Stiickes werden fehlerhaft
prozessierende Polymerasen wie z.B. Pol n rekrutiert, was hédufig zu Mutationen fithren
kann. (Delbos et al., 2007; Di Noia und Neuberger, 2007; Wilson et al., 1998).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass durch das Fehlen von UNG die CSR substantiell
beeintrachtigt sowie das Hypermutationsmuster verdndert wird (Di Noia und Neuberger,
2002; Imai et al., 2003; Rada et al., 2002). Bei einer vollstindigen Deaktivierung von UNG
in Hithner-B-Zellen wurde zudem die Ig-Diversifizierung iiber Ig-GC vollstindig blockiert
(Di Noia und Neuberger, 2004; Saribasak et al., 2006).

Neben den bereits erwdhnten Reparaturwegen konnte jlingst eine Beteiligung des Rad6-
Weges bei der SHM gezeigt werden. Dieser steuert durch die Ubiquitinierung von PCNA
die Rekrutierung verschiedener TLS-Polymerasen, die fiir die fehlerhafte Reparatur im Ig-
Lokus und damit auch fiir die hohe Mutationsrate von B-Zellen erforderlich ist, die erst
eine gute Immunabwehr ermdglicht (Arakawa, 2006; Bachl et al., 2006; Langerak et al.,
2007).

Naive B-Zellen, die vorher noch keinen Kontakt zum Ag hatten, produzieren Ak der Klasse
IgM oder IgD, welche nur eine geringe Affinitdit zum Pathogen besitzen. Um andere
Effektorzellen des Immunsystems aktivieren zu konnen, wird nach Ag-Kontakt durch die
Klassenwechselrekombination (class switch recombination: CSR) der konstante Teil und
damit die Hauptklasse der Ak verdndert (Manis et al., 2002). Auch bei diesem Prozess ist
AID beteiligt, das an den Schalterregionen (switch-regions) zwischen den fiir verschiedene
Ak-Isotypen kodierenden Gensegmenten Schidden einfiihrt. Diese bewirken im weiteren
Verlauf DSB, welche iiber NHEJ wieder miteinander verkniipft werden, wodurch Ak der

Klasse IgG, IgA oder IgE entstehen (Casellas et al., 1998; Muramatsu et al., 2000).

3.3.4 Besonderheiten der Antigen-abhangigen Diversifikation im
Huhn

In Hiihnern erfolgt die Ig-Diversifizierung der Ak in erster Linie in der bursa of fabricius
und durch die Ig-Genkonversion. Im Keimzentrum konnen die Ig-Gene auch durch den
Mechanismus der SHM zusétzlich diversifiziert werden (Arakawa et al., 2006; Arakawa et
al., 1998; Arakawa und Buerstedde, 2004). SHM und Ig-GC sind zwei verwandte Prozesse,
die sich von denselben AID-induzierten Lisionen ableiten lassen (Diaz und Flajnik, 1998;
Muramatsu et al., 2000). Auch der Klassenwechsel findet bei Hithnern im Keimzentrum

statt und sorgt fiir eine bessere Effektorfunktion der generierten Ak (Yasuda et al., 2003).
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Die Mechanismen zur Ig-Diversifizierung lassen sich am Besten in primidren B-Zellen
analysieren. Doch sind diese in der Zellkultur nicht stabil, so dass fiir die genaue
Untersuchung meist Lymphomzelllinien verwendet werden. Aus der bursa of fabricius von
Hithnern wurde dazu durch Infektion mit dem avian leukosis virus (ALV) eine Hiithner-B-
Lymphomzelllinie (DT40-Zellen) hergestellt, die sich im Gegensatz zu humanen
Lymphomzelllinien durch eine hohe Rate an Ig-Genkonversion auszeichnet (Buerstedde et
al., 1990). DT40-Zellen befinden sich in einem physiologischen Zustand, welcher sich der
bursalen Entwicklungsphase von Hiithner-B-Zellen dhnelt. Daher ist der Prozess der Ig-GC
wéhrend der in vitro Zellkultur kontinuierlich aktiv und kann somit leicht analysiert werden
(Kim et al. 1990; Buerstedde et al. 1990). Ein weiterer Vorteil dieser Zelllinie ist die hohe
Frequenz, mit der DT40-Zellen transfizierte Genkonstrukte homolog integrieren. Dies ist
wahrscheinlich ein Nebeneffekt der hohen Rate an Ig-GC (Buerstedde, Takeda 1991).

Eine komplette Blockierung der Ig-GC, die gleichzeitig zu einer Erh6hung der SHM in
DT40-Zellen fiihrt, konnte in DT40 durch die Deletion aller Pseudogensequenzen erreicht
werden (Arakawa et al.,, 2004). Weitere Untersuchungen mit DT40-Mutanten haben
gezeigt, dass es eines Wechselspiels verschiedener Reparaturwege und Faktoren fiir die
Regulation von SHM und Ig-GC bedarf, das es noch weiter aufzukléren gilt (Bezzubova et

al., 1997; Hatanaka et al., 2005; Sale et al., 2001).
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3.4 Zielsetzung

Die Reparatur von DNA-Lisionen wéhrend der DNA-Replikation wird in Eukaryoten von
den Genen des Rad6-Weges geregelt und kann iiber einen fehlerfreien oder potentiell
fehlerhaften Weg erfolgen. Der Reparaturprozess wird dabei iiber die Mono-, bzw.
Polyubiquitinierung von PCNA gesteuert.

Die Enzyme des Rad6-Weges sind auch in Vertebraten evolutionér erhalten, allerdings
haben sich die meisten Studien vor allem mit der Aufklidrung der Regulation und
Bedeutung der Monoubiquitinierung von PCNA beschiftigt. Uber die Polyubiquitinierung
war zu Beginn dieser Doktorarbeit lediglich bekannt, dass diese in Hefen durch die
Interaktion von Rad5 mit dem Komplex Ubc13/Mms2 nach Schéddigung induziert werden
kann und dazu fiihrt, dass der Bypass iiber einen wahrscheinlich homologieabhingigen,
fehlerfreien Mechanismus stattfindet.

Rekombination und gerichtete Mutagenese sind fiir die Vielfalt der Antikorper in
Vertebraten verantwortlich. Fiir den Prozess der Somatischen Hypermutation (SHM), der
zur gerichteten Mutagenese in den Ig-Genen fiihrt, konnte auch in unserer Gruppe bereits
eine Regulation tiber den Rad6-Weg bzw. den Ubiquitinierungsstatus von PCNA gezeigt
werden. Die Ig-Genkonversion (Rekombination) scheint jedoch weitgehend unabhéngig
vom Rad6-Weg zu verlaufen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte bestimmt werden, inwieweit die Funktionen
einzelner Mitglieder des Rad6-Weges, und insbesondere Ubc13, in Vertebraten konserviert
sind. Dazu sollten Studien zur PCNA-Ubiquitinierung in  verschiedenen
Vertebratenzelllinien und nach Behandlung mit unterschiedlichen DNA-schidigenden
Agenzien durchgefiihrt werden. Zudem sollte untersucht werden, ob Vertebraten den
Ubiquitinierungsstatus und den Ubc13-Anteil je nach Situation anpassen bzw. durch andere
Faktoren regulieren konnen. Von besonderem Interesse fiir uns war aber, ob Ubcl3 im
Verlauf der Evolution bei Vertebraten zusitzliche Funktionen bei der Ig-Diversifizierung
{ibernommen hat, fiir die es in Hefen kein Aquivalent gibt. Dazu wurden mit Ubc13™

DT40-Zellen Ig-Genkonversionsassays sowie SHM-Assays durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Aktivitat der PCNA-Ubiquitinierung in Vertebraten

Um die Rolle der Monoubiquitinierung bzw. Polyubiquitinierung von PCNA bei der
Reparatur von DNA-Schidden in verschiedenen Vertebratenzellen zu untersuchen, sollten
PCNA-Ubiquitinierungsassays etabliert werden. Dazu wurden, durch die Behandlung mit
DNA-schddigenden Agenzien bzw. UV, in den Zellen DNA-Lidsionen und Briiche
eingefiihrt und diese im néchsten Schritt durch Western Blot Analyse auf die Induktion von
PCNA-Modifikationen hin analysiert. Da durch jedes konjugierte Ubiquitin-Molekiil das
Molekulargewicht von PCNA um ca. 7 kDa erhoht wird, sollte ubiquitiniertes PCNA durch
den Einsatz dieser Auftrennungsmethode deutlich von nicht modifiziertem PCNA zu

unterscheiden sein.

4.1.1 Etablierung von PCNA-Ubiquitinierungsassays

PCNA-Ubiquitinierungsassays waren bereits vor Beginn dieser Doktorarbeit in anderen
Arbeitsgruppen mit adhdrenten, humanen Zelllinien durchgefiihrt worden (Hoege et al.,
2002; Ogi et al., 2005), so dass zur Etablierung in unserem Labor die adhdrente Zelllinie
HEK 293 (humane, embryonale Nierenzellen) verwendet wurde. Dazu wurden die Zellen
fiir einige Sekunden mit unterschiedlichen UV-Dosen bestrahlt. Hierbei dienten die
bestehenden Publikationen mit humanen Zelllinien als Orientierung, in denen meist eine
UV-Dosis von 0-30 J/m® eingesetzt worden ist, so dass wir diese Dosis in all unseren
Experimenten als Vergleichswert mitgefiihrt haben (Okada et al., 2002; Yamashita et al.,
2002). Zusitzlich zu der in Hefeexperimenten verwendeten UV-Maximaldosis von 200
J/m* (Stelter und Ulrich, 2003), wurden hohere UV-Dosen von 500 und 1000 J/m* sowie
unbehandelte Zellen als Kontrolle mitgefiihrt.

In Abbildung 6 sind neben dem starken Signal fiir unmodifiziertes PCNA bei ca. 33 kDa
weitere PCNA-Banden hoheren Molekulargewichtes zu erkennen. Diese Banden sind bei
der niedrigsten UV-Dosis von 20 J/m” relativ schwach, werden aber ab einer UV-Dosis von
200 J/m* sehr deutlich induziert. Die durch héhere UV-Dosen verstirkte Bande auf Hohe
von 40 kDa wurde aufgrund des Molekulargewichtes und der Beschreibung in der Literatur
monoubiquitiniertem PCNA zugeordnet (Abbildung 6, Bahn 2-4, durch Pfeil markiert). Die
Bande knapp oberhalb von 40 kDa blieb fiir alle UV-Stufen konstant und war auch bei
unbehandelten Zellen deutlich zu erkennen, so dass es sich dabei um eine unspezifische

Hintergrundbande handeln konnte. Auch konnte es sich hierbei um eine andere
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Modifikation von PCNA wie z.B. SUMOylierung handeln, die nicht durch DNA-Schiden
induziert wird (Arakawa et al., 2006). Zudem ist eine hohermolekulare Bande bei 100 kDa
zu sehen, die durch stirkere UV-Dosen deutlich zunimmt (Abbildung 6, durch zwei Sterne
markiert). Diese Bande war zuvor in keiner anderen Vertebratenzelllinie detektiert worden,
so dass eine klare Zuordnung ohne weitere Untersuchungen nicht méglich war. Es konnte
sich dabei um PCNA-Molekiile handeln, die mit einem groBeren oder mehreren

mittelgroBen bis kleineren Proteinen, wie z.B. Ubiquitinketten, assoziiert sind.

HEK 293-Zellen
WAV 7,

130 kDa
110 kDa
100 kDa

72 kDa

56 kDa

40 kDa

33 kDa

12 3 4 5

Abbildung 6: Etablierung von PCNA-Ubiquitinierungsassays in HEK 293-Zellen

Proteinextrakte von HEK 293-Zellen wurden nach verschieden starker UV-Behandlung mittels Western Blot
mit Hilfe eines anti-PCNA Ak analysiert: 1) 20 J/m?; 2) 200 J/m*; 3) 500 J/m?; 4) 1000 J/m?*; 5) MOCK

4 monoubiquitiniertes PCNA; * *: hohermolekulare PCNA-Bande

Als néchstes sollte dieser Assay in der Hiithner-B-Zelllinie DT40 etabliert werden, die in
unserer Arbeitsgruppe zur Untersuchung des Rad6-Weges verwendet wird. DT40-Zellen
wurden mit den gleichen UV-Dosen bestrahlt, wie zuvor fiir HEK 293-Zellen beschrieben.
Die Western Blot Analyse mit einem anti-PCNA Ak ergab auch hier eine starke Bande fiir
unmodifiziertes PCNA, sowie mehrere Banden hoheren Molekulargewichtes (siehe
Abbildung 7A). Doch wird im Gegensatz zur humanen Zelllinie bei DT40-Zellen
monoubiquitiniertes PCNA durch UV-Bestrahlung kaum induziert. (Abbildung 7A, durch
Pfeil markiert). Eine distinkte hohermolekulare Bande wird in DT40-Zellen bei ca. 72 kDa
induziert, die durch eine stirkere Bestrahlung zunimmt. Jedoch lie} sich diese Bande ohne
weitere Untersuchungen noch nicht genau zuordnen (Abbildung 7A, Bahn 1-4, durch Stern

markiert).
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Da wir die Monoubiquitinierung in B-Zellen genauer untersuchen wollten, wurde mit
anderen Methoden wie z.B. dem DNA-alkylierenden Agenz MMS (Methyl-Methan-
sulfonat) und dem DNA-Synthese Hemmer HU (Hydroxyurea) versucht, eine
Monoubiquitinierung in DT40-Zellen zu erreichen. Diese beiden Agenzien sind aus der
Literatur als DNA-schiddigende Drogen bekannt, die zu einer Blockade der
Replikationsgabel filhren und damit den Rad6-Weg aktivieren konnen (Belgi und
Friedmann, 2002; Wyatt und Pittman, 2006). Die Western Blot Analyse zeigt nach MMS-
Behandlung eine deutliche Zunahme der monoubiquitinierten Form von PCNA bei ca. 40
kDa als auch der hohermolekularen Banden bei 72 bzw. 100 kDa (Abbildung 7B, Bahn 1-3,
durch Pfeil und Sterne markiert). Im Gegensatz dazu wird durch die Behandlung mit HU
keine PCNA-Ubiquitinierung induziert die iiber dem Level unbehandelter Zellen liegt
(Abbildung 7B, siche Bahn 4/5/6). Dies konnte daran liegen, dass die Zellen insgesamt
schon relativ stark vorinduziert waren. Diese Vorinduktion wurde in mehreren
Experimenten in unterschiedlicher Stirke beobachtet und ist wahrscheinlich auf eine
Stressreaktion der Zellen wie z.B. auf Generierung reaktiver Sauerstoffspezies
zuriickzufiihren (Stadtman, 1992).

A B
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Abbildung 7: Etablierung von PCNA-Ubiquitinierungsassays in DT40-Zellen

Proteinextrakte von DT40-Zellen wurden nach verschieden starker UV, MMS und HU-Behandlung mittels
Western Blot mit Hilfe eines anti-PCNA Ak analysiert.

A) DT40Crel-Zellen die unterschiedlich stark bestrahlt wurden: 1) 20 J/m?; 2) 200 J/m?; 3) 500 J/m?%; 4)
1000 J/m?; 5) MOCK; B) DT40Crel-Zellen nach Behandlung mit MMS und HU: 1) 0,02 % MMS; 2) 0,1
% MMS; 3) 0,5 % MMS; 4) 1 mM HU; 5) 20 mM HU; 6) MOCK

4 monoubiquitiniertes PCNA; *, * *: hohermolekulare PCNA-Banden

Die Etablierung von Ubiquitinierungsassays mit verschiedenen Vertebratenzelllinien
ermoglichte es in der Zelllinie HEK 293 eine Monoubiquitinierung von PCNA nach UV-

Behandlung nachzuweisen. In der B-Zelllinie DT40 lie sich hingegen weder durch
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Behandung mit UV-Strahlung noch durch HU eine Monoubiquitinierung von PCNA
induzieren, allerdings konnte dies durch eine Behandlung mit MMS erreicht werden.
Zusétzlich zu der Monoubiquitinierungsbande konnten in beiden Zelltypen auch
hohermolekulare Banden detektiert werden, zu deren genauen Identifizierung allerdings

noch weitere Experimente ndtig waren.

4.1.2 Rolle von Rad18 bei der Ubiquitinierung von PCNA

In unserer Arbeitsgruppe war im Vorfeld die Ubiquitinligase Radl8 in DT40-Zellen
ausgeschaltet worden, um die potentielle Rolle des Rad6-Weges bei der SHM zu testen. Da
sich in diesen Zellen tatsdchlich eine Verringerung der SHM-Rate nachweisen liel3, war es
im Rahmen dieser Studie wichtig zu untersuchen, ob eine Rad18-Defizienz die PCNA-
Ubiquitinierung beeinflussen kann. Damit lieBe sich erstmals eine direkte Regulation der
SHM durch den Rad6-Weg aufzeigen.

Da sich die Induktion der Monoubiquitinierung durch MMS im Vorfeld als die beste
Methode im DT40-System erwies, wurden PCNA-Ubiquitinierungsassays in Radl8-
defizienten DT40-Zellen (Rad18”") und Rad18-profizienten DT40-Zellen (Rad18"") mit
verschiedenen MMS-Konzentrationen durchgefiihrt. Neben einer geringen Vorinduktion
der Monoubiquitinierung bei unbehandelten Zellen beider Zelltypen ist bei Behandlung von
Rad18"*-Zellen eine deutliche Bande fiir monoubiquitiniertes PCNA zu erkennen, die
durch Erhéhung der MMS-Dosis zunéchst verstirkt wird (Abbildung 8, Bahn 2-4, durch
Pfeil markiert). Doch ab einer gewissen Konzentration dieser Droge verschwindet die
Bande fiir PCNA-Monoubiquitinierung vollstdndig und eine hohermolekulare Bande wird
sichtbar (Abbildung 8, Bahn 5/6, durch zwei Sterne markiert). Im Gegensatz dazu ist bei
Rad18"-Zellen die Induktion der Monoubiquitinierung deutlich schwicher, die Induktion
der hohermolekularen Bande bei knapp 100 kDa ist hingegen nur etwas geringer
(Abbildung 8, Bahn 8-12).

Dies zeigt zum einen, dass die Rolle von Rad18 als Ubiquitinligase des Rad6-Weges auch
in  Vertebraten konserviert ist. AuBerdem verdeutlicht dieses Experiment
tiberraschenderweise, dass eine von Radl8 unabhingige Form der Ubiquitinierung von
PCNA in DT40-Zellen existiert, die so in Hefen ohne Rad18 nicht moglich ist (Bienko et
al., 2005; Hoege et al.,, 2002). Dies ist wahrscheinlich auf weitere E3-Ligasen in
Vertebraten-Zelllinien zurlickzufiihren, die zusétzlich PCNA ubiquitinieren kdnnen wenn

die Hauptubiquitinligase des Rad6-Weges, Radl8, nicht verfiigbar ist. So konnte jiingst
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eine weitere E3-Ligase, RNFS8, als verantwortliche E3-Ligase fiir PCNA-
Monoubiquitinierung identifiziert werden (Huang et al., 2009; Zhang et al., 2008b).

DT40Rad18** DT40Rad18™"

MMS @ el O el

100 kDa —

72 kDa

56 kDa

123 456 7 8 910 1112

Abbildung 8: Ubiquitinierungsassays in DT40Rad18"" und DT40Rad18"-Zellen

DT40Rad18""und DT40Rad18"-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an MMS behandelt und
anschlieBend per Western Blot mit Hilfe eines anti-PCNA Ak analysiert: Spalte 1 und 7) MOCK; 2 und 8)
0,0002 % MMS; 3 und 9) 0,001 % MMS; 4 und 10) 0,004 % MMS; 5 und 11) 0,02 % MMS; 6 und 12) 0,1 %
MMS

€: monoubiquitiniertes PCNA; * *: hohermolekulare PCNA-Bande

4.1.3  Weitere Untersuchungen zur PCNA-Modifikation

4.1.3.1 Ko-Immunoprazipitation in DT40-Zellen

Um die Identitidt der hohermolekularen Bande zu bestimmen, die bei der Durchfithrung
unserer Ubiquitinierungsassays durch Inkubation mit dem PCNA-Ak detektiert werden
konnte, sollte die Verkniipfung von Ubiquitin an PCNA mit einer weiteren biochemischen
Methode gepriift werden. Dazu wurde eine Ko-Immunoprizipitation (Ko-IP) mit dem anti-
PCNA Ak im DT40-System etabliert. Als Kontrollen wurden wéhrend der gesamten
Prozedur der Ko-IP unbehandelte Zellen (MOCK), sowie eine Kontrolle fiir den
verwendeten Ak mitgefiihrt (Isotyp-Kontrolle). Aulerdem wurde der Gesamtzellextrakt vor
Immunopréazipitation der PCNA-Komplexe analysiert (Lysat).

Da im Vorfeld die beste Induktion der héhermolekularen PCNA-Bande im DT40-System
durch UV erreicht worden ist, wurde eine PCNA-Ko-IP nach UV-Bestrahlung
durchgefiihrt, die in Abbildung 9 dargestellt ist. Bei Detektion durch einen anti-PCNA Ak
ist im Lysat der UV-behandelten Probe eine Bande bei ca. 72 kDa nachweisbar, die in der
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unbestrahlten Probe nur sehr schwach zu erkennen ist (Abbildung 9A, Lysat und MOCK-
Lysat) und daher klar durch UV induziert wird. Bei dieser Bande muss es sich um eine
PCNA-Modifikation handeln, da diese nur im Immunoprézipitat mit PCNA, nicht aber in
der Isotyp-Kontrolle nachgewiesen werden kann (Abbildung 9A, IP-Probe versus IP-
Isotypkontrolle, siche Pfeil). Die Detektion mit einem anti-Ubiquitin Ak konnte zudem
kldren, dass es sich bei dieser hohermolekularen Bande zumindest um Konjugate handeln
muss, die unter anderem Ubiquitin enthalten und durch UV generiert worden sind
(Abbildung 9B, IP-Probe versus MOCK IP-Probe, sieche Pfeil). Die genaue Natur und
Induzierbarkeit dieser hohermolekularen Bande blieb aber dennoch schwierig zu
bestimmen, da auch im unbehandelten Prazipitat mit dem anti-PCNA Ak eine deutliche
Bande auf dieser Hohe nachgewiesen werden konnte (Abbildung 9A, MOCK IP-Probe,
siehe Pfeil).

Um zu kléren, ob es sich bei der hdhermolekularen PCNA-Bande um eine Modifikation am

Lysin K164 von PCNA handelt, sollten weitere Ubiquitinierungsassays mit der DT40-

Mutante PCNAX'**® qurchgefiihrt werden.
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Abbildung 9: Ko-Immunoprizipitation in DT40Crel-Zellen
Immunopréazipitate von UV-behandelten sowie unbehandelten Zellen nach einer PCNA-Ko-IP wurden per

Western Blot mit Hilfe eines anti-PCNA Ak (A) sowie eines anti-Ubiquitin Ak (B) analysiert. Zudem wurden
IP-Isotypkontrollen mitgefiihrt und die Lysate vor Inmunoprézipitation aufgetragen.

Die Pfeile deuten auf das PCNA-Ubiquitinkonjugat bei ca. 72 kDa, das sich in behandelten Zellen mit dem
PCNA- und Ubiquitin-Ak nachweisen lieB3, jedoch auch in unbehandelten Zellen detektierbar war.
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4.1.3.2 Vergleichende Ubiquitinierungsassays mit der DT40-Mutante PCNAX'®4R

Bei der DT40-Mutante PCNA®'**® handelt es sich um einen speziellen DT40-Zelltyp, der
eine Punktmutation im Akzeptorlysin 164 von PCNA aufweist. Da dieses Akzeptorlysin flir
die Ubiquitinierung durch den Rad6-Weg erforderlich ist, kdnnen Zellen von diesem Typ
bei einer Blockade der Replikationsgabel weder PCNA am Lysin 164 monoubiquitinieren,
noch polyubiquitinieren (Arakawa et al., 2006). Daher eignen sich PCNA®'®®_Zellen
hervorragend als Kontrollzelllinie fiir Ubiquitinierungsassays die durch den Rad6-Weg
reguliert werden. Zudem wurde eine weitere DT40-Mutante des Rad6-Weges, Rad18™-
Zellen als Referenzzellinie fiir PCNA-Monoubiquitinierung eingesetzt. Alle Zelllinien
wurden parallel iiber mehrere Stunden mit einer konstanten MMS-Dosis behandelt und zu

bestimmten Zeitpunkten auf ihren Ubiquitinierungsstatus hin tiberpriift.
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Abbildung 10: Ubiquitinierungsassays in DT40Crel, Rad18”, PCNA™ und PCNA®'*R _Zellen

Proteinextrakte verschiedener DT40-Zelllinien wurden nach folgenden Inkubationszeiten mit 0,09 % MMS
analysiert: 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h, 20h. Es wurden DT40Crel, DT40Rad18”, DT40PCNA’™ und
DT40PCNAX'**R_Zellen miteinander verglichen. Die Banden wurden mit Hilfe eines anti-PCNA Ak
detektiert.

€: monoubiquitiniertes PCNA; *,* *, * * *: hohermolekulare PCNA-Banden

Abbildung 10 zeigt, dass in den zu den beiden DT40-Mutanten zugehdrigen parentalen
DT40-Zelllinien, Crel und PCNA™, nach MMS-Behandlung PCNA-Monoubiquitinierung
induziert wird (Abbildung 10, durch Pfeil markiert). Diese Form der Ubiquitinierung kann,
wie zuvor angenommen, bei der PCNA-Mutante®'**®

10, PCNAX®®)  Auch fiir den DT40-Zelltyp Rad18” kann in diesem Experiment keine

nicht induziert werden (Abbildung

Monoubiquitinierung von PCNA nachgewiesen werden. Mehrere Versuche mit dieser

Zelllinie im Vorfeld hatten gezeigt, dass die Monoubiquitinierung ohne Rad18 erheblich



Ergebnisse 34

reduziert wird und je nach Aktivierungsstirke der alternativen E3-Ligase als
Monoubiquitinbande mit dem von uns verwendeten PCNA-Ak detektiert werden kann
(siche auch Abschnitt 4.1.2).

Mit den Vergleichswerten der beiden Mutanten des Rad6-Weges kann bewiesen werden,
dass es sich bei der niedermolekularen Bande, die auf Hohe von 40 kDa mit dem PCNA-Ak
detektiert werden kann, tatsdchlich um PCNA-Monoubiquitinierung am Lysin 164 handelt.
Es konnen fiir alle vier untersuchten Zelllinien hohermolekulare Banden detektiert werden,
die zudem noch in der Zelllinie PCNA®'**® am stirksten induziert werden. Damit ist klar
gezeigt, dass es sich bei den Banden um 72 kDa bzw. 100/130 kDa nicht um
Ubiquitinierungsbanden am Lysin 164, die durch den Rad6-Weg gesteuert werden, handeln
kann.

Zusammenfassend kann fiir die durch den Rad6-Weg regulierte Monoubiquitinierung von
PCNA in Vertebraten ausgesagt werden, dass diese eindeutig im DT40-System
nachweisbar ist. Zudem wird sie wesentlich durch Rad18 beeinflusst, kann aber auch ohne
Rad18 erfolgen. Das Lysin 164 ist dabei, wie bereits in der Literatur beschrieben, fiir die
Monoubiquitinierung essentiell. Aussagen zur Polyubiquitinierung sind derzeit im DT40-
System und basierend auf Western Blot-Auswertungen mit dem von uns verwendeten anti-
PCNA Ak nicht moglich. Fiir die eindeutige Identifikation der hohermolekularen Banden

bedarf es noch weiterer Untersuchungen.

4.2 Analysen zu potentiellen Regulationswegen der PCNA-
Ubiquitinierung und der Ubc13-Level

Neueste Forschungsergebnisse mit humanen Zellen belegen, dass bei DNA-Schiadigung das
p53-Effektormolekiil p21 induziert wird, das wahrscheinlich durch seine Bindung an
PCNA dessen Monoubiquitinierung erleichtern und so die TLS regulieren kann (Avkin et
al., 2006). Damit konnte jlingst eine Regulation des Rad6-Weges durch p53 gezeigt
werden, wodurch das Protein neben seinen vielen Funktionen als z.B. Tumorsupressor,
Regulator des Zellzyklus und der Apoptose eine weitere wichtige regulatorische Funktion
bei der Postreplikationsreparatur einnimmt. Viele somatisch hypermutierende Zelllinien
weisen auf beiden Allelen fiir pS3 Mutationen auf, doch sind potentielle Unterschiede in
der PCNA-Ubiquitinierung von unterschiedlich stark hypermutierenden Zelllinien noch
nicht ndher untersucht worden.

Zudem ist kiirzlich eine Regulation von p53 durch Ubcl3 in Vertebraten gezeigt worden.

Man konnte dabei eine Assoziation von Ubc13 mit dem C-Terminus von p53 nachweisen,
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welche dazu fiihrt, dass weniger p53-Molekiile tetramerisiert werden. Dadurch erhoht sich
der nukledre Export aus der Zelle und die Aktivitdt von p53 nimmt in Folge dessen ab.
Auch wurde beschrieben, dass die Menge an Ubc13 einige Zeit nach Bestrahlung von p53-
Profizienten HCT-116 Zellen (human colectoral carcinoma cell line) herunterreguliert
wird, so dass dann wieder p53 im Zellkern akkumuliert und dort als Regulator fungieren
kann (Laine et al., 2006).

Die PCNA-Polyubiquitinierung bzw. Beeinflussung des fehlerfreien Pfades des Rad6-
Weges wurde im Zusammenhang mit p53 noch nicht charakterisiert. Der Wechsel zum
fehlerfreien Pfad der PRR {iber den Rad6-Weg erfordert die Polyubiquitinierung von
PCNA. Dies wird im Menschen durch humanes Ubc13 (E2) zusammen mit MMS2 (UEV)
katalysiert (Eddins et al., 2006; Petroski et al., 2007). Da es uns im Vorfeld nicht gelungen
ist, eindeutige Banden fiir Polyubiquitinierung am Lysin 164 von PCNA nachzuweisen,
haben wir den potentiellen Einfluss von p53 auf den fehlerfreien Pfad des Rad6-Weges
anhand des beteiligten E2-Enzyms Ubc13 néher untersucht.

4.2.1 PCNA-Ubiquitinierung in humanen Zelllinien mit
unterschiedlichem Hypermutationspotential und p53-Status

Somatische Hypermutationsassays die im Vorfeld in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt
worden sind, konnten =zeigen, dass sich verschiedene B-Zelllinien in ihrer
Hypermutationsaktivitdt stark unterscheiden konnen (H. Scheller, Doktorarbeit). p53-Gen-
Sequenzanalysen ergaben zudem einen unterschiedlichen p53-Status der Zellen (K.
Braunschmidt, Doktorarbeit). Diese bereits fiir SHM und p53-Level charakterisierten B-
Zelllinien standen zur Verfiigung, um den potentiellen Einfluss auf die Ubiquitinierung von
PCNA zu untersuchen. Mit den zuvor etablierten PCNA-Ubiquitinierungsassay war es
moglich, auch in diesen Zelllinien monoubiquitiniertes PCNA nachzuweisen (Abbildung
11, siche Pfeil). Bei den beiden hypermutierenden Zelltypen, Raji und BL100 ist die
Induktion der Monoubiquitinierung durch MMS deutlicher zu erkennen als bei den beiden
nicht hypermutierenden Zelltypen, BJAB und P493.6. Dies ist eventuell dem hdheren
Grundlevel an Monoubiquitinierung fiir BJAB und P493.6 zuzuschreiben. Es ldsst sich
jedoch in diesen Zellen kein eindeutiger Unterschied im Grad an Monoubiquitinierung
erkennen, der auf den p53-Status, und damit auf eine Regulation durch p53 zuriickzufiihren
wiére, wie sie jiingst in der Literatur fiir nicht B-Zelllinien beschrieben worden ist (Avkin et

al., 2006; Haracska et al., 2006).
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Abbildung 11: MMS-Behandlung von verschiedenen, humanen B-Zelllinien

Extrakte von Raji, BL100, BJAB und P493.6-Zellen wurden nach MMS-Behandlung mit Hilfe eines anti-
PCNA Ak analysiert: Spalte 1, 6, 11 und 16) unbehandelt, 2, 7, 12 und 17) 0,0005 % MMS; 3 ,8 ,13 und 18)
0,001 % MMS; 4, 9, 14 und 19) 0,002 % MMS; 5, 10, 15 und 20) 0,004 % MMS. Es werden Raji, BL100,
BJAB und P493.6 -Zellen miteinander verglichen. Die Membranen wurden mit einem anti-PCNA Ak und
einem anti-Ubc13 Ak inkubiert.

4 monoubiquitiniertes PCNA; *,* *,* * *: hohermolekulare PCNA-Banden

Bei anschlieenden Untersuchungen mit einem anti-Ubcl3 Ak, ergab sich keine durch
MMS-Behandlung bedingte Verdnderung der Ubcl3-Level (siche Abbildung 11, unten).
Dies trifft auch fiir die p53-profiziente Burkitt-Zelllinie P493.6 zu, was erneut eine
Abweichung zu den bereits beschriebenen Daten anderer Arbeitsgruppen darstellt, in denen
bei DNA-Schidigung von p53™* HCT-Zellen die Ubcl3-Level in Abhingigkeit von p53
reduziert wurden (Laine et al., 2006). Dies konnte auf Unterschiede in den verwendeten

Zellsystemen oder einer schlechteren Induktion von p53 durch MMS zuriickzufiihren sein.

422  PCNA-Ubiquitinierung in p53** und p53”™ HCT-116-Zellen

Daher wurde die Induktion von p53 im HCT-116 Zellsystem, einem genetisch genau
definierten und sehr gédngigen Modellsystem zur Untersuchung von p53-Effekten,
durchgefiihrt. Durch einen kompletten knockout von p53 sind bei der Generierung dieser
Zellen aus urspriinglich p53 profizienten HCT-116-Zellen p53” HCT-116-Zellen
hergestellt worden, in welchen p53 nicht mehr exprimiert werden kann (Vogelstein und
Kinzler, 1992). Die Zellen werden im Folgenden als p53™" sowie p53” HCT-Zellen

bezeichnet.
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Dem Zelltyp entsprechend lieBen sich bei den von uns durchgefiihrten Experimenten in
p53™* HCT-Zellen durch die Behandlung mit radioaktiver Strahlung (IR) sowohl p53 als
auch dessen Effektormolekiil p21 induzieren (Abbildung 12A, p53 und p21, rechte Seite).
Dies bleibt wie erwartet bei der Behandlung von p53”" HCT-Zellen aus, da hier p53
komplett ausgeschaltet worden ist (Abbildung 12A, p53 und p21, linke Seite).

A HCTp53- [HCTp53#+ B HCT p53+| HCTp53++
uv uv
IR @ 061224 |0 06 12 24 0 il | (il
S el e
T ———— | ———— ch13 — - - -_—— e e
. e - - l“"‘ s a
Bl .. e
. PCNA R -
E=EENS o “"'_TPonceau?”‘:S: 3

Abbildung 12: Western Blot Analyse von IR-sowie UV-bestrahlten HCT p53” und HCT p53** Zellen

A) HCT p53” und HCT p53™" Zellen wurden mit IR bestrahlt und nach 0, 6, 12 und 24 Stunden Regeneration
bei 37 Grad mittels Western Blot analysiert. Zudem sind unbehandelte Zellextrakte eines anderen,
vergleichbaren Experiments dargestellt (). B) Unbehandelte sowie mit aufsteigenden UV-Dosen behandelte
HCT p53” und HCT p53™* Zellen: 20, 200, 500 und 1000 J/m’. Aufgrund einer kleinen UnregelmiBigkeit
beim Gellauf sind die p53-Banden von Bahn 2 und 3 auf der rechten Seite des Blots miteinander vereint, doch
ist trotzdem eine Induktion von p53 erkennbar.

Beide Membranen wurden mit Antikdrpern gegen p21, p53, Ubcl13 und PCNA inkubiert. Der schwarze Pfeil
deutet auf monoubiquitiniertes PCNA bei ca. 40 kDa, der graue Pfeil markiert die spezifische p21-Bande. Als
Ladekontrollen sind die Ponceau-Farbungen dargestellt.

Die Ubcl3-Proteinmenge nach IR-Behandlung p53-profizienter Zellen nimmt wie bereits
in der Literatur beschrieben (Laine et al., 2006), 24 h nach IR-Behandlung ab (Abbildung
12A, rechte Seite, Ubc13). Es ist hier keine Forderung der PCNA-Monoubiquitinierung
durch die Induktion von p53 zu erkennen, wie sie kiirzlich in der Literatur beschrieben
worden ist (Avkin et al., 2006). Die IR-Behandlung p53 profizienter HCT-Zellen fiihrt
sogar zur Abnahme der PCNA-Monoubiquitinierung (Abbildung 12A, rechte Seite, PCNA
Inkubation). Dies ist eventuell dem bereits hohen Grundlevel an Monoubiquitinierung in

unbehandelten Zellen zuzuschreiben. Vor allem konnte dies durch die Art der
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Schadensinduktion iiber IR-Behandlung bedingt sein, die bei diesen Versuchsreihen
eingesetzt wurde. Daher sollte als néchstes die Ubiquitinierung nach UV, die Methode der
Schadensinduktion wie sie bereits in der Publikation verwendet wurde (Avkin et al., 2006),
untersucht werden.

Auch nach UV-Behandlung wird entsprechend dem Zellstatus der HCT-Zellen sowohl p53
als auch dessen Effektormolekiil p21 induziert (Abbildung 12B, p53 und p21 Inkubation).
Die UV-Behandlung hat sowohl in p53-profizienten als auch in p53-defizienten HCT-
Zellen keinen Einfluss auf die Ubc13-Level (Abbildung 12B, Ubc13). Auch gibt es keine
Regulation der PCNA-Monoubiquitinierung in Abhdngigkeit vom p53-Status (Abbildung
12B, PCNA). Damit scheint die Regulation der PCNA-Monoubiquitinierung in HCT-
Zellen anders zu verlaufen als in Lungenkrebszellen oder Osteokarzinomzellen (Avkin et

al., 2000).

4.2.3 Untersuchungen zur Regulation von Ubc13 in Vertebraten

Die Polyubiquitinierung von PCNA aktiviert in Vertebraten und Hefen einen Pfad, der die
Zellen vor Mutationen schiitzt, die durch den alternativen Pfad der Reparatur mit TLS-
Polymerasen entstehen wiirden (Chiu et al., 2006). Es wurde bereits in Hefen gezeigt, dass
dieser Wechsel, der durch die Behandlung mit einem DNA-schddigenden Agenz induziert
wird, auch die Menge des beteiligten E2-Enzyms (Ubc13) beeinflussen kann (Xiao et al.,
2000). In Vertebraten ist dies jedoch noch nicht beschrieben worden.

4.2.3.1 Versuche zur Induzierbarkeit von Ubc13 durch MMS

Daher wurden DT40Crel-Zellen iiber mehrere Stunden mit MMS behandelt und der
Einfluss auf das Protein Ubcl3 durch Western Blot untersucht. Fiir beide eingesetzten
Konzentrationen der Droge blieb die Menge an Ubc13 auch nach langen Inkubationszeiten
von bis zu 8 h relativ konstant, sofern geringe Beladungsunterschiede beriicksichtigt
werden (Abbildung 13). Auch bei mehrfacher Wiederholung dieses Experiments konnte
Ubc13 nicht durch MMS induziert werden, so dass wir im nichsten Schritt ein Enzym zur
Schadensinduktion eingesetzt haben, das in B-Zellen aufgrund seiner Schliisselfunktion in
grofBeren Mengen vorkommen und daher in Hinblick auf die Biologie von B-Zellen zu

aussagekriftigeren Ergebnissen fiihren konnte.
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Abbildung 13: Western Blot Analyse von DT40Crel-Zellen nach Behandlung mit MMS

Western Blot Analyse von unbehandelten DT40Crel-Zellen sowie nach Behandlung mit 0,02 % MMS und
0,04 % MMS fiir 2h, 4h, 6h und 8h. Die Membran wurde mit einem anti-Ubc13 Ak und einem anti-Tubulin
Ak inkubiert. Zudem ist die Ponceau-Féarbung dargestellt.

4.2.3.2 Versuche zur Induzierbarkeit von Ubc13 durch AID

AID ist als Keimzentrumsfaktor beschrieben, der in reifen B-Zellen in hohen Mengen
exprimiert wird und durch seine Cytidindeaminase-Aktivitdt Ldsionen in die DNA
einfiithren kann (Muramatsu et al., 1999). Durch parallel ablaufende Prozesse werden diese
weiter modifiziert und kdnnen zu verschiedenen Endprodukten fiihren (Rada et al., 2004).
Jiingst ist es gelungen eine Beteiligung des Rad6-Weges bei der Regulation der SHM in
DT40-Zellen experimentell zu belegen (Arakawa, 2006; Bachl et al., 2006).

Um zu untersuchen, ob bei dem Prozess der SHM durch eine Uberexpression von AID der
fehlerfreie Pfad des Rad6-Weg induziert wird, wurden aus DT40AID™"-Zellen zwei stabile
DT40-Einzelzellklone (EZK) generiert, in denen sich AID konditional bei
Doxycyclinzugabe iiberexprimieren lisst. Zudem wurde eine Kontrollzelllinie hergestellt,
in der statt AID Luciferase tiberexprimiert werden kann. AnschlieBend wurden die Zellen
per Western Blot Analyse auf die Induktion von AID, Menge an Ubcl3 sowie PCNA-
Ubiquitinierung hin untersucht. Abbildung 14 zeigt, dass in beiden EZK ab einer
Inkubationszeit von sechs Stunden mit Doxycyclin ein gutes Expressionslevel fiir AID
erreicht werden kann. In der Luciferase-Kontrolle 1dsst sich dagegen, wie erwartet, kein
AID-Protein detektieren.

Die AID-Uberexpression scheint keinen Effekt auf die Menge an Ubc13 oder den Grad an
PCNA-Ubiquitinierung zu haben (Abbildung 14, Ubcl3 und PCNA). Da die SHM
eindeutig von AID initiiert und durch den Rad6-Weg reguliert wird, hitte man einen
Anstieg der Monoubiquitinierung erwartet. Doch konnte die Menge von AID-induzierten

Schéden evtl. nicht ausgereicht haben, um Effekte auf Proteinebene nachzuweisen.
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Abbildung 14: AID-Uberexpression in verschiedenen DT40-Einzelzellklonen

Western Blot Analyse von zwei verschiedenen DT40-Einzelzellklonen die AID konditional iiberexprimieren
konnen und der zugehorigen Luc-Kontrolle nach Dox-Behandlung. Die Membran wurde mit einem
Antikorper gegen Ubc13, AID, PCNA sowie Tubulin als Ladekontrolle inkubiert.

<: monoubiquitiniertes PCNA

4.2.4  Untersuchungen zur Korrelation der SHM mit der Expression von Ubc13,
Rad18 und Rad6

Zellen mit hoher Rate an SHM ziehen die fehlerhafte Reparatur der fehlerfreien Reparatur
vor, um moglichst viele Mutationen im Ig-Locus zu induzieren. Daher wurden verschiedene
humane Zelllinien, die im Vorfeld durch ihre unterschiedliche Aktivitdit fir SHM
charakterisiert worden sind (H. Scheller, Doktorarbeit), auf einen potentiellen Einfluss der
Expression der wichtigsten Mitglieder des Rad6-Weges untersucht.

Nalmé6, 721, Ereb2-5, P493.6, DG75 BL70 und BJAB-Zellen wurden als nicht
hypermutierende Zelllinien beschrieben, wihrend fiir P3HR1, HH514, Mutu, Mutulll,
BL100, BL60 sowie Raji-Zellen eine SHM-Aktivitit nachgewiesen werden konnte. Mittels
einer Western Blot Analyse wurden die Proteinlevel von Rad6, Radl8 und Ubcl3
untersucht (siche Abbildung 15).

Die Untersuchung der Proteinmengen von Ubcl3 und Rad6 ergaben zwar fiir einzelne
Zelllinien auf den ersten Blick Unterschiede, doch ist dies wahrscheinlich eher auf einen
Randeffekt des Western Blots oder eine ungleiche Beladung zuriickzufiihren und zeigt
keine Korrelation mit der SHM-Aktivitdt (Abbildung 15, Tubulin und Ponceau). Durch die

Inkubation mit einem anti-Rad18 Ak liel sich nur eine vage Aussage machen, da das
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Signal insgesamt relativ schwach ist. Jedoch konnte in einer unabhéngigen Untersuchung
des Einflusses der SHM auf Radl8 kein Unterschied festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Daher lassen sich aus dieser Western Blot Analyse keine allgemein giiltigen
Aussagen des Einflusses der SHM auf Rad6, Rad18 oder Ubc13 ableiten.

Es wurden zudem mRNA-Analysen von verschiedenen Burkitt-Zelllinien mit einer
quantitativen real-time PCR durchgefiihrt, um eine potentielle Beeinflussung von Ubc13
auf mRNA Ebene nachzuweisen. Auch hier konnten keine klaren Unterschiede in der
Ubc13-mRNA-Expressionsrate, die sich auf unterschiedliche SHM-Aktivititen zuriick-

fiihren lassen, aufgezeigt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 15: Western Blot Analyse verschiedener Burkitt-Zelllinien

Western Blot Analyse von sieben hypermutierender Zelllinien (+) sowie sieben nicht hypermutierender
Zelllinien (-). Die Membran wurde mit einem Antikdrper gegen Ubcl3, Radl8, Rad6 sowie Tubulin als
Ladekontrolle inkubiert. Zudem ist die Ponceau-Farbung dargestellt.

In den von uns durchgefiihrten Analysen zu potentiellen Regulationswegen liell sich weder
eine eindeutige Beeinflussung der Ubiquitinierung durch die Aktivitét fiir SHM noch durch
p53-Induktion aufzeigen. Auch eine Regulation einzelner Mitglieder des Rad6-Weges
durch DNA-Schéiden, AID oder SHM-Aktivitdt konnte nicht belegt werden.
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4.3 Funktionelle Analyse von Ubc13 bei der Ig-Diversifizierung in
DT40-Zellen

4.3.1 Inaktivierung eines Ubc13-Allels in DT40Cre1-Zellen

Bei kompletter Inaktivierung der Ubiquitinligase Radl8 konnte bereits in unserer
Arbeitsgruppe eine Verringerung der SHM-Rate in DT40-Zellen nachgewiesen werden
(Bachl et al., 2006). Damit ist klar, dass der Rad6-Weg fiir die Regulation der SHM von
Bedeutung ist, jedoch konnte noch nicht gekldrt werden, welche Art der PCNA-
Ubiquitinierung dafiir erforderlich ist. Im nichsten Schritt sollte der Einfluss des Pfades,
der tiber PCNA-Polyubiquitinierung gesteuert wird, bei der Ig-Diversifizierung bzw. DNA-
Reparatur genauer untersucht werden. Da die daran beteiligte E3-Ligase zu diesem
Zeitpunkt noch nicht identifiziert war, wurde die Funktion des beteiligten E2-Enzyms
Ubc13 néher bestimmt. Dazu sollte Ubc13 in DT40-Zellen gerichtet inaktiviert werden.
Daher wurde ein Ubcl3-targeting-Vektor generiert, welcher durch seine homologen
Bereiche am 3" und 5'Arm stabil in den genomischen Ubcl3-Lokus von DT40-Zellen
integrieren kann (Abbildung 16A). Bei Integration dieses Konstruktes wird die komplette
genetische Information von Exon 2, 3 und teilweise Exon 4 durch die Resistenzkassette des
Vektors ersetzt, wodurch ein Allel des endogenen Ubc13-Gens ausgeschaltet wird, sowie
die Zellen resistent gegen das Antibiotikum werden. Gleichzeitig kann bei Integration des
targeting-Vektors, dieser liber dabei eingefiihrte zusitzliche Sequenzen anhand eines 2500
bp grofen PCR-Produktes nachgewiesen werden (Abbildung 16A, rote Pfeile).

Die Inaktivierung des ersten Ubcl3-Allels konnte so mit einer hohen Effizienz erreicht
werden, so dass mehrere DT40-Einzelzellklone entstanden sind, die das Konstrukt stabil in
thr Genom integriert und damit im Vergleich zur parentalen Crel-Zelllinie weniger Ubc13-
Protein exprimiert haben (Ubc13"-Klone). Die Inaktivierung des zweiten Ubcl3-Allels
sollte durch einen targeting-Vektor mit einer Resistenzkassette gegen ein weiteres
Antibiotikum durchgefiihrt werden, war aber trotz vieler experimenteller Ansétze nicht
erfolgreich. Allerdings zeigten Ubc13*"-Klone bereits in ersten Analysen eine deutlich
verringerte Rate an Ig-Genkonversion (GC), so dass zur genauen Untersuchung dieses
Effektes ein komplettes experimentelles Zellset im genetischen Crel-Hintergrund generiert

Ig-GC

wurde (im folgenden Zellset genannt).

Dazu wurde in zwei unabhingigen Ubc13*"-Klonen durch Transfektion mit einem von

loxP-Stellen flankierten cDNA-Uberexpressionsvektor (Arakawa et al,, 2001) Ubcl3

+/-R

wieder rekonstituiert (Ubc13 " -Klone). Mit der Rekonstitution wurden die Zellen resistent
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126C wurde zuniichst durch PCR auf die

gegen Mycophenolsdure. Das so generierte Zellset
gerichtete Integration des Ubcl3-Konstruktes sowie auf das Vorhandensein des Ubc13-
Uberexpressionsvektors iiberpriift. Abbildung 16B zeigt fiir die beiden Ubc13"-Klone und
Ubc13"®-Klone eine klare Bande bei ca. 2500 bp, welche die gerichtete Integration des
Ubc13-Konstruktes bestitigt. Diese Bande ist bei den untransfizierten, parentalen Crel
sowie AID”" Zellen wie erwartet nicht nachweisbar. In Abbildung 16C ist das Produkt der
cDNA-Expressionskassette fiir Ubc13 als deutliche Bande bei ca. 500 bp in den beiden
rekonstituierten Klonen und bei der Positivkontrolle der PCR, dem zur Uberexpression
verwendeten Plasmid, zu erkennen. Diese Bande ist bei den nicht rekonstituierten Zellen,
Ubc13™-Klon1 und Klon2 sowie in der Kontrolle nicht detektierbar.

Zusiétzlich wurden die generierten Zelltypen durch eine Southern Blot Analyse auf
gerichtete Integration des targeting-Vektors in das erste Ubc13-Allel kontrolliert. Dies war
durch die Einfithrung einer zusétzlichen Schnittstelle des Enzyms PsfI moglich, die das
Produkt der DNA-Spaltung mit Ps¢l von 3,4 kbp auf 4,2 kbp erhoht hat (Abbildung 16A,
PstT). Auch hier erkennt man eine deutliche zweite Bande fiir die Zelltypen Ubc13™ und
Ubcl13™™® die bei den Crel-Zellen und AID"-Zellen fehlt und somit die gerichtete
Integration in das endogene Ubc13-Allel beweist (Abbildung 16D).

Neben dem Nachweis des targeting-Vektors auf genetischer Ebene wurde das Zellset durch
Western Blot Analyse auf unterschiedliche Protein-Expressionslevel fiir Ubc13 untersucht.
Durch den Einsatz dieser Methode konnte gezeigt werden, dass die Ubc13-Proteinlevel in
den beiden heterozygoten Zellklonen reduziert werden (Abbildung 16E). Durch
Rekonstitution mit dem Uberexpressionsvektor nimmt die Menge des exprimierten Ubc13-
Proteins wieder deutlich, aber im unterschiedlichen Ausmal, zu (Abbildung 16E). Dies
konnte dadurch bedingt sein, dass der Uberexpressionsvektor in den beiden Ubcl3"™® -
Klonen an verschiedenen Stellen im Genom integriert hat, die transkriptionell

unterschiedlich gesteuert werden, oder eine unterschiedliche Kopienzahl des

Uberexpressionvektors vorhanden ist.
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Genomischer Ubc13-Lokus in DT40 Cre1-Zellen
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Abbildung 16. Inaktivierung des ersten Ubc13-Allels in DT40Crel-Zellen

A) Schematische Darstellung des endogenen Ubcl3-Lokus in DT40-Zellen und des verwendeten Ubcl3-
targeting-Vektors zum knockout des ersten Ubcl3-Allels; B) Nachweis der gerichteten Integration in das
erste Ubc13-Allel durch PCR; C) Nachweis des Ub13-Uberexpressionsvektors durch PCR; D) Uberpriifung
des Zellsets'®“® durch Southern Blot Analyse nach Spaltung mit Pstl. Durch das fargeting erhéht sich das
Produkt von 3,4 kbp auf 4,2 kbp; E) Uberpriifung der Ubc13-Expressionslevel im generierten Zellset'®
durch Western Blot Analyse. Inkubationen der Membran mit einem Antikdrper gegen Ubcl3, AID und der
Ladekontrolle Tubulin sind dargestellt.
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4.3.2 Rolle von Ubc13 bei der Ig-Genkonversion

DT40Crel-Zellen besitzen in den VJ-lambda Gensegmenten der leichten Kette ihrer Ig eine
Insertion von einer Base. Dies fiihrt zu einer Leserasterverschiebung, wodurch diese Zellen
keinen IgM-Ak mehr auf ihrer Oberfliche exprimieren konnen (IgM"*%-Zellen) (Buerstedde
et al., 1990). AuBBerdem fithren DT40Crel-Zellen konstitutiv Ig-Genkonversion durch, was
zu einer genetischen Rekombination der VJ-Gensegmente mit Bereichen der 25
vorhandenen Pseudogene der leichten Kette fiihrt, die alle weiter oberhalb im Genom
liegen. Dadurch kann die Leserasterverschiebung aufgehoben werden (siehe Abbildung
17A) und es entstehen B-Zellen, die wieder den Oberflichen-Ak IgM exprimieren (IgMP**-
Zellen). Dies ermdglicht es, im DT40Crel-System die Ig-Genkonversionsrate mit Hilfe
eines anti-IgMprc Ak zu visualisieren. Um durch den Einsatz dieser Methode alle
Genkonversionsereignisse detektieren zu konnen, ist es erforderlich von einer anfangs
IgM"™&-Population auszugehen (Buerstedde und Takeda, 1991).

Zur Untersuchung der Rolle von Ubcl3 bei der Ig-GC wurden aus den IgM"*:-

Zellfraktionen aller Zelllinien des Zellsets'® ¢

jeweils 25 EZK generiert und diese nach
sechswochiger Kultivierung analysiert. Abbildung 17B zeigt einzelne, repridsentative
FACS-Bilder der verschiedenen Zelltypen die in Abbildung 17C als Ubersicht aller EZK
bis zu einer Maximalrate von 15% IgMP*-Zellen graphisch zusammengefasst sind. Wie
erwartet, besitzt die parentale Zelllinie DT40Crel, die in der Literatur als Zelltyp mit hoher
Genkonversionsrate beschrieben ist (Buerstedde et al., 1990), den groBten Anteil an I[gMP**-
Zellen der durchschnittlich bei ca. 4 % liegt. Der Zelltyp AID”, der in diesem Experiment
als Negativkontrolle fungiert, besitzt hingegen im Mittel einen Prozentsatz von ca. 0,5 %
[gMP*-Zellen. Da die Ig-GC als Prozess beschrieben wurde, der ohne AID nicht initiiert
werden kann (Arakawa et al.,, 2002), ist diese geringe Restrate von knapp iiber 0 %
wahrscheinlich auf eine unspezifische Fiarbung des zur Analyse verwendeten Ak

P9S_Zellen zwischen

zuriickzufiihren. Die eindeutige Verringerung des Anteils an IgM
Positivkontrolle und Negativkontrolle ist auch bei der graphischen Darstellung der FACS-
Daten deutlich zu erfassen. Zusitzlich ist auch in den beiden Ubcl3™-Klonen eine
deutliche Reduktion des Anteils an IgMP*-Zellen mit 1,4 % fiir Klon 1 und 1,5 % fiir Klon

2 gegeniiber Crel-Zellen zu sehen.
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Abbildung 17: Ig-Genkonversionsassay mit dem Zellset's “

A) Schema der Ig-Genkonversion in DT40Crel-Zellen. Details siehe Text; B) Reprisentative FACS-Daten
jeweils eines EZK der Zelllinien DT40Crel, AID™, Ubc13™-Klon 1 und Klon 2 sowie beider Ubc13™®-
Klone; C) Fiir einen besseren Uberblick der Daten aus dem Ig-Genkonversionsassay sind alle EZK bis
maximal 15 % IgMP*-Zellen dargestellt. Zudem wird der Mittelwert gezeigt und die Daten wurden statistisch
ausgewertet. Ein EZK des Zelltyps Ubc13”® Klon 1 lag bei 21% IgMP* Zellen und ist daher nicht abgebildet.
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Diese Reduktion zeigt sich auch bei statistischer Auswertung der Gesamtdaten des Assays
mit einem student’s t-test. Dieser ergibt bei Vergleich von Crel mit AID” sowie bei
Vergleich von Crel mit beiden heterozygoten Klonen einen Wert von p<0,003 und kann
somit als statistisch hoch signifikant eingestuft werden (Abbildung 17C, mit = markiert).
Der Effekt wird durch die Rekonstitution von Ubc13 mit einem Anteil an IgMP*-Zellen
von 3,6 % fiir Klon 1 und 2,4 % fiir Klon 2 klar abgemildert. Auch der statistische Abgleich
von Crel und den beiden rekonstituierten Klonen kann verdeutlichen, dass zwischen diesen
Zelltypen kein signifikanter Unterschied existiert (p>0,5, Daten nicht dargestellt).
Zusammengefasst zeigt dies, dass die Dosis von Ubcl3 fiir die Rate an Ig-GC von
Bedeutung ist.

Um die FACS-Daten des Ig-Genkonversionsassays auf Genomebene zu iiberpriifen,
wurden DNA-Sequenzanalysen durchgefiihrt. Durch ldngere Kultivierung aller Zelltypen
wurde dazu zunichst der Anteil an IgMP*-Zellen in den EZK erhoht, so dass mehr Ig-
Genkonversionsereignisse pro Sequenzierung untersucht werden konnten. Dann wurde der
VJ-Abschnitt eines reprasentativen EZK pro Zelltyp per PCR amplifiziert und in einen
Vektor kloniert um mit dessen Hilfe in Bakterien vermehrt und als einzelne Subklone
sequenziert zu werden. Diese erfolgte mit dem Primer A2 nach der ABI BigDye Kit Version
3.1-Methode auf einem Kapillarsequenzer und lieferte gute Sequenzdaten fiir einen Bereich
bis ca. 900 bp unterhalb der Primerbindestelle (sieche Schema in Abbildung 18A). Die
Sequenzen wurden anschlieBend mit dem Programm Clustal W miteinander abgeglichen,
und ergaben nur Unterschiede im CDRI1-Bereich (complementarity determining regions),
einer hypervariablen Region von Ak. Es wurden je 24 Sequenzen des Zelltyps Crel, AID ™,
Ubc13™-Klon 1 und Ubc13™-Klon 2 analysiert.

Abbildung 18B zeigt ganz oben einen Ausschnitt aus der Keimbahnsequenz von Crel-
Zellen. Rot markiert ist die Leserasterverschiebung, die dazu fiihrt, dass die Zellen IgM"™®
sind. Darunter sind die Sequenzen des CDR1-Bereichs der verschiedenen Crel-Subklone
abgebildet, welche durch Sequenzabgleich mit den publizierten DT40-Pseudogenen
(Reynaud et al, 1987) demjenigen zugeordnet werden konnten, mit dem eine
Rekombination am wahrscheinlichsten stattgefunden hat. In 10 von insgesamt 24
untersuchten Sequenzen konnten durch Abgleich mit der Keimbahn Ig-GC-tracts
nachgewiesen werden, die in Abbildung 18B dem entsprechenden Pseudogen zugeordnet
sind. Dies entspricht einer [g-GC Rate in Crel-Zellen von 42 % und stimmt mit dem Anteil
an [gMP*-Zellen laut FACS-Firbung iiberein. Wie erwartet, konnten fiir den Zelltyp AID™

in allen 24 untersuchten DNA-Sequenzen keine /g-GC-tracts nachgewiesen werden. Damit
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konnten PCR-Fehler bei der zur Sequenzierung durchgetfiihrten Klonierung weitestgehend
ausgeschlossen werden. Die beiden heterozygoten Klone zeigten bei Sequenzabgleich von
24 Subklonen mit der Keimbahn jeweils eine verdnderte Sequenz. Beim Ubc13™-Klon 1
lieB sich lediglich eine Duplikation aus dem Bereich vor der CDR1-Region feststellen,
welche als Nebenprodukt der HR bei der Ig-Genkonversion entstanden sein konnte
(Goossens et al., 1998). Beim Ubc13™-Klon 2 wurde wahrscheinlich mit dem Pseudogen
Yyi4 rekombiniert. Die Ig-GC Rate fiir die Subklone dieses Zelltyps entspricht laut
Sequenzdaten 4,2 % und passt gut zu den FACS-Daten.

Die durchgefiihrten Ig-GC FACS-Assays sowie die prozentual bestimmten Anteile an /g-
GC-tracts, die anhand der Sequenzdaten ermittelt werden konnten, zeigen beide
unabhingig voneinander, dass die Ubc13-Proteinmenge in DT40-Zellen den Prozess der Ig-

GC substanziell beeinflusst.

........... L L V)\ J)\ C)\
: inton [P B R
: JC Intron
seudogene CDR1 CDR2 CDR3
B Wahrscheinlichstes ~ Auftreten

Pseudogen

DT40Cre1 Subklone

TCCGGGGGTGGCAGCTACIGCTGGAAGTTACTATTATGGCTGGTACCAGCAGAAGTCTCCTGGCAGTGCCCCTGTCACTG Keimbahn CDR1-Lokus

T yvs (5)
GGTAGCAG[. JAGCTAC Yvs5 (2)
—————— AGTAGTGGCAGCL ] YV7 + Wv14 (1)
GGTAGC YV5 oder $V10 (1)
TAT Yv4 (1)
unverandert (14)

AID”" Subkione

TCCGGGGGTGGCAGCTACIGCTGGAAGTTACTATTATGGCTGGTACCAGCAGAAGTCTCCTGGCAGTGCCCCTGTCACTG Keimbahn CDR1-Lokus

unverandert (14)

Ubc13*"-Klon1 Subkione

TCCGGGGGTGGCAGCTACIGCTGGAAGTTACTATTATGGCTGGTACCAGCAGAAGTCTCCTGGCAGTGCCCCTGTCACTG Keimbahn CDR1-Lokus

TCCGGGG Duplikation (1)
ﬂTCAAGATCACCTGCTCCGGG (aus Bereich vor CDR1)

unverandert (23)

Ubc13™"-Kion2 Subkione
TCCGGGGGTGGCAGCTACHGCTGGAAGTTACTATTATGGCTGGCACCAGCAGAAGTCTCCTGGCAGTGCCCTTGTCACTG | Keimbahn CDR1-Lokus

--T CAGCTATAGC wv14 1)

unverandert (23)

Abbildung 18: DNA-Sequenzanalyse des Bereichs CDR1 der EZK aus dem Ig-Genkonversionsassay

A) Schematische Darstellung des VJ;-Lokus in DT40-CrelZellen mit der Primerbindestelle fiir V,.

B) Vergleich der DNA Sequenzen von je 24 Klonen der Zelltypen DT40Crel, AID™, Ubc13*"-Klon 1 und
Klon 2. Zudem ist das wahrscheinlichste Pseudogen, das in den VJ-Lokus rekombiniert hat, und die
Haufigkeit des Auftretens dieser Sequenz vermerkt.
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4.3.3 Einfluss von Ubc13 auf Proliferation und DNA-Reparatur

Um auszuschlieen, dass der Effekt von Ubc13 bei der Ig-GC auf Proliferationunterschiede
zwischen den einzelnen Zelltypen zuriickzufiihren ist, wurden die Zelllinien des Zellsets '
9C auf potentielle Unterschiede in der Proliferation hin untersucht.

Dazu wurde ein Proliferationsassay auf Grundlage des Farbstoffes Carboxyfluorescein
Diacetat (CFDA) verwendet. CFDA ist in seiner Grundform ein nicht fluoreszierender
Farbstoff, welcher aufgrund seiner chemischen Struktur in Zellen hinein diffundieren kann
(Quah, 2007). Beim Eindringen des Farbstoffes wird dieser chemisch modifiziert, was dazu
fiihrt, dass der griin fluoreszierende Farbstoff Diacetat Succinimidyl Ester (kurz CFSE)
entsteht, der eine geringe Membranpermeabilitdt aufweist und damit in den Zellen erhalten
bleibt. Man geht davon aus, dass die Zellen durch CFSE irreversibel gefarbt werden und
das der Farbstoff bei jeder Zellteilung gleichméBig auf die beiden Tochterzellen verteilt
wird, so dass die Abnahme der Fluoreszenz als Mall zur Bestimmung der
Proliferationsgeschwindigkeit verwendet werden kann.

Alle Zelltypen wurden im Anschluss an die Farbeprozedur per FACS-Analyse untersucht
um den initialen Zustand nach der Férbung festzuhalten. Durch wiederholte FACS-
Analysen in den darauf folgenden Tagen konnte die Fluoreszenzverdnderung iiber die Zeit
ermittelt werden. Als Fluoreszenzmal3 diente dabei die mittlere Fluoreszenzintensitit
(MFI), die mit der Software Cell Quest erstellt werden konnte. Fiir die Auswertung wurden
nur die Fluoreszenzdaten oberhalb der Eigenfluoreszenz des jeweiligen Zelltyps
berticksichtigt, deren Bestimmung mittels einer ungefarbten Probe erfolgte (Daten nicht
gezeigt). Abbildung 19 zeigt die graphische Auftragung der MFI-Werte in Abhdngigkeit
von der Zeit in Stunden. Durch Interpolation der Datenmesspunkte wurden die jeweiligen
Exponentialfunktionen mit Excel ermittelt (Abbildung 19, unten links), die fiir alle
untersuchten Zelltypen eine dhnliche Abnahme der Fluoreszenz zeigen. Die Exponenten
dieser Funktionen, die der Konstante k entsprechen, konnten zur Berechnung der

Proliferationsgeschwindigkeiten vp in die folgende Gleichung eingesetzt werden:

v, =—%-ln [%]

vp:= Proliferationsgeschwindigkeit; k:= Exponent der Funktionswerte f (y) aus Abbildung 19
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Abbildung 19: Proliferationsassay von DT40Crel, Ubc13"~ Klon 1 und 2 und Ubc13"® Klon 1 und 2

Die Fluoreszenz ist in Abhingigkeit der Zeit in Form einer Exponentialfunktion dargestellt. Die zugehorigen
Gleichungen sind unten links abgebildet. Es werden DT40Crel, Ubc13™ Klon 1 und 2 sowie Ubc13"® Klon
1 und 2 miteinander verglichen.

Tabelle 1 zeigt alle berechneten Proliferationsgeschwindigkeiten in der Ubersicht. Es ist
kein nennenswerter Unterschied zwischen den einzelnen Zelltypen zu erkennen, was zeigt,
dass die Unterschiede in der Ig-GC Aktivitit nicht auf Proliferationsunterschiede
zurlickzufiihren sind, sondern der Ig-GC Mechanismus durch die Proteinmenge an Ubc13

reguliert wird.

Tabelle 1:Ubersicht iiber die berechneten Proliferationsgeschwindigkeiten

Zelltyp Crel Ubc13"" Ubcl3*" Ubc13" R Ubc13"™®
Klonl Klon2 Klonl Klon2
Proliferationsgeschwindigkeit 11,6 h 11,0h 10,8 h 11,0h 11,0h

Zudem wurde untersucht, ob die Ubcl3-Dosis das Uberleben der Zelltypen nach
Behandlung mit DNA-schiddigenden Agenzien beeinflusst. Aufgrund von Vorexperimenten
unserer Arbeitsgruppe wurde dazu der Methylzellulose-Uberlebensassay (methylcellulose
survival assay: MCSA) mit der Droge Cisplatin, der fiir Zellen mit defekter HR-Aktivitit
einen Uberlebensnachteil aufzeigen kann, durchgefiihrt (Protokoll abgeiéndert nach
Buerstedde und Takeda, 2006). Hierfiir wurden erneut die Zelltypen des Zellsets'® 9 sowie
DT40Rad18"-Zellen als Kontrolle zur Wirkung von Cisplatin eingesetzt. Die Zellen

wurden zundchst mit fiinf verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin flir zwei Stunden
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behandelt, um dann auf Methylzellulose ausplattiert zu werden. Um diese Ergebnisse
statistisch besser auswerten zu konnen, geschah dieser Ansatz in drei verschiedenen
Verdiinnungsstufen pro Zelltyp und wurde jeweils doppelt angesetzt. Nach einer Woche
wurden die entstandenen Kolonien pro Well ausgezihlt und nach Einbeziehung der
jeweiligen Verdiinnungsstufe als absolute Zellzahlen miteinander verglichen.

Bei der Darstellung des Uberlebens in Abhiingigkeit von der Cisplatin-Konzentration sicht
man wie erwartet einen deutlichen Phénotyp bei Rad18"-Zellen. Alle anderen Zelltypen
verhalten sich gegeniiber einer Cisplatinbehandlung dhnlich sensibel (Abbildung 20).
Damit scheinen die beiden Heterozygoten Zelllinien, Ubc13™” Klon 1 und 2, keine
Beeintrachtigung der HR-Rate zu haben, die die Schadenstoleranz der Zellen substantiell
beeinflusst. Dass sich die heterozygoten Zellen aber, wie zuvor gezeigt, durchaus in ihrer
Aktivitdit fiir die Ig-GC unterscheiden, konnte darin begriindet sein, dass ein GC-
spezifischer Prozess betroffen ist, oder aber die Ig-GC sensitiver als die HR gegeniiber
verschiedenen Ubcl3-Level reagiert. Auch ein erhdhter Anteil an Ubcl3, wie bei
Ubc13™ ® Klon 2 scheint die Reparaturkapazitit der Zellen nicht zu verindern. Dies konnte
evtl. durch andere regulatorische Proteine, welche die Funktionsweise von Ubcl3

gegenregulieren konnen, wie z.B. deubiquitinierende Proteine, bedingt sein.

100

10

\k
1 Cre1

—#— Ubc13 +/- Klon1

—a&— Ubc13 +/- Klon2
Ubc13 +/-R Klon1
\I —%— Ubc13 +/-R Klon2
—e— Rad18-/-
0,01 ‘ ‘ ; ‘ ‘ ‘ \ \

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Cisplatin [uM]

0,1

relative Anzahl an Kolonien[ %]

Abbildung 20: MCSA-Methylzelluloseassay

MCSA-Methylzelluloseassay nach Cisplatinbehandlung von DT40Crel, Ubc13™ Klon 1 und 2 , Ubc13™®
Klon 1 und 2 und Radl8"-Zellen. Die relative Anzahl an iiberlebenden Kolonien ist gegen die jeweilige
Cisplatinkonzentration aufgetragen.
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4.3.4 Inaktivierung eines Ubc13-Allels in DT40W AIDR-Zellen

Damit DT40-Zellen trotz einer Stérung der Ig-Genkonversion AID-generierte Schiden
reparieren konnen, wechseln Hithner B-Zellen in einem solchen Fall oft zur SHM. Die
Sequenzdaten aus Abbildung 18 geben keine ersten Hinweise darauf, dass Ubc13™-Klone
eine erhdhte Rate an SHM besitzen, was sich durch gehéuft auftretende Punktmutationen
nachweisen liefe. Dies konnte aber dadurch bedingt sein, dass DT40-Zellen im Crel-
Hintergrund generell sehr wenig SHM durchfiihren, so dass auch ein gesteigerter Anteil
immer noch zu gering ist, um in den von uns durchgefiihrten Sequenzanalysen detektiert zu
werden. Doch existiert eine weitere DT40-Zelllinie, die sich besser zur Untersuchung der
SHM eignet, da sie AID iiberexprimiert, aber gleichzeitig iiber keine Pseudogene mehr
verfiigt, so dass diese Zellen keine Ig-Genkonversion mehr durchfiihren konnen (Arakawa
et al., 2002). Diese ist im Vorfeld von einer anderen Arbeitsgruppe generiert worden, indem
AID zunichst komplett in DT40Crel deletiert (AID”) und durch eine AID-IRES-GFP-
Kassette wieder rekonstituiert (AID®) wurde. AnschlieBend ist durch den knockout aller
Pseudogene der Zelltyp DT40% AID® hergestellt worden (Arakawa et al., 2002).

Um den Einfluss von Ubc13 auf die SHM zu untersuchen, wurden daher Ubc13™-Zellen
im genetischen W AID®-Hintergrund generiert. Dabei wurde wie bei der Inaktivierung des
ersten Ubcl3-Allels in Crel-Zellen vorgegangen (siche Abschnitt 4.3.1). Da die
Puromycin-Resistenz durch die im Vorfeld integrierte AID-Kassette schon verwendet wird,
wurde ein Ubcl3-fargeting Vektor mit einer Blasticidin-Resistenz kloniert. Zwei
voneinander unabhingige Transfektionen zur gerichteten Integration des targeting-Vektors
ergaben zwar insgesamt 65 EZK, jedoch konnte nur einer davon anhand eines 3200 bp
groffen PCR-Produktes als ¥ AID®Ubc13™-Klon bestitigt werden (Abbildung 21, rote
Pfeile). Uber die Ursache dieser geringen targeting-Effizienz kann momentan nur
spekuliert werden. Genau wie zuvor im genetischen Crel-Hintergrund wurde auch im
¥ AIDRUbc13"-Klon durch Einfiihrung eines c¢DNA-Uberexpressionsvektors Ubc13
wieder rekonstituiert (¥"Ubc13"®) und per PCR iberpriift (Abbildung 21C). Die so
generierten Zelltypen sowie die zugehorigen, parentalen Zelllinien ¥"AID® und ¥ AID™

SHM

ergaben zusammen das experimentelle Zellset™ ™ und wurden mittels Southern Blot und

Western Blot untersucht.
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Abbildung 21: Inaktivierung des ersten Ubc13-Allels in DT40%¥ AID®-Zellen

A) Schematische Darstellung des endogenen Ubcl3-Lokus in DT40%¥ AID®-Zellen und des verwendeten
Ubc13 targeting Vektors; B) Nachweis der gerichteten Integration in das erste Ubc13-Allel durch ein 3200 bp
groBes PCR-Produkt (durch Pfeil markiert); C) Nachweis des Ubl3-Uberexpressionsvektors durch PCR
anhand eines 550 bp groBen Produktes; D) Uberpriifung der generierten Zelltypen durch Southern Blot
Analyse; E) Uberpriifung der Ubcl3-Expressionslevel in den generierten Zelltypen durch Western Blot
Analyse. Inkubationen der Membran mit einem Antikorper gegen Ubc13, AID und der Ladekontrolle Tubulin

sind dargestellt.
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Bei gerichteter Integration des Konstruktes in das erste Allel entstand nach PstI-Spaltung
ein Produkt von knapp 4,8 kbp. Das Produkt der gleichen Spaltung im wt-Allel ist hingegen
nur 3,4 kbp groB3, so dass sich diese beiden Fragmente deutlich fiir die einzelnen Zelltypen
voneinander unterscheiden lassen und den heterozygoten Klon als solchen bestétigen
konnen (Abbildung 21D). Die Western Blot Analyse in Abbildung 21E kann zudem die
verringerte Expression von Ubcl3 im Klon ¥WUbcl3™ auf Proteinebene sowie die
Rekonstitution im Klon ¥ Ubc13"™ bestdtigen. Zudem wurden die Zelltypen mittels
Western Blot auf die Menge des exprimierten AID-Proteins hin untersucht. AID ist wie
erwartet im ¥ AID®-Hintergrund bedeutend héher exprimiert als im Crel-Hintergrund, so
dass man das Protein gut detektieren kann. Eigentlich sollte die Menge des exprimierten
transgenen AID-Proteins fiir alle EZK, die in diesem genetischen Hintergrund generiert
worden sind, miteinander vergleichbar sein, jedoch sind die AID-Proteinlevel leicht
unterschiedlich (Abbildung 21E, AID-Inkubation). Dies muss bei Aussagen zu potentiellen
Unterschieden der SHM-Aktivitét beriicksichtigt werden.

4.3.5 Einfluss von Ubc13 auf die somatische Hypermutation

Der somatische Hypermutationsassay in DT40 ¥ AID®-Zellen beruht auf der Entstehung
von IgM"™®-Zellen aus anfangs IgMP*®-Zellen, wobei auf genomischer Ebene
Punktmutationen in der leichten Kette der [gM-Ak eingefiihrt werden. Bei zu vielen bzw.
nonsense Mutationen kann dies zur Folge haben, dass der Antikdrper nicht mehr auf der
Oberflache der Zellen exprimiert werden kann (IgM™%-Zellen , siche Abbildung 22A).
Analog zum Ig-Genkonversionsassay (siche Abschnitt 4.3.2) kann der Prozess auf der
Oberfliche der Hiihner-B-Zellen durch Farbung mit einem anti-IgMpg-Ak und einer
anschlieBenden FACS-Analyse sichtbar gemacht werden.

Diese zeigt nach zweiwochiger Kultivierung der anfangs IgMP**-Zellen bei allen Zelltypen
bis auf DT40¥ AID" eine Population von 10-20 % IgM"*® —Zellen (Abbildung 22B). Nur
bei statistischer Analyse der parentalen Zelllinie ¥ AID® versus ¥ AID-Zellen mit Hilfe
eines student’s t-test konnte ein statistisch hoch signifikanter Unterschied in der SHM-Rate
festgestellt werden (p<0,003). Der Anteil an SHM scheint weder durch eine Verringerung

des Ubc13-Levels, noch durch eine Uberexpression von Ubc13 beeinflusst zu werden.
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Abbildung 22: Somatischer Hypermutationsassay mit verschiedenen DT40-Zellen

A) Schema der SHM in DT40¥*'""*_Zellen; B) Ubersicht aller FACS-Daten aus dem SHM-Assay von
DT40¥ AID®, W AID", ¥ Ubcl3”und ¥ Ubcl3"™® Zellen mit Mittelwert und statistischer Auswertung;
C) Mutationsanalyse von je 48 Subklonen des Zelltypes ¥ AID® sowie ¥ Ubc13™".
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Um die FACS-Daten des SHM-Assays mit einer unabhingigen Methode zu bestdtigen,
wurden Sequenzanalysen der beteiligten Zelltypen nach sechswochiger Kultivierung analog
zur Sequenzanalyse im Crel-Hintergrung durchgefiihrt. Insgesamt wurden je 48 Sequenzen
verschiedener Subklone der Zelltypen ¥ AID?, ¥ AID®Ubc13"" sowie ¥ AID" miteinander
verglichen. Die Anzahl der Mutationen wurden in jeweils 48 sequenzierten Subklonen
ausgezdhlt und ist fiir den parentalen sowie heterozygoten Zelltyp als Diagramm in
Abbildung 22C zusammengefasst. In beiden untersuchten Zelllinien kénnen tiberwiegend
Subklone mit keiner oder nur einer einzelnen Punktmutation nachgewiesen werden.
Subklone des heterozygoten Zelltyps ¥ AIDRUbc13™" (1,57 x 10° Mutationen pro bp)
weisen im direkten Vergleich mit der parentalen Zelllinie ¥"AID® (1,23 x 10~ Mutationen
pro bp) insgesamt zwar etwas mehr Punkmutationen auf, doch ist dies vor allem auf einen
einzelnen Subklon zuriickzufiihren, in dem 13 Mutationen nachgewiesen werden konnten.
Dies spiegelt sich auch in der statistischen Auswertung wieder, die keinen signifikanten
Unterschied in der Rate an SHM aufzeigt, so dass die Ubcl3-Dosis auch im Zellset™™
keinen Einfluss auf die SHM hat (p>0,05, Daten nicht gezeigt).

4.3.6 Beeinflussung der gerichteten Integration durch Ubc13-Level

Die Tatsache, dass die Ubcl3-Dosis nur den Ig-Umlagerungsprozess durch die Ig-
Genkonversion, nicht aber die SHM reguliert, hat uns zunéchst tiberrascht. Beide Prozesse
leiten sich von Lisionen ab, die durch AID eingefiihrt werden und durch weitere Enzyme
zu abasischen Stellen sowie SSB prozessiert und anschlieend tiber TLS oder HR repariert
werden. Da aber in den von uns durchgefiihrten Experimenten mit heterozygoten Ubc13-
Klonen keine Verschiebung der Reparatur in Richtung TLS festzustellen war, muss die
Reparatur der durch AID generierten Lisionen auf anderem Weg erfolgen. Da jilingst
gezeigt werden konnte, dass die Ig-GC von DSB initiiert werden kann (Tang und Martin,
2006), konnte auch in unserem Fall die DSB-Reparatur in Form von NHEJ oder HR AID-
generierte Lisionen auf eine eher fehlerfreie Art und Weise beheben. Beide Prozesse
konkurrieren miteinander, so dass die Mdglichkeit besteht, dass ein Defekt des einen
Prozesses zu einer Erhohung des anderen fiihrt. Bezogen auf den Ig-Lokus wiirde dies
bedeuten, dass die Verminderung der Ig-Genkonversion, die eine bestimmte Form der HR
darstellt, den Reparaturwerg tiber NHEJ hochregulieren konnte, der im Vergleich zur SHM
als relativ akkurat beschrieben ist (siche Einleitung). Damit wiirde die Reparatur der durch

AID verursachten Lédsionen nicht mehr iiber die an der SHM beteiligten
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Transldsionspolymerasen erfolgen, so dass keine zusétzlichen Punktmutationen im Ig-
Lokus nachzuweisen wiren.

Diese These wollten wir durch ein Experiment iiberpriifen, in dem die fargeting-Rate in
parentalen sowie heterozygoten EZK, die mit demselben targeting-Vektor transfiziert
werden, bestimmt wird. Jedes gerichtete fargeting-event entspricht dabei einem HR-
Ereignis, wo hingegen jedem ungerichteten fargeting-event die Reparatur durch NHEJ
zugewiesen werden kann. Dazu wurden DT40Crel sowie Ubcl3"-Zellen mit einem
Rad18-targeting-Vektor transfiziert. Eine gerichtete Integration liel sich anhand eines 2,7
kbp grofen PCR-Produktes mittels PCR nachweisen (nicht dargestellt).

Es wurden insgesamt 45 EZK pro Zelltyp auf gerichtete Integration hin untersucht. Dabei
ergab sich nach Auswertung aller EZK ein Anteil von 40 % fiir die parentale Zelllinie Crel,
wohingegen der Anteil an gerichteter Integration fiir beide heterozygoten Klone, mit 11%
fiir Klon 1 und 7 % fiir Klon 2, stark vermindert war (siche Tabelle 2). Damit steigt der
Anteil der NHEJ von ca. 60 % fiir Crel-Zellen auf 80-90 % in den beiden heterozygoten
Klonen. Dies bestitigt unsere Hypothese, dass die durch AID-generierten Léisionen durch
einen relativ akuraten Reparaturweg iiber NHEJ repariert werden kdnnen, so dass, wie
durch die DNA-Sequenzdaten bereits gezeigt werden konnte, keine zusétzlichen

Mutationen in im Genom nachzuweisen sind.

Tabelle 2: Targeting-Rate des Rad18-Vektors in DT40Crel sowie Ubc13" Klon 1 und Klon 2

Zelltyp Anzahl EZK targeting-events targeting-Rate
DT40Crel 45 18 40 %
Ubc13" Klon 1 45 5 11 %

Ubc13" Klon 2 45 3 7 %
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5 Diskussion

Der Rad6-Weg kontrolliert in replizierenden Hefen die Ubiquitinierung von PCNA und
bestimmt dadurch, ob die Uberbriickung von Lisionen iiber Mutagenese oder
Rekombination verlduft (Hoege et al., 2002; Jentsch et al., 1987). Zu Beginn dieser
Doktorarbeit war die Regulation und Bedeutung der Monoubiquitinierung von PCNA
weitestgehend schon in Vertebraten aufgeklirt, die Polyubiquitinierung hingegen noch
relativ unerforscht. Daher wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit der durch den Rad6-Weg
gesteuerte PCNA-Ubiquitinierungsprozess in verschiedenen Vertebratenzelllinien genauer
untersucht, sowie Experimente zu potentiellen Regulationsmechanismen der PCNA-
Ubiquitinierung und Beeinflussung des beteiligten E2-Enzyms, Ubc13, durchgefiihrt. Der
Hauptteil dieser Arbeit beschiftigt sich jedoch mit der funktionellen Analyse von Ubcl3

bei Ig-Diversifizierungsprozessen in DT40-Zellen.

5.1 Analyse der PCNA-Ubiquitinierung in Vertebraten

Im ersten Teil dieser Doktorarbeit wurde die Ubiquitinierung von PCNA in Vertebraten
genauer untersucht. Dazu wurde ein Ubiquitinierungsassay etabliert mit dem sich die
Ubiquitinierung an der Plattform PCNA nach DNA-Schidigung durch Western Blot
Analyse mit Hilfe eines anti-PCNA Ak verfolgen ldsst.

Der Assay wurde zunédchst in HEK-293 Zellen etabliert. Durch UV-Behandlung
dieser Zellen konnten mehrere PCNA-Banden unterschiedlichen Molekulargewichtes
induziert werden. Die Bande bei knapp 40 kDa lief sich aufgrund der Beschreibungen in
der Literatur monoubiquitiniertem PCNA zuordnen (Hoege et al., 2002; Kannouche et al.,
2004). Die biologische Relevanz von monoubiquitiniertem PCNA konnte bereits durch
mehrere Studien in Hefen sowie Sdugetieren gekldrt werden. Dabei zeigte sich, dass durch
DNA-Schidigung verursachte PCNA-Monoubiquitinierung die Affinitdt spezieller TLS-
Polymerasen zu PCNA verbessert, und im Zuge dessen die Aktivitdt der TLS gesteigert
werden kann (Bi et al., 2006; Kannouche und Lehmann, 2004; Stelter und Ulrich, 2003).
Dies ist auf Ubiquitin-bindende Doménen von TLS-Polymerasen der Y-Familie, wie z.B.
die Polymerasen 1, 1, ¥ und Revl1, zuriickzufiihren (Bienko et al., 2005; Guo et al., 2006;
Plosky et al., 2006). Je nach Art der DNA-Lésionen wird eine bestimmte Polymerase
aktiviert. So konnte bei der Reparatur von UV-induzierten Pyrimidindimeren in der DNA

eine Beteiligung von Pol n ermittelt werden (Johnson et al., 1999; Masutani et al., 1999),
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wihrend Benzopyrene und abasiche Stellen vorwiegend iiber Pol « repariert werden
(Rechkoblit et al., 2002; Suzuki et al., 2002).

Da die Polyubiquitinerung bis zu diesem Zeitpunkt nur in Hefen, nicht aber in
hoheren Eukaryoten detektiert werden konnte, wurde vermutet, dass entweder die Rate an
Polyubiquitinierung insgesamt in hoheren Organismen geringer ist oder hdhere Spezies
einen erheblich gréferen Abbau von Polyubiquitinketten betreiben (Kannouche et al.,
2004). Zudem wurde spekuliert, dass es in Vertebraten evtl. einer stirkeren DNA-
Schiadigung bedarf um den fehlerfreien Pfad des Rad6-Weges in gleicher Weise zu
aktivieren wie in Hefen. Daher lagen in den von uns durchgefiihrten PCNA-
Ubiquitinierungsassays die UV-Stirken von 20 J/m® bis 1000 J/m*> zum groften Teil
deutlich iiber der bisher in der Literatur beschriebenen Maximaldosis von 200 J/m* (Stelter
und Ulrich, 2003).

Dadurch ist es uns tatsdchlich gelungen eine distinkte, hohermolekulare PCNA-Bande bei
100 kDa durch UV-Behandlung zu induzieren, doch konnten wir zu diesem Zeitpunkt und
ohne weitere Untersuchungen diese Bande noch nicht genau einordnen. Die Tatsache, dass
dabei keine PCNA-Leiter mit PCNA-Modifikationen unterschiedlichen Molekulargewichts
entstanden ist, widerspricht dem gingigen Modell des Ubiquitinierungsprozesses, bei dem
jedes Ubiquitin einer Polyubiquitinkette einzeln und kovalent mit dem Substrat bzw.
Ubiquitin verbunden wird (Pickart, 2000; Pickart und Eddins, 2004). Dies sprach erst

einmal gegen eine Einordnung der hohermolekularen Bande als Polyubiquitinbande.

5.1.1 PCNA-Ubiquitinierung in DT40-Zellen

Da uns vor allem interessiert hat, wie B-Zellen die Ubiquitinierung von PCNA regulieren,
wurde die Hithner-B-Zelllinie DT40 nach UV-Bestrahlung mit dem zuvor etablierten Assay
untersucht. Die durch UV induzierte PCNA-Ubiquitinierung war vor allem bezogen auf
Monoubiquitinierung nicht so stark ausgepragt wie bei HEK-293 Zellen. In der Literatur ist
bereits beschrieben worden, dass sich verschiedene Spezies durchaus in ihrer Aktivitat fiir
PCNA-Ubiquitinierung unterscheiden kénnen, so dass es nicht verwunderlich ist, dass sich
bei Vergleich von DT40 und HEK-293 Zellen trotz derselben eingesetzten UV-Mengen
unterschiedliche PCNA-Modifikationen ergaben (Frampton et al., 2006; Hofmann und
Pickart, 1999; Leach und Michael, 2005).

Steigende Konzentrationen an MMS konnten auch in DT40-Zellen die PCNA-

Monoubiquitinbanden deutlich verstirken. Daneben lieBen sich durch die MMS-
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Behandlung auch zwei schwache Banden hoheren Molekulargewichts nachweisen, eine bei
72 und eine bei 100 kDa, deren Identitdt durch Zusatzexperimente geklért werden sollte.
Nach HU-Behandlung war hingegen keine verstiarkte PCNA-Ubiquitinierung nachweisbar.
Dies ist vielleicht darauf zurlickzufiihren, dass die Wirkungsweise von HU, anders als UV
oder MMS darauf beruht, die DNA-Synthese an sich zu unterbinden (Finazzi et al. 2001).
Eine andere mogliche Erkldrung wire, dass aufgrund des bereits hohen Levels an PCNA-
Monoubiquitinierung eine Steigerung der Monoubiquitinierung nicht mehr nachweisbar ist.
Diese Monoubiquitinbanden sind wahrscheinlich auf spontane Schiden wihrend der
Replikation oder allgemeine Zellkulturbedingungen, wie z.B. oxidativen Stress
zuriickzufiihren, die trotz fachgerechter Behandlung der Zellen in mehreren, unabhéngigen
Experimenten im unbehandelten Zustand detektiert werden konnten.

Die von uns durchgefiihrten Ubiquitinierungsassays haben gezeigt, dass sich die
Aktivititen der PCNA-Ubiquitinierung je nach Zelllinie und Droge stark unterscheiden.
Dies ist dadurch zu erkldren, dass die verwendeten Drogen verschiedene DNA-
Reparaturwerge einleiten konnen, die die Lasion mit einer unterschiedlichen Genauigkeit
und Prozessivitdt reparieren. So weil man, dass Schiden die durch alkylierende Agenzien
verursacht werden, hauptsichlich iiber BER prozessiert werden (Fortini et al., 2003),
wéhrend UV-Schédden vorwiegend durch NER repariert werden (Costa et al., 2003). Je nach
Aktivitdt dieser Wege in den geschidigten Zellen, ist demnach der PRR-Weg nicht immer

mit derselben Dringlichkeit erforderlich um die Zellen vor Apoptose zu schiitzen.

5.1.2 Rad18-abhangige PCNA-Monoubiquitinierung

Um die potentielle Rolle des Rad6-Weges bei der SHM zu untersuchen, waren in unserer
Arbeitsgruppe im Vorfeld DT40Rad18” Zellen generiert worden. Diese Zellen zeigten
tatsdchlich weniger SHM, womit wir erstmals einen direkten Zusammenhang zwischen
dem Rad6-Weg und der SHM aufzeigen konnten (Bachl et al., 2006). Mit
Ubiquitinierungsassays war wichtig zu kldren, ob dies auf eine konservierte Rolle von
Rad18 bei der Regulation der PCNA-Monoubiquitinierung in Vertebraten zuriickzufiihren
ist.

Der Assay wurde, wie zuvor in der parentalen DT40-Zelllinie Crel etabliert, auch fiir
DT40Rad18"-Zellen mit dem Agenz MMS durchgefiihrt. Die klare Induktion von
monoubiquitiniertem PCNA in DT40Crel, im Gegensatz zur kaum nachweisbaren

Monoubiquitinierung in Rad18”-Zellen nach MMS-Behandlung, macht deutlich, dass
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Rad18 auch in Vertebraten die Rolle als Ubiquitinligase des Rad6-Weges beibehalten hat.
Doch war erstaunlicherweise in DT40Rad18"-Zellen noch ein Restanteil an
monoubiquitiniertem PCNA detektierbar. Daraus konnte gefolgert werden, dass Radl8
zwar die Hauptubiquitinligase fiir PCNA-Ubiqutinierung in Vertebraten zu sein scheint,
dass es aber daneben noch eine weitere Ubiquitinligase geben muss, die die Funktion von
Rad18 bei Bedarf iibernehmen kann (Bachl et al., 2006).

In Anbetracht der Schliisselfunktion von Rad18 bei der PRR und der groBeren
Anzahl an spezialisierten TLS-Polymerasen in Vertebraten lieBe sich vielleicht erkldren,
warum in hoheren Spezies eine komplexere Regulation erforderlich ist, bei der Rad18 nicht
die selbe exzeptionelle Rolle wie in Hefen spielen kann (Goodman und Tippin, 2000).
Zudem konnte die fiir Vertebraten spezifische Interaktion des Rad6-Weges mit einem
weiteren DNA-Stressreparaturweg, der iiber FANC-Proteine gesteuert wird, eine
vielschichtigere Regulation in Vertebraten als in Hefen erfordern (Bergink und Jentsch,
2009; Zhang et al., 2008a). Auch eine andere Arbeitsgruppe konnte in der Zwischenzeit
bestitigen, dass Rad18 zwar die dominante E3-Ligase fiir PCNA-Ubiquitinierung in DT40-
Zellen ist, dass es aber neben dieser auch eine von Radl8 unabhingige Form der
Ubiquitinierung gibt (Simpson et al., 2006).
Erst kiirzlich konnten zwei weitere E3-Ligasen, RNF8 und RNF168 identifiziert werden,
die zusammen mit Ubc13 K63-verkniipfte Polyubiquitinketten auf Chromatin iibertragen,
und so einen weiteren DNA-Reparaturweg tiber Ubiquitinierung aktivieren kdnnen (Doil et
al., 2009; Kolas et al., 2007; Shao et al., 2009; Wang und Elledge, 2007). Zudem konnte
jingst eine Relevanz von RNF8 bei der Monoubiquitinierung von PCNA sowie bei der
Rekrutierung von Radl8 zum geschddigten Chromatin und damit eine funktionelle
Verbindung von Zellzyklus-Kontrolle und DNA-Reparatur gezeigt werden (Huang et al.,
2009; Zhang et al., 2008b). Fiir diese neu entdeckten E3-Ligasen gibt es sogar eine
klinische Relevanz, da Patienten mit einem Defekt fiir RNF168 (RIDDLE-Syndrom), eine
fehlerhafte CSR aufweisen, so dass diese E3-Ligase eine grofe Bedeutung bei der
Diversifizierung des Immunsystems zu haben scheint (Doil et al., 2009; Stewart et al.,
2009). Daher sind Regulationswege der Ubiquitinierung in Zusammenhang mit dem Rad6-

Weg auch in Zukunft von besonderem Interesse.
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5.1.3 Untersuchungen hohermolekularer PCNA-Modifikationen

IP-Experimente sollten dabei helfen, hohermolekulare PCNA-Modifikationen genauer zu
klassifizieren. Durch die Detektion der durch Ko-Immunoprizipitation aufgereinigten
Komplexe mit einem anti-Ubiquitin Ak ist es uns gelungen, die Bande auf Hohe von 72
kDa als Protein zu bestétigen, das unter anderem Ubiquitinmolekiile enthélt. Doch konnte
die Bande keiner eindeutigen Modifikation von PCNA zugeordnet werden, da zum einen
eine starke Bande in der unbehandelten IP-Probe gezeigt werden konnte, so dass unklar ist,
ob die hohermolekulare Bande tatséchlich erst durch UV-Behandlung induziert worden und
damit einer Aktivierung des Rad6-Weges zugeordnet werden kann. Zum anderen war nicht
ersichtlich, warum nur nach Behandlung mit UV die Polyubiquitinbande als aufgereinigter
Komplex bestitigt werden konnte, dies aber nach Behandlung mit MMS ausblieb, obwohl
in den zuvor durchgefiihrten Ubiquitinierungsassays mit diesem Agenz eine gute Induktion
hoéhermolekularer Banden erreicht worden war. Auch konnten wir uns nicht erkldren,
warum die Monoubiquitinbande bei einer Ko-IP nach MMS nicht nachweisbar war, obwohl
zuvor auch fiir diese Form der PCNA-Modifikation eine starke Induktion detektiert werden
konnte (Daten nicht gezeigt).

Durch eine neu generierte DT40-Zelllinie einer anderen Arbeitsgruppe bot sich eine
einfache Moglichkeit, PCNA-Ubiquitinierung an K164 als solche mit einer zweiten,
unabhéngigen Methode zu identifizieren. Diese Zelllinie ist dadurch charakterisiert, dass sie
am Lysin-K164 von PCNA eine Punktmutation aufweist, und daher an dieser Stelle nicht
mehr ubiquitiniert werden kann (Arakawa et al., 2006). DT40“'°*®*-Zellen wurden
zusammen mit DT40Rad18"-Zellen, die in den zuvor durchgefiihrten Experimenten eine
erhebliche Reduktion der Monoubiquitinierung zeigten, und den jeweiligen parentalen
Zelllinien in einem Ubiquitinierungsassay mit MMS eingesetzt. Bei der Detektion der
PCNA-Banden ergab sich, wie zuvor angenommen, nur fiir die beiden parentalen Zelllinien
eine Induktion der PCNA-Monoubiquitinierung. Damit kann diese Art der PCNA-
Modifikation eindeutig als Monoubiquitinierung am Lysin K164 von PCNA, die durch den
Rad6-Weg reguliert wird, bestitigt werden. Die Tatsache, dass diese Bande nicht in
DT40Rad18"-Zellen zu detektieren ist, ist wahrscheinlich dem Detektionslimit des
verwendeten PCNA-Ak zuzuschreiben.

In Bezug auf die hohermolekularen Banden ergab sich jedoch ein iiberraschendes Bild, da
diese bei allen vier getesteten Zelllinien auftraten und zudem bei DT40%'**®Zellen, der
Negativkontrolle fiir Mono-, und Polyubiquitinierung, am starksten ausgeprdgt waren. Da

bisher aufler dem Lysin K164 keine weitere Ubiquitinierungsstelle am PCNA von
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Vertebraten beschrieben worden ist (Hoege et al., 2002), bedeutet dies, dass es sich bei den
hohermolekularen Banden, die bei den meisten von uns durchgefiihrten Ubiqui-
tinierungsassays induziert worden sind, nicht um PCNA-Polyubiquitinierungsbanden am
Lysin K164 handeln kann.
Somit konnen nach dem derzeitigen Stand der Literatur, und mit den von uns
durchgefiihrten Assays nur Aussagen zur Monoubiquitinierung gemacht werden. Es kann
aber dennoch nicht ausgeschlossen werden, dass das Substrat des Rad6-Weges noch an
einem weiteren Lysin ubiquitiniert wird. In Hefen gibt es daneben z.B. das Lysin K127,
welches ubiquitiniert und SUMOyliert werden kann, welches aber in Vertebraten nicht
modifiziert wird (Ulrich, 2005; Watts, 2006).

Auch gibt es einen Hinweis aus der Literatur, mit dem sich héhermolekulare
Banden von ca. 90 kDa als PCNA-Trimere einordnen lassen koénnten, bei denen die drei
PCNA-Monomere kovalent miteinander verkniipft worden sind und sich daher durch
denaturierende Konditionen wie bei einer SDS-Gel Elektrophorese nicht voneinander
trennen lassen. Es konnte gezeigt werden, dass diese Verkniipfung nicht nur durch
quervernetzende Drogen, sondern auch durch die Behandlung mit anderen Agenzien
zusammen mit sichtbarem Licht induziert werden kann, was bedeutet, dass diese PCNA-
Trimere auch bei den von uns durchgefiihrten Ubiquitinierungsassays mit verschiedenen
Agenzien entstanden sein konnten (Bae et al., 2008). Zur eindeutigen Zuordnung der von
uns detektierten Banden als PCNA-Trimere miissten diese aber noch durch eine andere

Methode, wie z.B. Massenspektroskopie, bestitigt werden.
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5.2 Potentielle Regulationswege von PCNA-Ubiquitinierung und
Ubc13 in Vertebraten

Es wurde lange Zeit vermutet, dass Zellen mit hoher Rate an SHM wahrscheinlich die
fehlerhafte Reparatur der fehlerfreien vorziehen um moglichst viele Mutationen im Ig-
Locus zu induzieren. Daher wurde iiber eine Beteiligung des Rad6-Weges bei der
Regulation der SHM spekuliert. Diese Vermutung konnten wir jlingst bestétigen, indem wir
die Regulation der SHM durch Rad18, ein Mitglied des Rad6-Weges, nachweisen konnten
(Bachl et al., 2006). Als néchstes sollte untersucht werden, ob die Aktivitit der SHM auch

die Ubiquitinierung von PCNA bzw. Mitglieder des Rad6-Weges beeinflussen kann.

5.2.1 Untersuchungen zur Regulation der PCNA-Ubiquitinierung

Dazu wurden zunichst einmal Ubiquitinierungsassays mit B-Zelllinien von je zwei
hypermutierenden (Raji und BL100) und zwei nicht hypermutierenden (P493.6 und BJAB)
nach MMS-Behandlung  durchgefiihrt. Bei allen getesteten Zelltypen war
monoubiquitiniertes PCNA deutlich nachweisbar. Durch Erhéhung der MMS-Dosis lief3
sich diese Modifikation in den beiden hypermutierenden Zelllinien deutlicher induzieren als
in den beiden nicht hypermutierenden Linien, was aber wahrscheinlich auf die stirkere
Vorinduktion von BJAB und P493.6-Zellen zuriickzufiihren ist, deren Ursache wir nicht
genau kldren konnten.

Man hitte moglicherweise das Gegenteil erwartet, d.h. dass bei unbehandelten,
hypermutierenden Zellen der Anteil der Monoubiquitinierung héher sein sollte als in nicht-
hypermutierenden Zellen, da AID in hypermutierenden Zellen stark aktiviert ist. Dies
konnte zu einer hoheren Anzahl an DNA-Lésionen und abasischen Stellen fithren, die durch
weitere Prozessierungen in ihrer Gesamtheit die DNA derart schidigen und blockieren
konnten, dass es zu einer Aktivierung des Rad6-Weges kommen wiirde. Doch scheint die
alleinige Aktivierung von AID in den von uns untersuchten hypermutierenden Zelllinien
nicht dazu ausgereicht zu haben, um Unterschiede in der Rad6-Weg Aktivierung zu
erkennen.

Mit der Auswabhl dieser Zellen, die auch iiber einen unterschiedlichen p53-Status verfiigen,
wurde gleichzeitig der jiingst fiir einige humane Zelllinien gezeigte Zusammenhang des
Rad6-Weges und p53 untersucht. Bei DNA-Schiadigung wird demnach in p53-positiven,
humanen Zellen das Effektormolekiil p21 induziert, welches durch seine Bindung an PCNA
genomweit zur Verdrangung replikativer Polymerasen fiihrt und so die PCNA-

Monoubiquitinierung erleichtern kann (Livneh, 2006). Daher haben wir erwartet, dass in
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Zellen mit funktionellem p53 mehr Monoubiquitinierung nach MMS-Behandlung induziert
wird als in Zellen ohne funktionelles p53. Bei unseren Experimenten mit verschiedenen B-
Zellen konnten wir diesen Unterschied in Bezug auf Monoubiquitinierung von PCNA aber
nicht ausmachen. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wire, dass p2l in den von uns
eingesetzten B-Zelllinien auch iiber andere Faktoren wie z.B. Bcl-6 herunterreguliert
werden kann, so dass trotz erfolgter p53-Induktion keine effizientere PCNA-
Monoubiquitinierung nachzuweisen ist (Hemann et al., 2005).

Zudem ist publiziert worden, dass eine Induktion von p53 in HCT-Zellen als
Spétfolge zu einer Verringerung der Ubc13-Proteinmenge flihren kann (Laine et al., 2006).
Aber auch dieser regulatorische Zusammenhang zwischen p53 und Ubc13 lieB sich in den
von uns untersuchten humanen B-Zelllinien nicht bestitigen. Um auszuschlieen, dass dies
auf UnregelmiBigkeiten der bisher verwendeten Zelllinien zuriickzufiihren ist, wurde der
potentielle Zusammenhang von p53 und PCNA-Ubiquitinierung in einem genetisch genau
definiertem System, in dem p53 komplett ausgeschaltet worden ist, nochmals untersucht:
HCT116 p53**-Zellen und HCT116 p53™-Zellen (Vogelstein und Kinzler, 1992).

In HCT p53+/+-Zellen lie3 sich, wie bereits in der Literatur beschrieben, auch in
unseren Versuchen, bei Induktion von p53 und p21 durch IR eine Verringerung des Ubc13-
Proteinlevels nach 24 h nachweisen. Eine Western Blot-Analyse in Hinblick auf
Modifikationen von PCNA ergab jedoch keine Unterschiede, die auf den p53-Status
zuriickzufiihren wéren. Da dieser Zusammenhang urspriinglich nach UV-Behandlung
aufgezeigt werden konnte (Avkin et al., 2006), sollte diese Methode auch in unserem
Zellsystem eingesetzt und eine potentielle Beeinflussung der Monoubiquitinierung
tiberpriift werden. Trotz UV-bedingter p53 und p21-Induktion im HCT-Zellsystem ergab
weder die Analyse der Ubcl3-Level noch die Untersuchung der PCNA-
Monoubiquitinierung eine Regulation in Abhéngigkeit vom p53-Status.

Eine mogliche Ursache hierfiir konnte sein, dass die HCT-Zellen nach UV-
Behandlung zu kurz im Inkubator weiterkultiviert worden sind, um die vorher gezeigte
Langzeitwirkung auf die Ubcl3-Level detektieren zu koénnen. Doch hat dieser Zeitraum
laut Angaben aus der Literatur ausgereicht, um eine Beeinflussung der PCNA-
Monoubiquitinierungsrate von H1299-Zellen (humane Lungen-Tumor-Zelllinie) und
U20S-Zellen (humane Osteokarzinomzelllinie) in Abhédngigkeit von p53 nachzuweisen. Da
dies nicht durch unsere Experimente im HCT-Zellsystem bestdtigt werden konnte, scheint

es dabei aber zelltypbedingte regulatorische Unterschiede zu geben, so dass es fragwiirdig
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ist ob es sich hier um allgemein giiltige Regulationsmechanismen der Monoubiquitinierung

handelt.

5.2.2  Untersuchungen zur potentiellen Regulation von Ubc13 sowie
anderen Mitgliedern des Rad6-Weges

Durch die Polyubiquitinierung von PCNA wird ein Mechanismus in Gang gesetzt, der die
Zellen gegen Mutationen schiitzt, die bei dem alternativen Pfad des Rad6-Weges durch den
Einsatz von TLS-Polymerasen entstehen wiirden (Chiu et al., 2006). Wir wollten
untersuchen, ob dieser Wechsel auch in B-Zellen bei einer zu starken Ansammlung von
DNA-Schiden stattfindet und sich dabei auf die Regulation des Rad6-Weges in Richtung
fehlerfreie Reparatur auswirken kann. Da die Detektion der Polyubiquitinierung in
Vertebraten mit den uns zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht moglich war, sollte der
Einfluss auf den fehlerfreien Weg iiber eine potentielle Regulation von Ubcl3 verfolgt
werden.

Zur Induktion von DNA-Schiden wurden DT40-Zellen zunéchst {iber mehrere Stunden mit
MMS behandelt, womit aber keine reproduzierbare Einflussnahme auf die Ubcl3-
Proteinmenge gezeigt werden konnte. Durch eine Uberexpression von AID in DT40-EZK
haben wir im néchsten Schritt versucht, die Keimzentrumsreaktion von B-Zellen
nachzustellen, da AID normalerweise wihrend der Affinitétsreifung von B-Zellen stark
induziert wird (Muramatsu et al., 1999). Auf Proteinebene konnte durch AID-
Uberexpression kein Einfluss auf die Ubcl3-Menge gezeigt werden. Da zudem keine
PCNA-Monoubiquitinierung durch AID induziert wurde ist jedoch fraglich, ob es bei der
experimentellen Durchfiihrung iiberhaupt zu einer Aktivierung des Rad6-Weges kam.

Der potentielle Einfluss der SHM auf Mitglieder des Rad6-Weges wurde zudem
in verschiedenen humanen B-Zell-Lymphomlinien unter normalen Zellkulturbedingungen
untersucht, so dass sich diese Zelllinien nur in ihrer Aktivitit fiir die SHM unterscheiden.
Durch technische Schwierigkeiten mit dem von uns verwendeten Rad18-Ak war es uns im
Zuge dieses Experimentes zwar nicht moglich, Radl8 in allen Zelllinien eindeutig zu
detektieren, doch zeigten weitere Untersuchungen mit dem Radl8-Ak in unserer
Arbeitgruppe, dass es keinen nennenswerten Unterschied zwischen den Radl8-Mengen in
hypermutierenden versus nicht hypermutierenden humanen Zelllinen zu geben scheint.
Auch die Rad6-Proteinmenge schien im Allgemeinen nicht durch die SHM beeinflusst zu

werden. Die Uberpriifung der Expression von Ubc13 auf Proteinebene ergab ebenfalls in
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allen untersuchten Zelllinien in etwa die gleiche Menge, so dass auch hier kein Einfluss der
SHM-Rate aufgezeigt werden konnte. Auch quantitative real-time PCR-Untersuchungen
fiir Ubc13, die fiir verschiedene Burkitt-Zelllinien durchgefiihrt worden sind, ergaben keine
substanziellen Unterschiede, so dass das Hypermutationspotential der Zelllinien nicht mit
einer differenzierten Expression diesen wesentlichen Regulators des fehlerfreien Arms des
Rad6-Weges gekoppelt zu sein scheint.

Dies konnte dadurch erklart werden, dass die von uns untersuchten Mitglieder dieses
Reparaturweges Rad6, Rad18 und Ubcl3 daneben andere wichtige zelluldre Funktionen
wie z.B. bei der Einzelstrangbruchreparatur, HR, Meiose, Spermatogenese,
Proteindegradation und Signaltransduktion erfiillen, so dass die Proteinmengen in der Zelle,
auch wihrend der SHM auf einem relativ konstanten Level gehalten werden miissen (Cox
und Parry, 1968; Eddins et al., 2006; Huang et al., 1997; Picologlou et al., 1990; Shiomi et
al., 2007; Sung et al., 1990; van der Laan et al., 2004).

Auch eine Regulation des Rad6-Weges {iber die Aktivitdt des Proteasoms wére
denkbar, die eine differenzierte Expression einzelner Mitglieder dieses Reparaturweges
tiberfliissig werden ldsst. In B-Zellen wird das Proteosom stark beansprucht, da die Zellen
durch diese Protease in der Lage sind Ag-Epitope auf ihrer Oberfliche zu prisentieren und
dadurch weitere Effektorzellen des Immunsystems aktivieren konnen (Goldberg et al.,
2002). Gleichzeitig hat das Proteasom aber auch die wichtigte Funktion, ubiquitinierte
Proteine abzubauen, so dass eine Inihibierung des Proteosoms zu einer Ansammlung
ubiquitinierter Proteine in der Zelle fiihrt (Pickart, 1997). Dies kann einen allgemeinen
Ubiquitinmangel in den Zellen bewirken. Ist keine ausreichende Menge von Ubiquitin
verfligbar, wird aber gleichzeitig die Aktivitit von Ubiquitinkonjugierenden Enzymen wie
Ubcl3 eingeschrinkt, was zu einer Verringerung der HR-Rate flihren sollte. In
Saugerzellen die mit einem spezifischen Proteasom-Inhibitor behandelt worden sind,
konnte genau dieser Zusammenhang bereits belegt werden (Murakawa et al., 2007), so dass
auch in unseren Experimenten eine Regulation des Rad6-Weges nicht durch die
Expressionslevel einzelner Mitglieder, sondern iiber die den Zellen zur Verfiigung stehende

Ubiquitin-Menge erfolgen konnte.
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5.3 Rolle von Ubc13 bei Ig-Diversifizierungsprozessen in Vertebraten

Der dritte Teil dieser Doktorarbeit widmet sich der Untersuchung des Einflusses von Ubc13
auf Diversifizierungsprozesse zur Erzeugung der Ak-Vielfalt von B-Zellen (Ig-
Genkonversion und SHM). Wir haben uns dabei bewusst fiir das Modellsystem DT40
entschieden, da es als genetisch stabiles System beschrieben wird, in dem sich einzelne
Gene im Gegensatz zu vielen anderen B-Zelllinien leicht inaktivieren lassen. Dies ist der
hohen Rate fiir gerichtete Integration von DT40-Zellen zuzuschreiben (Buerstedde et al.,

1990; Buerstedde and Takeda, 1991).

5.3.1 Untersuchungen der Ig-Genkonversion nach Inaktivierung des
ersten Ubc13-Allels in DT40Cre1-Zellen

Aus Vorversuchen meiner Diplomarbeit war uns bekannt, dass die komplette Inaktivierung
von Ubcl3 in DT40-Zellen auf direktem Weg nicht moglich ist. Dies haben wir damals
damit begriindet, dass Ubc13 wahrscheinlich eine zu wichtige Rolle bei der HR von DT40-
Zellen einnimmt, so dass ein Totalverlust von Ubcl3 fiir die Zellen lethal wére. Jiingst
konnte unsere Vermutung bestitigt werden, in dem gezeigt wurde, dass Ubc13 in bei der
Initilerung der HR von Vertebraten bendtigt wird (Zhao et al., 2007). Eine komplette
Inaktivierung von Ubc13 iiber konditionale Methoden ist zwar prinzipiell moglich, doch ist
die Proliferation von Ubc13"-Zellen beeintrichtigt, so dass sich langwierige Versuche wie
Ig-Genkonversionsassays nur schwer mit solchen Zellen durchfiihren lassen wiirden. Daher
haben wir uns zunichst auf Experimente mit Zellen beschrdnkt, in denen nur ein Ubc13-
Allel ausgeschalten worden war.

Dies wurde durch stabile Integration eines von uns generierten, homologen Ubcl3-
targeting-Vektors in den endogenen Ubcl3-Lokus von DT40Crel-Zellen erreicht. Durch
Uberpriifung der gerichteten Integration iiber PCR auf Integration im 5 Bereich sowie
Southern Blot Analyse auf Integration im 3" Bereich konnten zwei unabhédngige Ubc13*-
Einzelzellklone bestdtigt werden. Da sich bereits durch erste Vorexperimente mit den
heterozygoten Zellen (Ubc13") eine Einflussnahme auf die Ig-Genkonversionsrate
nachweisen lieB, wurde Ubcl3 in diesen Zellen durch die Transfektion mit einem
Uberexpressionsvektor rekonstituiert. Dabei sind erneut zwei verschiedene Ubcl3™™-
Klone generiert worden.

Eine Western Blot Analyse mit einem anti-Ubc13 Ak konnte in beiden Ubc13™-Klonen
auch auf Proteinebene nachweisen, dass diese weniger Ubc13-Protein exprimieren als die

parentale Zelllinie DT40Crel. Die beiden rekonstituierten Zellklone exprimierten hingegen
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wieder erh6hte Ubc13-Proteinmengen, wobei diese beim Zelltyp Ubc13 "-Klon 1 in etwa

der parentalen Zelllinie und beim Zelltyp Ubc13"™®

-Klon 2 in etwa der doppelten Ubc13-
Proteinmenge entsprachen. Dies ist dadurch zu erkliren, dass der Uberexpressionsvektor in
den beiden heterozygoten Klonen an verschiedenen Stellen im DT40-Genom integriert
haben muss, die wahrscheinlich auf Transkriptionsebene unterschiedlich reguliert werden.
Auch konnte eine unterschiedliche Anzahl an Kopien des Rekonstitutionsvektors diese
ungleichen Proteinmengen bedingt haben. Zusammen mit der parentalen Zelllinie
DT40Crel und DT40AID™, die sich durch einen Defekt der Ig-Genkonversion auszeichnen
(Arakawa et al., 2004; Harris et al., 2002), ergab sich das Zellset'®““ mit insgesamt sechs
verschiedenen Zelllinien zur Untersuchung der Ig-Genkonversion im DT40-System.

Bei dem von uns eingesetzten Ig-Genkonversionsassay handelt es sich um einen
Oberflichen-Ig-Reversionsassay, bei dem der Prozess der Ig-Genkonversion, eine
Rekombination einzelner Gensegmente von Pseudogenen (W¥V) mit dem VIJ,-Lokus, aus
vormals IgM"-Zellen langsam IgMP*-Zellen entstehen ldsst (Buerstedde et al., 1990).
Durch Inkubation der Zellen mit einem fluoreszierenden Ak gegen IgM und eine sich
anschlieBende FACS-Analyse kann dabei die Rate an IgMP Zellen und damit Ig-
Genkonversionsaktivitit quantitativ im DT40-System bestimmt werden. Um dabei alle Ig-
Genkonversionsereignisse  detektieren zu konnen, miissen aber zundchst IgM"™®
Zellpopulationen isoliert werden. Durch den Einsatz von MACS-Depletionssédulen ist uns
dies sehr gut gelungen, so dass ausgehend von diesen Populationen ca. 25 EZK generiert
werden konnten, flir die nach mehrwochiger Kultivierung die Ig-Genkonversionsrate
bestimmt wurde.

Wie erwartet, zeigten dabei unsere beiden Referenzzelllinien, DT40Crel, mit einer hohen
Rate an Ig-Genkonversion sowie DT40AID™”-Zellen, ohne Ig-Genkonversionsaktivitit, den
groBten Unterschied (Arakawa et al., 2002; Buerstedde et al., 1990). Die Varianz zwischen
den untersuchten Einzelzellklonen innerhalb einer Zelllinie ermdoglicht erst nach
statistischer Auswertung eine konkrete Aussage zur Ig-Genkonversionsaktivitit
(Buerstedde et al., 1990). Diese Auswertung wurde mit Hilfe eines student’s t-test
durchgefiihrt und zeigte bei Vergleich von DT40Crel und DT40AID™ eine statistisch hohe
Signifikanz. Da fiir den Prozess der Ig-Genkonversion das Enzym AID unabdingbar ist, ist
die Rate von 0,3 % IgMP*-Zellen wahrscheinlich auf einen Firbehintergrund des
verwendeten FACS-Ak zuriickzufiihren.

Fiir beide Ubc13"-Klone zeigte sich im Vergleich zu DT40Crel-Zellen eine statistisch

hoch signifikante Verminderung der Ig-Genkonversionsrate. Dieser starke Effekt wird in
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den beiden rekonstituierten Klonen, wenn auch nicht im selben Ausmall, wieder
aufgehoben, d.h. es besteht kein signifikanter Unterschied bei Vergleich mit der Crel-
Zelllinie. Interessanterweise geht bei dem rekonstituierten Klon mit physiologischer Menge
an Ubc13 (Ubc13”®-Klon 1) die Rate an Ig-Genkonversion fast auf die urspriingliche Rate
der parentalen Crel-Zellen zuriick, wéahrend diese bei dem rekonstituierten Klon mit etwa
doppelter Ubcl3-Menge (Ubcl3”®-Klon 2) unter der Ig-Genkonversionsrate fiir Crel-
Zellen bleibt.
Eine Erklidrung dafiir wére, dass in Zellen mit einem Ubcl3-Anteil der liber dem
physiologischen Level liegt, der Ubiquitinierung durch Ubcl3 gegenreguliert werden
konnte. So konnte gezeigt werden, dass der Deubiquitinierungskomplex aus Rap80 und
BRCC36 als Gegenspieler zur RNF8-Ubc13 abhédngigen Ubiquitinierung von Chromatin an
DSB fungieren kann (Shao et al., 2009). Aufgrund der Schliisselfunktion von Ubc13 bei der
Regulation des NFkB-Weges wiirde eine Gegenregulation zur Ubiquitinierung auch in B-
Zellen biologisch sinnvoll erscheinen, da einige Studien bereits zeigen konnten, dass eine
Uberaktivierung des NFxB-Weges zur Lymphomentstehung beitragen kann (Dixit und
Mak, 2002; Yamamoto et al., 2006).
Um die Daten des Assays zu stiitzen, sollten die FACS-Ergebnisse der von uns
untersuchten EZK durch Sequenzierungen des VJ,-Lokus der leichten Kette, in denen die
Rekombinationsereignisse stattfinden, untermauert werden. Um mogliche Unterschiede auf
Sequenzebene detektieren zu konnen, musste durch eine lingere Kultivierung zunichst der
Anteil an Rekombinationsereignissen in reprisentativen EZK aller Zelllinien erhoht
werden. Untersuchungen von je 24 zu einem EZK zugehorigen Einzelsequenzen konnten
erneut bestitigen, dass die Rate an Ig-Genkonversion schon durch eine Verringerung der
Ubcl3-Dosis in beiden Ubcl3”-Klonen deutlich gesenkt wird. Nach Abgleich der
Sequenzdaten mit Crel-Zellen konnten in den beiden heterozygoten Klonen nur zwei
Veranderungen auf Genomebene festgestellt werden. Bei Ubc13""-Klon 1 handelte es sich
dabei um eine Duplikation aus dem Bereich vor dem CDR1-Lokus, beim Ubc13™-Klon 2
wahrscheinlich um ein Fragment des Pseudogens 14. In den Sequenzen der Crel-Zelllinie
konnten hingegen zehn verschiedene Genkonversionsereignisse nachgewiesen werden.
Dabei konnten Fragmente der Pseudogene 5 und 8 sogar mehrmals detektiert werden, was
wahrscheinlich auf eine erhohte Homologie dieser Pseudogene zu dem rearrangierten VJ,-
Bereich zuriickzufiihren ist (Arakawa et al., 2002).

Insgesamt war die Zuordnung der Pseudogene relativ schwer durchzufiihren, da

sich diese sehr stark dhneln. Zudem sind die einzigen, frei zugdnglichen Informationen zur
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Sequenz dieser Gene iiber 20 Jahre alt, so dass bereits bei Abgleich der Konsensus-
Sequenzen viele Verdnderungen festgestellt wurden. Daher konnen wir nach
Sequenzvergleich mit den verdffentlichten Pseudogensequenzen, wie andere
Arbeitsgruppen auch, nur von dem wahrscheinlichsten Pseudogen-Donor sprechen, dass
rekombiniert hat (Arakawa et al., 2002; Reynaud et al., 1987). Mit den derzeit zur
Verfiigung stehenden, neuen Sequenziermethoden lieBe sich eine Aktualisierung der
Sequenzdaten des VJ,-Bereiches sehr leicht durchfiihren, was den Abgleich der Sequenzen
in Zukunft vereinfachen wiirde.

In den wuntersuchten Sequenzen der EZK konnten keine weiteren
Veridnderungen, wie z.B. einzelne Punktmutationen die auf SHM hinweisen wiirden,
festgestellt werden. Deshalb sind wir davon ausgegangen, dass die Mutationsrate durch
SHM, die fiir Crel als sehr niedrig beschrieben wird, auch in allen anderen Zellinien
unseres Zellsets'®““ unverindert blieb (Simpson und Sale 2003; Niedzwiedz et al. 2004).
Um diesen ersten Hinweis auf die unverdnderte SHM-Aktivitdt zu konkretisieren war es
aber zundchst ndétig, die SHM in einer anderen DT40-Zelllinie, die extra fiir die
Untersuchung dieses Prozesses generiert worden ist, ndher zu untersuchen (Arakawa et al.,
2002).

Es ist uns gelungen, mit zwei verschiedenen Methoden aufzuzeigen, dass die Ubc13-Dosis
einen wichtigen Einfluss auf die Ig-Genkonversionsaktivitit von DT40-Zellen hat. Dies
wurde so noch nie beobachtet, zeigt aber, welche wichtige Rolle das Protein Ubc13 bei der
Ig-Diversifikation von Vertebraten einnimmt. Nachdem jiingst die wichtige Rolle von
Ubc13 bei die Initiation der HR gezeigt werden konnte (Zhao et al., 2007), scheint die Ig-

GC einzelne Proteine der HR fiir diesen Prozess adaptiert zu haben.

5.3.2 Rolle von Ubc13 bei Proliferation und DNA-Reparatur

Um auszuschlieBen, dass die verminderte Rate an Ig-Genkonversion in den heterozygoten
Klonen (Ubc13™") auf andere Ursachen wie z.B. Unterschiede in der Proliferation oder
generelle, andere Defekte im Metabolismus zuriickzufiihren sind, wurden zusétzliche

To-
Untersuchungen unseres  Zellsets'® “C

durchgefiihrt. Zundchst wurde in einem
Proliferationsassay mit dem Farbstoff CFDA die Generationszeit der Zelllinien bestimmt.
Dieser Assay beruht darauf, dass bei jeder Teilung der Farbstoffanteil der Zellen
proportional abnimmt, so dass mit einer FACS-Analyse {iber mehrere Tage die Fluoreszens

der gefdarbten Zellen gemessen, als Funktion der Zeit dargestellt und daraus die
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Proliferationsrate ermittelt werden kann. Unsere Untersuchungen zur Proliferation ergaben
fiir alle Zelllinien unseres Zellsets in etwa die gleiche Generationszeit von ca. 11 h. Dies
belegt, dass die verminderte Ig-Genkonversionsrate nicht auf Proliferationsdefekte der
Ubc13""-Klone zuriickgefiihrt werden kann.

Mit einem Methylzellulose-Kolonie-Uberlebensassay wurde zudem die Reparaturkapazitit
der heterozygoten Zellen bei massiver exogener Schidigung durch das Agenz Cisplatin
gemessen. Cisplatin ist ein Zytostatikum, das vor allem bei der Behandlung von Hoden-,
Ovarial-, Blasen- und Lungenkarzinomen, sowie gegen Tumore im Hals-Kopf-Bereich
eingesetzt wird (Rosenberg, 1977). Das Agenz stellt mit seinem Zentralatom Platin einen
planaren Komplex mit Chlorid- und Amminliganden dar, der aufgrund seiner elektrophilen
Eigenschaften bevorzugt mit dem N7-Atom von Guanin und Adenin reagiert. Auf diese
Weise entstehen innerhalb eines DNA-Stranges Intrastrang- und zwischen benachbarten
DNA-Strangen Interstrangquervernetzungen, so dass die DNA-Replikation sowie
Transkription gehemmt werden kann (Dronkert und Kanaar, 2001; Jordan und Carmo-
Fonseca, 2000). Vorversuche unserer Arbeitsgruppe mit DT40Rad18" Zellen (N. Tomi,
Diplomarbeit) sowie andere Versuche mit Ubc13"-Zellen haben gezeigt (Zhao et al.,
2007), dass diese besonders sensitiv auf eine Behandlung mit Cisplatin reagieren, so dass
wir davon ausgehen, dass die PRR bzw. HR eine wichtige Rolle bei der Reparatur dieser
Schédden in DT40-Zellen einnimmt.

Die Uberlebenskurve, die durch Auszihlen der iiberlebenden Kolonien nach Behandlung
mit finf verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin ermittelt werden konnte, verlief fiir
alle Zelllinien des Zellsets'®““ dhnlich. Nur die mitgefiihrte Kontrollzelllinie Rad18™ starb
bereits bei geringen Konzentrationen der Droge. Dies zeigt, dass endogene Schiden die
durch die Funktion von AID bedingt sein konnten, zu einer messbaren Verminderung der
Ig-Genkonversionsrate in Ubc13""-Klonen fiihren, wihrend eine massive Schidigung der
DNA keinen Uberlebensnachteil dieser Zelllinie aufzeigt. Ein moglicher Grund, warum
Ubcl13™-Zellen keinen Reparaturdefekt aufweisen, konnte eine Kompensation der
Schadigung iiber weitere Reparaturmechanismen wie z.B. die NER, BER sowie den
FANC-pathway (ein weiterer Stressreparaturweg von Vertebraten) sein, deren Aktivitit bei
starker DNA-Schidigung durch DNA-Quervernetzung hochreguliert wird (Nojima et al.,
2005), so dass auch nach Cisplatinbehandlung eine Ubernahme durch einen anderen

Reparaturweg sehr wahrscheinlich ist.
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5.3.3  Untersuchungen der somatischen Hypermutation nach
Inaktivierung eines Ubc13-Allels in DT40WVAIDR Zellen

Aufgrund der Priferenz  von DT40Crel-Zellen fiir die Ig-GC kdnnen
Hypermutationsereignisse in dieser Zelllinie nur im geringen Mall detektiert werden
(Arakawa und Buerstedde, 2004). Es ist aber bereits eine besondere DT40-Zelllinie
generiert und beschrieben worden, in welcher diese Préiferenz durch den knockout aller
Pseudogene (W'V) in Richtung SHM verdndert werden konnte (Arakawa et al., 2002).
Deshalb wurde analog zur Inaktivierung von Ubcl3 in Crel-Zellen ein
targeting-Vektor zur Transfektion von WV "AID®-Zellen konzipiert. Die Integration des
Vektors konnte durch PCR und Southern-Blot fiir einen heterozygoten Klon bestitigt
werden (Ubcl3”" WV AID®-Klon). Dieser wurde im Anschluss daran rekonstituiert
(Ubc13"*PV"AIDY), so dass sich zusammen mit der parentalen Zelllinie und der
Negativkontrolle des SHM-Assays, YV AID"-Zellen, das Zellset’™ mit vier
verschiedenen Zelllinien ergab. Eine sich anschlieBende Analyse mit einem Western-Blot
zeigte, dass die Ubcl3-Proteinmenge in dem heterozygoten Klon deutlich reduziert wird
und durch die Rekonstitution wieder auf das physiologische Grundlevel zuriickgeht.
Obwohl das DT40-System als genetisch stabiles System beschrieben wird (Buerstedde und
Takeda, 1991), war die AID-Proteinmenge des heterozygoten und des rekonstituierten
Klons nicht absolut identisch. Dieser exzeptionelle, intraklonale Unterschied musste bei der
Interpretation der Daten des sich anschlieBenden SHM-Assays beriicksichtigt werden.
Zudem war die targeting-Effizienz fiir Ubc13 in WV'"-Zellen erheblich geringer
als in Crel-Zellen. Diese geringe targeting-Effizienz zeigte sich auch bei Experimenten zur
Deaktivierung von SHPRH, einer der E3-Ligasen des Rad6-Weges (D. Grotzky,
Diplomarbeit). Dies kénnte durch die Uberexpression von AID in WV'-Zellen bedingt
sein, dessen starke Aktivitdt eventuell den Anteil an genomweiten DNA-Schdden in dem
MaB erhoht, dass schon das Ausschalten eines Ubcl3-Allels fiir die Zellen schwierig zu
tolerieren ist. Die Schliisselfunktion von Ubc13 bei der Regulation des fehlerfreien Pfades
des Rad6-Weges konnte ein Grund hierfiir sein. Neben einer gezielten Einfiihrung von
AlD-generierten Lidsionen in den V-Regionen des Ig-Lokus konnte eine Schidigung
anderer Genombereiche durch AID bereits gezeigt werden (Pasqualucci et al., 1998),
welche meist fehlerfrei repariert werden (Liu et al., 2008). Dabei konnten Proteine, wie
Ubc13, die am fehlerfreien Pfad des Rad6-Weges beteiligt sind durchaus eine Rolle spielen.
Diese Hypothese konnte durch die Bestimmung der targeting-Effizienz von YV AID”-

Zellen iiberpriift werden. Da in dieser Zelllinie der AID-Uberexpressionsvektor entfernt
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worden ist, sollte sich die targeting-Effizienz wieder erhohen lassen. Auch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die zum fargeting verwendeten WV™'"-Zellen einen anderen
Defekt aufweisen, der zu dieser geringen fargeting-Effizienz gefiihrt hat. Doch gibt es dazu
bisher keine Hinweise aus der Literatur.

Die SHM kann durch eine Ansammlung von Stopp oder nonsense-Mutationen in den
hotspot-Bereichen der VJ-Gene dazu fiihren, dass B-Zellen kein IgM mehr auf der
Oberfliche exprimieren konnen (IgM"®). Diese Reversion von IgMP*-Zellen zu IgM"®-
Zellen kann mit Hilfe des SHM-Assays bestimmt werden. Durch FACS-Analysen mit
einem gegen den Oberflichenmarker IgM gerichteten Ak ldsst sich dabei die SHM
verfolgen und quantitativ messen. Die dazu benotigten IgMP**-Populationen konnten durch
den Einsatz von MACS-Separationssédulen isoliert und in Anschluss daran hieraus ca. 25
EZK pro Zelltyp generiert werden.

Nur der direkte Vergleich von parentalen WVAID"#"-Zellen und der Negativkontrolle,
YV AP 7ellen, konnte einen statistisch signifikanten Unterschied in der SHM-Aktivitdt
aufzeigen. In allen von uns durchgefiihrten Experimenten gab es keinen nennenswerten
Unterschied zwischen dem heterozygoten Klon und der parentalen Zelllinie, so dass wir
keinen Einfluss der Ubc13-Dosis auf den Prozess der SHM nachweisen konnten.

Die FACS-Daten des Assays konnten durch Sequenzdaten der VJ-Gensegmente
bestdtigt werden. Dazu wurden je 48 zu einem EZK zugehdrige Einzelsequenzen der
parentalen Zelllinie, heterozygoten Zelllinie, sowie der Negativkontrolle miteinander
verglichen. Diese zeigten eine ganz leichte Erhohung der Mutationsrate fiir die
heterozygote Zelllinie von 1,23 x 10~ Mut./bp auf 1,57 x 10~ Mut./bp. Doch ist dies vor
allem dem hohen Anteil an Mutationen einer einzelnen aus insgesamt 48 untersuchten
Sequenzen des heterozygoten Klons zuriickzufithren und bei statistischer Analyse der
Mutationsraten unbedeutend, so dass es insgesamt betrachtet keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien gibt. Damit ist die Ubc13-Dosis nur fiir die
Aktivitat der Ig-Genkonversion, nicht aber fiir die SHM-Aktivitit von Bedeutung.

Bei Defekten der HR konnte bereits ein shift zur SHM fiir DT40-Mutanten von
Rad51 Paralogen wie XRCC2, XRCC3, Rad51B sowie BRCA2 gezeigt werden, die fiir die
ersten Schritte der Ig-Genkonversion wie Strandinvasion in den homologen DNA-Bereich
von Bedeutung sind (Sale et al., 2001; Yabuki et al., 2005). Beim Ausschalten anderer
Faktoren, die erst bei darauf folgenden Schritten der Ig-Genkonversion eine Rolle spielen,
wie z.B. Rad54, FANCC sowie FANCD2, wurde hingegen nur die Rate an Ig-

Genkonversion verringert ohne die SHM-Rate zu erhohen (Bezzubova et al., 1997;
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Niedzwiedz et al., 2004; Yamamoto et al., 2005). Dies ldsst sich mit einem Model erkléren,
in dem es keine Mdglichkeit mehr gibt die Rate an SHM in DT40-Zellen zu erhdhen, wenn
eine Invasion in den homologen Strang bereits stattgefunden hat. Nur das Ausschalten
frither Faktoren der Ig-Genkonversion wiirde somit eine Zunahme der SHM bewirken (Sale
etal., 2001; Sale et al., 2004).
Andere Studien mit DT40-Zellen haben gezeigt, dass erst bei einem kompletten Block der
Ig-Genkonversion eine Verschiebung in Richtung SHM erfolgt (Saribasak et al., 2006). Da
wir den Einfluss von Ubcl3 mit heterozygoten Zellen untersucht haben, die zwar eine
pragnante Verminderung der Ig-Genkonversion, aber trotzdem nur eine partielle Blockade
dieses Prozesses aufweisen, konnte die Restaktivitét der Ig-Genkonversion in diesen Zellen
noch dazu ausreichen, um die durch AID generierten Schiden zu reparieren. Dies wiirde
vor allem das Ergebnis des Ig-Genkonversionsassays im genetischen Crel-Hintergrund
erkldren, das nach Auswertung der Sequenzdaten keine Erhéhung der SHM-Rate gezeigt
hat. Wenn es eine direkte Konkurrenz von HR und TLS geben sollte, hitten wir erwartet,
dass bei einer starken Uberexpression von AID, wie im genetischen PV AID"¢"-
Hintergrund, die Rate an SHM zunimmt um diese zusédtzlichen, durch AID-generierten
Schéden reparieren zu kénnen.
Studien mit DT40-Zellen, die einen Defekt fiir Faktoren der NHEJ aufweisen konnten
zeigen, dass die Ig-Genkonversionsrate erh6ht wird. Damit konnte bewiesen werden, dass
die Ig-Genkonversion durch DSB initiiert werden kann (Tang und Martin, 2006). Dadurch
kommt es am DSB zu einer Konkurrenz der beiden Hauptreparaturwege der DSB-
Reparatur in Vertebraten, NHEJ und HR (Helleday, 2003). Ein Defekt der HR sollte also
demnach zu einer Erhhung der NHEJ fiihren, die im Vergleich zur TLS DNA-Schédden
relativ fehlerfrei repariert, so dass sich, wie in unseren Sequenzdaten gezeigt, keine
zusétzlichen Mutationen im Genom nachweisen lassen.

Die Verringerung der HR-Rate zugunsten der NHEJ sollte sich nicht nur auf die
Aktivitdt der Ig-Genkonversion im Ig-Lokus, sondern auch auf die fargeting-Effizienz von
Vektoren, die an anderer Stelle im Genom integrieren, aufzeigen lassen. Dies wiirde
bedeuten, dass in heterozygoten Zellen die fargeting-Effizienz geringer ist als in der
parentalen Zelllinie und einhergehend damit die Rate an NHEJ in Ubc13"-Zellen

zunehmen sollte. Diese These wollten wir anhand eines targeting-Experiments liberpriifen.
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5.3.4 Beeinflussung der gerichteten Integration durch Ubc13-Level

Je 45 transfizierte EZK aus DT40Crel sowie den beiden heterozygoten Klonen im
genetischen Crel-Hintergrund wurden auf gerichtete Integration eines fargeting-Vektors
gegen Radl8 untersucht. Per PCR konnte eine deutliche Verringerung der gerichteten
Integration in den beiden heterozygoten Klonen auf Y4 der Rate von Crel-Zellen
ausgemacht werden. Da die EZK wihrend der Versuchsdurchfiihrung auf Integration des
Vektors selektioniert worden sind, entsprechen die restlichen prozentualen Anteile der Rate
an NHEJ. Dies zeigt, dass bereits in Zellen mit verringerter Ubc13-Dosis die Balance der
DSB-Reparatur dahingehend veréndert wird, dass diese die entstehenden DSB iiberwiegend
iiber NHEJ reparieren. Diese Verschiebung konnte durch die jlingst gezeigte Rolle von
Ubc13 bei der Initiation der HR durch Mikrofilamentbildung noch zusitzlich verstérkt
werden (Zhao et al., 2007).

Mit diesem abschlieBenden Experiment konnte nachgewiesen werden, dass die verminderte
Rate an Ig-GC in Ubc13*-Zellen durch eine Erhohung der NHEJ kompensiert wird. Dies
bezieht sich nicht nur auf Lisionen im Ig-Lokus sondern auf das gesamte Genom, da auch
die Rate fiir gerichtete Integration des verwendeten Radl8-targeting-Vektors in den
heterozygoten Klonen abgenommen hat. Das Ausmal} dieser Verschiebung scheint sich
aber in den heterozygoten Zellen nicht auf die allgemeine Toleranz exogener Schiadigung
oder aber Proliferation der Zellen auszuwirken wie durch Methylcellulose-

Uberlebensassays und Proliferationsassays gezeigt werden konnte.
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5.4 Ausblick

Der Rad6-Weg konnte durch neue Studien mit DT40Rad18"-Zellen und der DT40-

Mutante® 4R

(Arakawa et al., 2006; Bachl et al., 2006). Uber die Rolle des fehlerarmen Pfades des Rad6-

in einen funktionellen Zusammenhang mit der SHM gebracht werden

Weges bei der Regulation der SHM ist jedoch noch nichts bekannt.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Rolle von Ubcl13, einem E2-Enzym

das dem fehlerfreien Pfad des Rad6-Weges zugeordnet werden kann, bei Ig-
Diversifizierungsprozessen wie der SHM und der Ig-Genkonversion genauer untersucht.
Dabei konnte eine Regulation der Ig-Genkonversion durch die Ubc13-Dosis belegt werden,
wodurch sich dem Ubiquitinkonjugierenden Enzym Ubc13 eine weitere wichtige Funktion
bei der Ig-Diversifizierung zuordnen ldsst. Die Rate an SHM war hingegen von der Ubc13-
Dosis unbeeinflusst.
Damit lieBBe sich vielleicht die fargeting-Eftizienz von Vektoren iiber die Dosis an Ubcl13
steuern, ohne dabei an anderer Stelle im Genom die Mutagenese zu erhohen. Dieser
Zusammenhang konnte eine Anwendung in der Gentherapie finden, da durch Erh6hung der
HR-Rate das betroffene Zielgen besser gerichtet manipuliert und so zu weniger
Nebenwirkungen einer Gentherapie fiithren konnte. Da sich eine Regulation der Ubcl3-
Level wahrscheinlich aufgrund der vielseitigen Funktionen dieses Proteins nur schwer
durchfiihren ldsst, konnten in Zukunft wéhrend einer Therapie deubiquitinierende Enzyme
gezielt gechemmt werden um so die HR-Rate der Zellen um ein vielfaches zu erhdhen. Eine
Zugabe von Proteasominhibitoren konnte diesen Effekt zusitzlich verstirken.

Ubc13 ist das einzige bekannte Ubiquitinkonjugierende Enzym, das eine iiber
K63-verkniipfte Polyubiquitinierung durchfilhren kann und nimmt dadurch eine
Sonderrolle in der Zelle mit vielen unterschiedlichen Funktionen ein (Eddins et al., 2006;
Petroski et al., 2007). Erst neuere Untersuchungen konnten SHPRH, HLTF, RNFS8 sowie
RNF168 als E3-Ligasen identifizieren, die mit Ubcl3 interagieren konnen (Sood et al.,
2003; Unk et al., 2008; (Doil et al., 2009; Kolas et al., 2007; Shao et al., 2009; Wang und
Elledge, 2007). So bleibt also abzuwarten, ob knockin/knockout-Experimente dieser E3-
Ligasen in der Zukunft mehr tiber die Regulation der SHM aufzeigen und damit die Rolle
des fehlerfreien Pfades des Rad6-Weges bei diesem wichtigen Ig-Diversifizierungsprozess

in Vertebraten aufklaren kénnen.
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6 Materialien & Methoden

6.1 Materialien

6.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Applied Biosystems (Foster City, USA), BD Biosciences (Heidelberg), Biochrom (Berlin), BioRad
(Miinchen), Bruker Daltonik (Bremen), Costar (Bodenheim), Dianova (Hamburg), Eppendorf
(Hamburg), Fluka (Taufkirchen-Miinchen), GE Healthcare Europe (ehemalig 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), 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).

6.1.2 Kits

Folgende Kits wurden verwendet:
DC Protein Assay (BioRad, Miinchen); ECL Kit (Amersham Biosciences, Freiburg); 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).

6.1.3  Gerate

Blot-Tank / Mighty Small Transphor Hoefer, USA
Elektrophoresekammer BioRad, Hercules, USA

Elektroporator BioRad, Hercules, USA
Entwicklermaschine CAVOMAT Christiansen GmbH, Miinchen
FACSCalibur Becton Dickinson, USA

Inkubator Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf
MACS-System Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Mikroskop Zeiss, Jena

PCR-Maschine Biometra, Gottingen

Photometer Eppendorf, Koln

Power Pac 3000/Basic Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sterilbank Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf
Tischzentrifuge Eppendorf, Kdln

Zentrifuge Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf

Zahlkammer

Schubert & Weiss
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6.1.4 Datenverarbeitung

Adobe Photoshop Bildverarbeitung

CellQuest FACS Datenaquisition und -auswertung
Chromas Sequenzauswertung

Clustal W Sequenzverarbeitung

Microsoft Excel Tabellenkalkulation

Microsoft Word Textverarbeitung

Power Point Abbildungen

Sci Ed Central Sequenzverarbeitung

6.1.5 GroRenmarker
6.1.5.1 DNA-GroRRenstandard

Um DNA-Fragmente, die mit einem Agarosegel aufgetrennt wurden, besser abschétzen zu
konnen, ist zusammen mit den Proben ein DNA-GroBenstandard geladen worden. Der
verwendete Standard ist der DNA-Standard ,,.Gene Ruler™ DNA-Ladder-Mix“ (MBI

Fermentas, St. Leon-Rot).

6.1.5.2 Protein-GrofRenstandard

Um das Molekulargewicht von Proteinen bestimmen zu konnen, die mit einem SDS-PAA-
Gel aufgetrennt worden sind, wurde ein Proteinstandard benutzt. Dieser enthdlt 10
verschiedene Proteine mit einer GroBe zwischen 11 und 170 kDa. Fiir eine bessere
Orientierung im Gel ist das ca. 72 kDa grof3e Protein mit einem roten Farbstoff gekoppelt,

wohingegen alle anderen Proteine des Proteinstandards an einen blauen Farbstoff gebunden

. . . ™ . .
sind. Der verwendete Standard ist der Proteinstandard ,Bench Mark  Pre-stained Protein

Ladder” (Invitrogen, Karlsruhe).

6.1.6 Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von MBI-Fermentas (St. Leon-Rot), NEB (Schwalbach) und
Roche Applied Science (Mannheim) bezogen und mit den jeweils empfohlenen Puffern und
Zusitzen gebraucht.

Tag-Polymerase kam von Roche Applied Science (Mannheim) und Qiagen (Hilden).
TurboPfu-Polymerase wurde von Stratagen (Amsterdam, Niederlande) erstanden. Expand-

long-template-Polymerase wurde von Roche Applied Science (Mannheim) bezogen. T4-
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DNA-Ligase und alkalische Phosphotase (CIP) wurden von Roche Applied Science

(Mannheim) bezogen. Proteinase K wurde von MBI-Fermentas (St. Leon-Rot) erstanden.

6.1.7 Bakterien

Fir die Herstellung kompetenter Bakterien wurde der Escherichia coli-Stamm DH5a
benutzt. Genotyp: F°, ®dlacZ A M15, endAl, recAl, hsdR17 (rk’, mk’), supE44, Thi-1,
gyrA96, relAl, A(lacZY A-argF) U169, A"

6.1.8 Plasmide

pBSUbc13Puro bzw Bsr

Die Ubcl13-Vektoren zur gerichteten Integration in DT40-Zellen basieren auf dem pBS-
Vektor (Bluescript). Der 5" targeting-Arm fiir Ubc13 wurde mit den Primern 13Ubl und
13Ub2 aus genomischer DT40Crel-DNA amplifiziert. Der 3° targeting-Arm fiir Ubcl3
wurde mit den Primern 13Ub3 und 13Ub4 amplifiziert. Beide Sequenzen wurden in die
MCS des Vektors hineinkloniert. In einem weiteren Klonierungsschritt wurde zudem die
Resistenzkassette aus dem plox-Vektor (siehe ndchster Abschnitt) mit einer Resistenz
gegen das Antibiotikum Puromycin oder Blasticidin in den Vektor eingefiigt. Diese sind an
beiden Seiten durch loxP-Stellen flankiert, so dass die Resistenzkassette durch Cre-

Aktivierung aus dem Vektor entfernt werden kann.

/ =D a
Amp. f1°”b-Ga\")
Mcs"
pUC-Origin

pBSUbc13Bsr
10369 bps

pBSUbc13Puro

9945 bps
mutioxP

betaactinprom

loxp )
uromyci %‘}\\ Blasticidin_y

Abbildung 23: pBSUbc13Puro und pBSUbc13Bsr

pExpress & ploxgpt

Beide Vektoren wurden urspriinglich von H. Arakawa (HMGU, Miinchen) generiert. Der
Vektor pExpress besitzt eine multiple Klonierungsstelle die durch einen chicken-B-actin
Promotor angetrieben wird. In diese MCS wurde die cDNA des Produktes von 13UbS8 und
13Ub9 hineinkloniert, so dass Zellen die mit diesem Vektor transfiziert werden, grof3e

Mengen an Ubc13 exprimieren kénnen. Die Expressionskassette wurde anschlieBend iiber
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die Spel Schnittstellen in den ploxgpt Vektor kloniert, so dass Ubcl3 am 5'und 3° Ende
durch  loxP-Stellen flankiert wund eine Resistenz gegen gpt (guanosine
phosphoribosyltransferase) eingefiihrt wurde. Dadurch ist es moglich, liber Aktivierung
einer Cre-Rekombinase, die Ubc13-cDNA-Expressionskassette sowie die Resistenzkassette

wieder aus dem Vektor zu entfernen.

el el

Aktin Promotor

gpt-Resistenz

B-Aktin Promotor

SV40 PolyA™
A pBluescript KS(+)

pBluescript KS(+) el el

Abbildung 24: pExpressUbc13 und ploxgpt (verindert nach Arakawa et al, 2001)

pBSRad18bsr
Der Radl8-targeting Vektor mit Blasticidinresistenzgen wurde fiir die Bestimmung der
targeting-Rate verwendet, und ist von B. Jungnickel generiert und zur Verfiigung gestellt

worden. Der Vektor wurde schon detailiert beschrieben (Bachl et al., 2006).

6.1.9 Zelllinien

Tabelle 3: verwendete Zelllinien

Hiihner B-Zellen Bezugsquelle

DT40Crel Jean-Marie Buerstedde, HMGU
DT40 Ubc13* Klonl und2 selbst generiert

DT40 Ubc13"*Klon1 und 2 selbst generiert

DT40AID™ Jean-Marie Buerstedde, HMGU
DT40Rad18™" Berit Jungnickel, HMGU
DT40¥""AIDR Jean-Marie Buerstedde, HMGU
DT40¥ AID® Ubc13™ selbst generiert

DT40¥ AID® Ubc13"™® selbst generiert

DT40¥""AID™ Jean-Marie Buerstedde, HMGU
DT40AID"AIDIRESGFP Klon 1 und 2 I. Pfeil, HMGU

DT40AID"LUCIRESGFP L. Pfeil, HMGU
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Humane B-Zelllinien
BL100
Mutu™*
DG75"
BL70°
Raji"
BL60"
P3HR1"
HH514"
Mutu IIT"
BJAB
721"
EREB 2-5"
P493.6
Nalmé6”

Andere Zelllinien

HEK 293 (human, embryonic kidney cells)

HCT 116 p53™ (human colon carcinoma cells)

HCT 116 p53™

' Zellpellets dieser Zelllinien wurden fiir Western Blot Analysen von H. Scheller (HMGU, Miinchen) zur Verfiigung gestellt

6.1.10 Oligonukleotide

Tabelle 4: Oligonukleotide fiir PCR-Reaktionen

Bezugsquelle

B. Jungnickel, HMGU
J. Mergler, HMGU

B. Jungnickel, HMGU
B. Jungnickel, HMGU
J. Bachl, HMGU

B. Jungnickel, HMGU
B. Kempkes, HMGU
B. Kempkes, HMGU
J. Mergler, HMGU

B. Kempkes, HMGU
B. Kempkes, HMGU
B. Kempkes, HMGU
B. Kempkes, HMGU
J. Bachl, HMGU
Bezugsquelle

B. Kempkes, HMGU
D. Eick, HMGU

D. Eick, HMGU

Name Nukleotidsequenz in 5°-3 'Richtung

13Ubl TCC AGC CTG GCC TTG GCT GCT TCC A

13Ub2 GTT TGA CAA ATT GCA TTC GTG AGA C

13Ub3 GAA TAA AAG CCC AGA CAT CTT CAG T

13Ub4 TGG AAG TCT GTG TCG TGA TGA TGG C

13UbS TTC CAC ACC ACT GCT ATA GGC AGG GAC ACC

13Ub8 GAA GCT AGC GCC ACC ATG GCC GGG CTG ccC C
13Ub9 CCC TCT CTC CAG AAC CGT CTT GTC CTC TTC ACT A
13Ub201 | GTG TAA GAG GAC AAG CAA GAT AC

13Ub202 | AGT TGG GCT AAA TGA CCT TCG

BS1 CGA TTG AAG AAC TCA TTC CAC TCA AAT ATA TAC CC
Pu4 CAG CGC CCG ACC GAA AGG AGC GCA

18Rad6 | GAC GCC GGC TGT CAC TCG GGC CGG TC

A TGG GAA ATA CTG GTG ATA GGT GGA T

A2 GAG CGC AGG GAG TTA TTT GCA TAG

C2 CCT CCA TTT TTT GAC AGC ACT TAC CTG GAC AGC TG
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6.1.11 Antikorper

Tabelle 5: verwendete Antikérper

Name des Ak Verdiinnung | aus Bezugsquelle
anti-IgMgrc 1:50 Ziege Bethyl Laboratories Inc.
anti-IgMpg 1:20 Ziege Bethyl Laboratories Inc.
antipirc microbeads 1:30 Miltenyi Biotech
anti-Ubc13 1:1000 Kaninchen | Abcam

anti-PCNA 1:1000 Maus Abcam

anti-Tubulin 1:3000 Kaninchen | Sigma Aldrich
anti-AlDsgo 1:5 Ratte E. Kremmer, HMGU
anti-p21 1:3000 Maus Sigma Aldrich

anti-p53 1:500 Kaninchen | Cell signalling

anti-rat IgG/IgM mit HRP | 1:5000 Ziege Jackson Imm. Research
anti-mouse IgG mit HRP | 1:5000 Ziege Promega

anti-rabbit IgG mit HRP 1:3000 Maus Cell signalling

6.2 Methoden

6.2.1 Standardmethoden

Alle Standardmethoden molekularbiologischer Laboratorien, die hier nicht weiter erldutert
werden, wurden wie bei (Sambrook, 2001) beschrieben durchgefiihrt. Bei kommerziellen

Produkten wurde gemél} den Herstellerangaben vorgegangen.

6.2.2 Zellkulturbedingungen

Zellkulturarbeiten wurden stets unter einer Sterilbank (Haereus Christ Instruments,
Diisseldorf) mit sterilen Glas-, und Plastikpipetten durchgefiihrt. DT40 Zellen wurden im
Inkubator bei 41 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Humane Zelllinien sind
bis auf die Temperatur von 37 °C unter denselben Bedingungen gewachsen. Soweit nicht
anders beschrieben, fanden alle Zentrifugationsschritte bei 4 °C mit 1200 rpm (ca. 200g)
fiir 5 min in einer Varifuge statt (Haereus Christ Instruments, Diisseldorf).

DT40-Zellen wachsen einzeln in der Suspension und haben einen sehr schnellen
Zellzyklus, so dass sie sich ungefdhr zweimal am Tag teilen. Daher wurden sie jeden
zweiten Tag mit frischem Hithner-Medium verdiinnt und eine Zelldichte zwischen 2x10*

und 1-2x10° eingehalten.
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Die verwendeteten Humanen Zelllinien wachsen etwas langsamer, so dass eine Zelldichte
von 3x10° und 1,5x10° eingehalten worden ist. Semi-adherente HEK 293 und adherente
HCT 116-Zellen wurden in Schalen kultiviert. Zudem mussten HCT 116-Zellen mit

Trypsin (Gibco BRL, Schottland) behandelt werden, um diese vom Untergrund zu losen.

Kulturmedium fiir DT40-Zellen
500 ml RPMI 1640 Medium (Gibco BRL, Schottland)
10 % FCS/FKS (Gibco BRL, Schottland)
1 % Hiihnerserum (Gibco BRL, Schottland)
100pg/ul  Penicillin/Streptomycin (100x) (Gibco BRL, Schottland)
2 mM Glutamin (200 mM) (Gibco BRL, Schottland)
1 mM Natriumpyruvat (100 mM) (Gibco BRL, Schottland)
0,1 uM  B-Mercaptoethanol (1M) (Gibco BRL, Schottland)

Kulturmedium fiir humane Zellen

500 ml RPMI 1640 Medium (Gibco BRL, Schottland)

10 % FKS (PAA, Pasching, Osterreich)

100pg/ul  Penicillin/Streptomycin (100x) (Gibco BRL, Schottland)
2 mM Glutamin (200 mM) (Gibco BRL, Schottland)

1 mM Natriumpyruvat (100 mM) (Gibco BRL, Schottland)

6.2.3 Bestimmung der Zelldichte

Um die Lebendzellzahl einer Zellkultur zu bestimmen, wurden Neubauer-Ziahlkammern
eingesetzt. Die Zellen wurden in 4x16 Kleinquadraten ausgezéhlt und der Mittelwert
berechnet. Da die 16 Kleinquadrate und das Deckglas ein Gesamtvolumen von 0,1 pl
einschlieffen, musste der berechnete Mittelwert mit dem Faktor 10* multipliziert werden,

um die Zelldichte pro ml zu erhalten.

6.2.4 Einfrieren und Auftauen 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 10 ml Zellkulturmedium aufgenommen, gewaschen und
mit 10 ml frischem Zellkulturmedium in eine Zellkulturflasche transferiert und im

Inkubator kultiviert.
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6.2.5 Transfektion von DT40-Zellen

6.2.5.1 Vorbereitung der Zellen und der Plasmid-DNA

Damit sich die Plasmid-DNA stabil in das Genom von DT40 Zellen integrieren konnte,
musste die zu transfizierende DNA zunéchst linearisiert werden. Dazu wurden 50 ng DNA
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen 2 h bei 37 °C gespalten. Anschlielend wurde
die DNA mit 100 % EtOH und bei -20 °C gefillt. Am nichsten Tag wurde die DNA
entsalzen. Dazu wurde sie bei 15.000 rpm fiir 20 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und anschlieBend das Pellet mit 250 pl 70 % EtOH gewaschen. Danach wurde
die DNA durch vortexen gut mit dem EtOH gemischt und fiir 10 min bei 15000 rpm
zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand komplett abgenommen und der noch
iberschiissige Alkohol unter der Sterilbank verdampft. Alle Schritte der Transfektion sowie
die Vorbereitungen wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt (Haereus Christ Instruments,
Diisseldorf). Die entsalzene DNA wurde in jeweils 300 ul sterilem PBS aufgenommen.

Als nichstes wurde die Zelldichte der zu transfizierenden Zellkultur bestimmt. Fiir eine
Transfektion waren 1x10” Zellen nétig, welche durch Zentrifugation pelletiert worden sind.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml sterilem PBS resuspendiert. Der
letzte Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und die Zellen wieder in 500 ul PBS
aufgenommen.

Diese wurden zusammen mit der linearisierten und entsalzenen DNA auf
Elektroporationskiivetten verteilt (0,4 cm Elektrodenabstand) und anschlieBend 10-15 min

auf Eis inkubiert., so dass sich die DNA besser an die Zellen anlagern konnte.

6.2.5.2 Transfektion und Generierung von DT40-Einzelzellklonen

Direkt vor der Transfektion wurden die Proben gut miteinander gemischt und in den
Elektroporator gestellt (Bio-Rad). Es wurde ein elektrischer Puls von 800 V und 50 pF
gegeben, die Zellen anschlieBend in 10 ml frisches Hithner-Medium tiiberfiihrt und dann im
Inkubator kultiviert.

Fiir die Generierung von Einzelzellklonen wurden jeweils 100 pl der transfizierten Zellen
auf einer 96 Wellplatte verteilt und in den Inkubator gestellt. Nach 24 h wurden die Zellen
durch Zugabe von 0,8 pg/ml Puromycin oder 5Sug/ml Blasticidin oder 30 pg/ml
Mucophenolsdure (gpt) selektioniert.
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6.2.6 MACS-Separation

Bei dieser Methode werden bestimmte Zelltypen aus einem heterogenen Zellgemisch mit
Hilfe von Magnetpartikeln und AntikSrpern separiert (Magnetic Activated Cell Separation).
Dazu werden Antikorper verwendet die gegen zellspezifische Oberflachenproteine gerichtet
sind. Diese werden in einem weiteren Inkubationsschritt mit magnetischen Kleinpartikeln,
den microbeads (Miltenyi), gekoppelt. Fiir alle Waschschritte wurde 2 x PBS; 0,5 % FCS
verwendet.

Nach der Inkubation mit dem Ak wurde die Zellsuspension auf eine mit Stahlwolle gefiillte
Sdule aufgetragen, die durch einen umgebenden Dauermagneten magnetisiert worden war.
Die mit microbeads beladenen Zellen blieben dadurch an der Saule haften, die nicht
markierten Zellen konnten die Sdule ungehindert passieren. Die gebundenen Zellen konnten
nach der Entfernung aus der Dauermagnetvorrichtung problemlos von der Sédule getrennt
werden. Am Ende erhielt man zwei Fraktionen: den Durchlauf mit den unmarkierten Zellen
und das Eluat mit den an microbeads gekoppelten, positiven Zellen. Fiir unsere Zwecke
wurden Depletions-Sdulen fiir eine saubere Abtrennung der unmarkierten Zellen
(Depletion) und Seperationssidulen (Separation) fiir eine Abtrennung der markierten Zellen
eingesetzt.

Fir die MACS-Separation wurden 1x107-10® Zellen benétigt. Wihrend der gesamten
Separation wurde auf Eis gearbeitet.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand komplett entfernt. Es
wurde eine Probe von 20 pl entnommen und das restliche Pellet wurde mit 10 pl des
Erstantikdrpers (anti-IgMprre) fiir 10 min auf Eis inkubiert. Uberschiissige Ak wurden
durch anschlieBende Waschschritte mit 3 ml PBS-FCS (0,5%) und durch Zentrifugation
entfernt. Der Uberstand wurde verworfen, und zum restlichen Volumen wurden 20 pl
microbeads (anti-IgMyicrobeads) hinzugegeben. Die Suspension wurde dann fiir 20 min bei
4°C inkubiert und wéhrend dieser Zeit mehrmals geschiittelt. Es wurden 3 ml PBS-FCS
(0,5%) hinzugegeben und eine zweite Probe von 20 pl entnommen. Durch Zentrifugation
wurden ungebundene Ak entfernt und das Pellet wieder mit den restlichen 100 pl
resuspendiert. Dann wurden die Zellen in 800 ul PBS-FCS (0,5%) aufgenommen.

Die Séule wurde vor dem Auftragen der Zellsuspension in den Magneten (Miltenyi) gestellt
und mit 3 ml PBS-FCS (0,5%) equibriliert. 800 pul der Zellsuspension wurde in Portionen
von je 200ul auf die Sdule gegeben. Nachdem dieses Volumen durch die Séule gelaufen
war, wurde die Sdule mit zusétzlichen 2,5 ml PBS-FCS (0,5%) gewaschen. Der Durchlauf

wurde aufgefangen und daraus eine Probe von 20 ul entnommen. Im Durchlauf sollten sich
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alle unmarkierten IgM-negativen Zellen befinden, welche nicht an die Sadule gebunden
hatten. Zur Eluierung wurde die Sdule aus dem Magneten entfernt und 3 ml PBS-FCS
(0,5%) auf die Saule gegeben. Durch Driicken des Sdulen-Aufsatzes wurde das Losen der
IgM-positiven Zellen gefordert. Im Eluat sollten alle magnetisch-gekoppelten IgM-
positiven Zellen sein, von welchen eine 20 pl Probe entnommen wurde. Die Zellen des
Durchlaufs und des Eluates wurden mit Hilfe der Neubauer-Z&hlkammer gezahlt. 10 pl der
jeweils entnommenen Proben wurden mit je 0,25 pl anti-IgMgirc gefarbt und mit Hilfe der
FACS-Analyse (siche 6.2.7) untersucht. Als Vergleich dazu wurden jeweils 10 pl der
entnommen Proben ohne Zugabe des Ak untersucht (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland).

6.2.6.1 lg-Genkonversionsassays und SHM-Assays im DT40-System

Vor der Durchfilhrung von Ig-Genkonversionsassays mussten IgM"-Zellpopulationen
durch den Einsatz von MACS-Depletionssédulen generiert werden. MACS-
Separationssdulen wurden hingegen fiir die Herstellung von IgMP* Zellpopulationen fiir
SHM-Assays eingesetzt. Die so generierten Populationen wurden mit der entsprechenden
Menge an Medium auf 3,3 x 10* Zellen pro ml eingestellt und iiber zwei
Verdiinnungsschritte mit Medium auf 3,3 x 10> Zellen pro ml verdinnt. Nach einer
zusitzlichen 1 zu 10 Verdiinnung wurden je 100 ul Zellen auf einer 96-Wellplatte verteilt,
so dass pro Well ca. 3 Zellen ausplattiert worden sind. Nach 7-10 tdgiger Inkubation
wurden ca. 30 sichtbare EZK in je 1 ml Medium gepickt (24-Wellplatte) und kultiviert.

Die Rate an Ig-Genkonversion und SHM konnte nach Kultivierung der EZK fiir einige
Wochen mit Hilfe einer FACS-Analyse (nichster Abschnitt) ermittelt werden. Ig-
Genkonversionsassays wurden nach 6-8 Wochen auf diese Art analysiert, SHM-Assays
konnten hingegen schon nach 2-4 Wochen ausgewertet werden. Uber den gesamten
Zeitraum wurden FACS-Analysen von EZK der jeweiligen parentalen Zelllinie
durchgefiihrt, um den Prozess der Ig-Genkonversion und SHM zeitlich zu verfolgen (fiir

eine schematische Darstellung siehe auch Abbildung 17A und Abbildung 22A).

6.2.7 FACS-Analyse

Die Unterscheidung verschiedener Zellen erfolgte iiber die Markierung von
Oberflichenmolekiilen mit Hilfe monoklonaler Ak (mAk), die direkt an

Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt waren, oder durch die Expression von GFP. Die Analyse
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der gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe des Durchflusszytometers (FACS = fluorescence
activated cell scanner/sorter). Dabei ist die gemessene Intensitidt des Vorwirtsstreulichtes
(forward scatter = FCS) proportional zur ZellgréBe. Das Seitwértsstreulicht (side scatter =
SSC) ist von der Oberflichenbeschaffenheit und Granularitit der Zellen abhdngig. Die
Fluoreszenzintensitdten ergeben sich nach Anzahl der gebundenen Farbstoffmolekiile des
Ak oder unterschiedlichen Expression von GFP.

Alle Zentrifugationen wurden fiir 3 min bei 4 °C und 500 rpm durchgefiihrt. Fiir
Waschschritte wurde der FACS-Puffer aus 1 x PBS; 0,5 % BSA verwendet.

Zur FACS-Analyse wurden 5x10* bis 5x10° Zellen durch Zentrifugation sedimentiert.
Anschliefend wurden die Zellen in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert, gewaschen und
zentrifugiert. Bei Verwendung von mAk wurde die entsprechende Menge des Ak zu dem
Zellpellet gegeben und fiir mindestens 10 min bei Raumtemparatur inkubiert. Um die nicht
gebundenen Ak zu entfernen wurden die Proben dann mit 500 ul FACS-Puffer gewaschen
und zentrifugiert. Die Zellen wurden vor der FACS-Analyse in 100-200 pul PBS mit 1pg/ml
Propidiumiodid (PBS/PI) aufgenommen.

6.2.8 PCNA-Ubiquitinierungsassays

Um die Modifikationen von PCNA nach Behandlung mit verschiedenen DNA-
schiadigenden Methoden zu untersuchen wurden PCNA-Ubiquitinierungsassays
durchgefiihrt. Dazu wurden die zu behandelnden Zellen am Vortag auf 6-Wellpatten bzw.

Petrischalen in dem entsprechenden Medium ausgeséht.

DT40-Zellen 2,5x10°
HEK 293-Zellen 1 x10°
HCT 116-Zellen (mit und ohne p53) 1x10°

Nach erfolgter Behandlung und Regeneration der Zellen wurden diese zu Zellpellets
verarbeitet, daraus die Proteine extrahiert und diese mittels Western-Blot analysiert (siche

6.4.4)

UV-Behandlung

Die UV-Behandlung erfolgte mit Hilfe eines UV-Stratalinkers 1800 (Stratagene, Texas,
USA). Fiir semi-adherente Zellliinen (HEK 293) sowie adherente Zelllinien (HCT 116)
wurde vor UV-Behandlung das Medium komplett abgenommen und die Zellen mit 3 ml

PBS tiberschichtet. DT40-Zellen wurden dazu nach einem Zentrifugationsschritt in 1 ml
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PBS aufgenommen. Folgende UV-Stirken wurden fiir die Bestrahlung eingesetzt: 20, 200,
500 und 1000 J/m®. Die Zellen wurden anschliefend fiir 6 Stunden regeneriert.

HU-Behandlung (Hydroxyurea)
Die HU-Behandlung (Bristol-Myers Squibb) erfolgte fiir je 5 Stunden in je 1 ml

Kulturmedium. Es wurde in den Konzentrationen von 20 mM und 200 mM eingesetzt.

MMS-Behandlung (Methyl-Methansulfonat)

Die MMS-Behandlung (Sigma Aldrich) erfolgte fiir 5 Stunden in je 8 ml Kulturmedium.
Fiir die Vorverdiinnungen wurde stets eine frisch angesetzte 1 % Stammldsung des Agenz
verwendet. Folgende Konzentrationen wurden verwendet:0,0002 %, 0,001 %, 0,004%, 0,02
% und 0,1%.

IR-Behandlung (irradiation)

Die IR-Behandlung erfolgte fiir einige Minuaten in einer Gamma 40 '’Cs-
Bestrahlungsanlage (MDS-Nordion,Ottawa, Kanada). Die Zellen wurden dazu in den
Zellkulturflaschen einer Bestrahlung von 800 Rad (8 Gy) ausgesetzt. AnschlieBend wurden

die Zellen fiir einige Stunden im Inkubator regeneriert.

6.2.9 Proliferationsassay

Der Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFDA SE bzw. kurz CFSE) wird
stabil in die Zelle aufgenommen, jedoch halbiert sich dessen Konzentration innerhalb der
Zelle mit jeder Teilung aufgrund der Verteilung des Farbstoffs auf die Tochterzellen. Es
kommt somit zu einer regelméBigen Halbierung des Fluoreszenzsignals mit jeder
Zellteilung, was eine Beobachtung der Proliferation mit Hilfe einer FACS-Analyse erlaubt
(Quah et al., 2007).

Es wurden je 4x10° Zellen fiir die CFSE-Farbung und fiir die ungefirbte Kontrolle
abgenommen und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde durch Zugabe von 10 ml warmem
PBS (41 °C) und erneute Zentrifugation gewaschen. Der Uberstand wurde sorgfiltig
entfernt und das so erhaltene Zellpellet in 2 ml CFDA-PBS-Ldsung resuspendiert, wobei
die CFDA-PBS-Losung durch 1:10000 Verdiinnung der 10 mM CFDA-Stammldsung in
warmem PBS (41 °C) erhalten wurde. Zu den Zellen, die als ungefarbte Kontrolle im Assay
mitgefiihrt werden sollten, erfolgte die Zugabe von 1 ml warmem PBS (41 °C). Die

Inkubation erfolgte fiir 5 min im 41 °C Inkubator. Dann wurde die Farbereaktion durch
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Zugabe von 10 ml kaltem Kulturmedium (4 °C) gestoppt und die Zellsuspension
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen dann in 10 ml warmem Kulturmedium (41
°C) aufgenommen und erneut fiir 30 min in den 41 °C Inkubator gestellt. Schlielich
wurden sie wiederum zentrifugiert und in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, so dass sie
in einer Dichte von 4x10° Zellen/ml in Zellkulturflaschen kultiviert werden konnten. Es
wurde mindestens 5 Stunden bis zur ersten FACS-Messung gewartet, die an den ersten 3
Tagen des Assays zweimalig im ca. 10 bis 12 Stunden Abstand und an den weiteren Tagen
einmalig durchgefiihrt wurde. Die Dauer des Assays wurde durch das Erreichen der
Eigenfluoreszenz der Zellen, welche durch eine ungefirbte Probe ermittelt wurde,
bestimmt. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit dem Programm CellQuest.
Anhand dieser Daten konnte die Proliferation in Abhidngigkeit der Zeit graphisch

dargestellt und die Generationszeit der Zellen berechnet werden (siehe 4.3.3).

6.2.10 Methylzellulose-Uberlebensassay

Herstellung von 1,25 % Methylzellulose

Es wurden 12,5 g Methylzellulosepuder abgewogen und in einer 1 Liter-Glasflasche
sterilisiert. Zudem wurden 11,9 ¢ DMEM und 2,44 g Natrium-Hydrogen-Carbonat in 500
ml Wasser aufgeldst und durch einen 0,2 um Filter steril filtriert. Unter stindigem Riihren
wurde zu dem sterilen Methylzellulosepulver 220 ml 55°C-65°C heif3es, steriles Wasser
hinzugefiigt. Beim Erreichen einer Temperatur des Gemisches von unter 55 °C, wurde die
DMEM Losung hinzugefiigt und das Ganze iiber Nacht bei 4 °C geriihrt. Am néchsten Tag
wurden unter stindigem Riithren 10 ml Natriumpyruvat, 10 ml Glutamin, 10 ml
Penicillin/Streptomycin, 10 ml Hithnerserum, 100 ml FCS und 100 pl Mercaptoethanol
hinzugegeben. Dann wurde 140 ml steriles Wasser hinzugefiigt. Diese Losung musste
erneut iiber Nacht bei 4 °C geriihrt werden. Vor dem Einsatz der fertigen Methylzellulose

musste diese fiir 30 min. bei RT geriihrt werden.

Durchfiihrung des Methylzellulose-Uberlebensassays mit Cisplatin

Die Zellen, die fiir den Versuchsansatz benétigt wurden, sind am Vortag auf eine Dichte
von 3x10° Zellen/ml eingestellt worden. Zusitzlich konnten am Vortag die 6-Wellplatten
mit je 5 ml Methylzellulose vorbereitet werden. In die Zwischenrdume der Vertiefungen
wurden zusétzlich 2 ml Wasser gegeben. Am Versuchstag wurden die Zellen auf eine

Dichte von 2x10° Zellen/ml eingestellt und durch Nachzihlen kontrolliert. Von dieser
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Verdiinnung wurde jeweils 1 ml in ein Well einer neuen 6-Wellplatte gegeben. Die
Verdiinnung musste stets gut gemischt werden (Vortex), um eine moglichst gleiche
Zellzahl in jede Vertiefung zu pipettieren. Die erste Probe wurde als Kontrolle ohne
Cisplatin, einem DNA-schddigenden Agenz, verwendet, in den verbleibenden Proben
wurde eine ansteigende Konzentration von Cisplatin verwendet. Die Cisplatinkonzentration
betrug 6 uM, 12 uM, 16 pM, 24 uM und 32 puM. Jede Vertiefung wurde nach Zugabe des
Agenz gut durchgemischt. Danach wurden die Zellen fiir 2 Stunden im Inkubator kultiviert.
Nach diesem Schritt wurden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 5Sml Medium resuspendiert. Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und das
Pellet in 10ml Medium resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden je 100 pl in die
erste Vertiefung einer bereits am Vortag mit Methylcellulose vorbereiteten 6-Wellplatte
pipettiert. In die zweite Vertiefung wurden 100 pl der 1:10 Verdiinnung und in die dritte
Vertiefung 100 pl der 1:100 Verdiinnung gegeben. Dieser Arbeitsschritt wurde zur
Kontrolle gedoppelt. Die 6-Wellplatte wurde jeweils einmal kurz geschwenkt, um die
Zellen zu verteilen. Danach wurden die Platten fiir 9-13 Tage im Inkubator bei 37 °C

kultiviert. Die Kolonien konnten dann ausgezihlt und graphisch ausgewertet werden.

6.3 Techniken der DNA-Analyse

6.3.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Diese Art der Préparation wurde verwendet wenn besonders reine Plasmid-DNA aus einer
geringen Menge an Zellen benétigt worden ist. Dazu wurde das Qiagen-Kit gemal3

Herstellerangaben verwendet (QiaAmp DNA Mini Kit , Qiagen, Hilden).

6.3.2 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Jetstar-Kit laut

Herstellerangaben verwendet (Jetstar-Kit, Genomed, Lohne).

6.3.3 Photometrische DNA-Quantifizierung

DNA-Konzentrationen wurden mit einem Photometer (Eppendorf, Kdln) bestimmt. Dabei
wurde das transmittierte Licht der Wellenlinge 260 nm gemessen (ODyg). Bei
doppelstringiger DNA entspricht eine Absorption von 1 ungefahr 50 pg/ml. Daher kann
man die DNA-Konzentration wie folgt berechnen:

DNA-Konzentration = ODy49 x 50 x Verdiinnung.
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6.3.4 DNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA der Grof3e 0,5 kb-7kb wurden 1% Agarosegele und bei 0,2 kb-3
kb 1,5% Agarosegele verwendet. Die entsprechende Menge an Agarose wurde in 1XTAE
geldst und gekocht. Um die DNA per UV-Licht sichtbar zu machen, wurde der Agarose 0,5
ng/ml Ethidiumbromid (EtBr) zugesetzt. Als Laufpuffer wurde bei der Elektrophorese
IXTAE benutzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Beladen des Gels mit 1/6 des
Probenvolumens an Ladepuffer gemischt. Die DNA wurde im elektrischen Feld bei 100V

in die einzelnen Fragmente aufgetrennt.

IxTAE Ladepuffer (6x)

0,04 M Tris-Acetat 0,25 % Bromphenolblau
1 mM EDTA 30 % Glycerol

Agarosegel

1-2 mg Agarose
100 ml 1xTAE
5 ul 1% Ethidiumbromid-Lésung

6.3.5 Reinigung der DNA

Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte iiber das QIA-quick-Kit
laut Herstellerangaben (QUIAGEN GmbH, Hilden).

6.3.6 Direktisolierung von DNA

Diese Methode ermoglicht eine verlustfreie, aber dafiir nicht sehr reine Priparation von
genomischer DNA aus einer sehr geringen Anzahl an kultivierten Zellen. Dazu werden 50
ul Lysispuffer aus 10 mM Tris und 0,5 pg/ul Proteinase K auf 5x10° bis 1x10° Zellen
gegeben und 2,5 h bei 50 °C inkubiert. Danach wird die Proteinase K durch Inkubation fiir
10 min bei 95°C inaktiviert. Die gewonnene DNA konnte fiir PCR-Reaktionen genutzt

werden.
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6.3.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Expand-long-template Polymerase (Roche, Mannheim) wurde flir die Amplifikation
von sehr langen DNA-Sequenzen verwendet und diente dem PCR-Screening der
gerichteten Integration in das DT40-Genom.

PCR-Reaktionen mit dieser Polymerase wurden unter folgender Temparaturabfolge mit

meist 50 Zyklen in einer Biometra PCR-Maschine durchgefiihrt:

Start 95 °C fiir 5 min
Zyklische Denaturierung 95 °C fiir 50 sec
Zyklische Anlagerung 66,5 °C fiir 50 sec
Zyklische Verliangerung 72 °C fiir 7 min
Finale Verlidngerung 72 °C fiir 10 min

Die Taq-DNA-Polymerase wurde in allen PCR-Reaktionen eingesetzt, die keine
zusdtzlichen Anforderungen an die Polymerase gestellt haben. Diese PCR-Reaktionen

wurden meist mit 35 Zyklen unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Start 95 °C fiir 2 min
Zyklische Denaturierung 94 °C fiir 45 sec
Zyklische Anlagerung 63 °C fiir 30 sec
Zyklische Verldngerung 72 °C fiir 1 min
Finale Verldngerung 72 °C fiir 10 min

6.3.8 Klonierungstechnik

6.3.8.1 Ubc13-Uberexpressionsvektor und Ubc13-targeting Vektoren
Der ¢cDNA Uberexpressionvektor fiir Ubcl3 und die beiden Ubcl3 targeting-Vektoren

wurden im Rahmen meiner Diplomarbeit kloniert und sind bereits detailiert beschrieben

worden (I. Ertongur, Diplomarbeit).

6.3.8.2 pGEMT-Klonierung des VJ-Bereichs von DT40-EZK

Per PCR wurde mit dem Primerpaar C,-A; der VJ-Bereich aus der zuvor aufgereinigten
DNA cinzelner DT40-Klone des Ig-Genkonversions- sowie SHM-Assays amplifiziert. Das
PCR-Produkt wurde anschlieBend per QIAquick-System aus dem Agarosegel aufgereinigt.
Nach anschlieBender DNA-Konzentrationsbestimmung wurde die entsprechende Menge an
DNA mit dem Vektor pGEM-T (Promega) laut Herstellerangaben iiber Nacht mit der T4-

Ligase ligiert und per Hitzeschock in Bakterien transformiert .
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6.3.9 Southern-Blot

Die Fragmente der genomischen DNA wurden nach Spaltung mit Ps#l (siehe 4.3.1 und
4.3.4) in einem 0,8 % Agarosegel, das mit EtBr versetzt war, iiber mehrere Stunden bei 180
V aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Auftrennung unter UV-Licht neben einem
fluoreszierenden Lineal photographiert, um spéter die GroBen der einzelnen Fragmente
abschétzen zu konnen.

Vor dem Transfer wurde das Gel in 0,25 M HCl fiir etwa 15 min geschiittelt, um die gro3en
DNA-Fragmente in kleinere, besser zu transferierende Stiicke zu spalten. Danach wurde das
Gel durch 1 h Schiitteln im Transferpuffer neutralisiert. Die DNA wurde mittels des
Transferpuffers durch Kapillarkriafte auf eine Nitrozellulose-Membran (NEN-GeneScreen
Plus, Boston, MA, USA) transferiert. Der Transfer wurde iiber Nacht bei RT durchgefiihrt.
Nach dem Transfer wurde die Membran in 2 x SSC oder 0,5 M Tris HCI (pH 7,5) fiir 5 min
neutralisiert. Die DNA wurde durch anschlieBendes Backen bei 80 °C auf der Membran

fixiert.

20 x SSC Transferpuffer (TS)
3 M NaCl 0,4 M NaOH

0,3 M Na-Citrat 0,6 M NaCl
Hybridisierung

Die getrocknete Membran wurde mit 2 x SSC befeuchtet und dann eingerollt bei 66,5 °C
mit 25 ml Pridhybridisierungspuffer fiir mindestens 4 h in einem Hybridisierungsofen
(Habaid, Heidelberg) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blocken.

Nach dem Blocken der Membran wurde dem Puffer die radioaktiv markierte Sonde
zugesetzt. Die Hybridisierung der Sonde fand tiber Nacht bei 65 °C in einem
Hybridisierungsofen statt (Habaid, Heidelberg).

Die iiberschiissige Sonde wurde durch Waschschritte bei 65 °C entfernt. Je nach Sonde
wurde 5-20 min gewaschen. AnschlieBend wurde der Blot luftdicht eingeschweillt. Zur
Verdeutlichung der radioaktiven Banden wurde die Membran in BioMax-Kassetten auf
Kodak-BioMax-Filme gelegt und der Film bei -80 °C belichtet. Die Belichtungszeit reichte
von mehreren Stunden bis zu einigen Tagen. Die Filme wurden in einer

Entwicklungsmaschine entwickelt (CAVOMAT, Christiansen GmbH).
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Prihybridisierungspuffer Waschpuffer

1 M NaCl 2 x SSC

50 mM Tris, pH 7,5 0,1 % SDS oder hoher
10 % Dextransulfat

1 %SDS

250 pg/ml sonifiziertes Lachssperma

Herstellung radioaktiver Sonden

Die radioakiv markierte DNA-Sonde wurde iiber PCR mit den Primern 13Ub201 und
13Ub202 und umfasste ein ca. 300 bp grofes Fragment am 3" Ende von Ubcl3. Zur
radioaktiven Markierung wurden etwa 25 ng der DNA-Sonde verwendet, die in 45 pl H,O
gelost war. Die DNA wurde fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht und nach 5 min Abkiihlung auf
Eis mit einem Aliquot rediPrime™ II (Amersham Pharmacia, Braunschweig) gemischt.
Zuletzt wurde mit **P radioaktiv markiertes dCTP (50uCi) zugegeben und bei 37 °C fiir 30
min inkubiert. Mit Hilfe einer Sephadex-Sdule (Microspin S-200 HR, Amersham
Pharmacia, Braunschweig) und 1 min Zentrifugation bei 3000 rpm wurde die radioaktive
Sonde von iiberschiissigen Nukleotiden gereinigt. Um die Sonde zu denaturieren wurde sie
dann gekocht und es wurden 30.000.000 dpm/min zu der Préhybridisierungslosung

zugegeben. Mit diesem Gemisch wurde die Membran bei 65 °C inkubiert.

6.3.10 DNA-Sequenzierungen

Die DNA-Sequenzierung einzelner Bakterien-Subklone nach Klonierung des VIJ-Bereichs
in den pGEMT-Vektor (siche 6.3.8.2) erfolgte beim Sequenzierungsservice der LMU in
Miinchen. Dazu wurde eine Abwandlung der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode nach
Sanger, die ABI BigDye Kit Version 3.1, auf einem Kapillarsequenzer (Applied

Biosystems) und der Primer A, verwendet.

6.4 Proteinbiochemische Methoden

6.4.1 Praparation von Proteinen aus Zellen

Fiir die Isolierung der Proteine wurden 3-6x10° Zellen bei 1200 rpm fiir 5 Minuten
sedimentiert und mit PBS gewaschen. Zu diesem Zellpellet wurden 40-60 pl heiler 2x
Laemmli Probenpuffer zugegeben, um die Zellen zu lysieren. Der Laemmli Probenpuffer

enthielt kein BPB und kein DTT, da diese beiden Substanzen bei der spéiteren
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Proteinquantifizierung storen wiirden. Um die Degradation der Proteine durch Proteasen zu
minimieren, wurden Proteaseinhibitoren zugegeben (Protease Inhibitor Complete Mini
Tabletten, Roche). Die Proben wurden 5 min bei 100 °C erhitzt und anschlieBend gut
gemischt. Die Lysate wurden fiir weitere Experimente verwendet bzw. bei —20 °C
eingefroren.

2x Laemmli Probenpuffer

4 % SDS ; 20 % Glycerin; 250 mM Tris

6.4.2 Proteinquantifizierung

Proteinmengen wurden mit Hilfe des DC Protein Assay (Bio-Rad) photometrisch bestimmt.
Dieser ist mit dem Laemmli-Probenpuffer, der 2,5 % SDS enthilt, kompatibel. Die
Proteinkonzentration der Proben wurde wie vom Hersteller empfohlen, unter Benutzung

des mitgelieferten Proteinkonzentrationsstandards, bestimmt (DC Protein Assay, Bio-Rad).

6.4.3 SDS-PAA-Gelelektrophorese

Bei dieser Methode wurden die Proteine in einem Polyacrylamidgel (PAA-Gel)
aufgetrennt, das 0,1 % SDS enthielt. Zur Vorbereitung der isolierten Zelllysate wurde zu
jeder Probe jeweils 1/10 des Volumens 1 M DTT und 1/10 des Volumens Bromphenolblau-
Losung gegeben und dieses Gemisch dann 5 min bei 100 °C aufgekocht. Durch das
Aufkochen wurden die enthaltenen Proteine denaturiert und die erneute Faltung wurde
durch das Detergenz SDS verhindert. Die Disulfidbriicken zwischen den Polypeptidketten
wurden durch DTT reduziert.

Das Polyacrylamidgel bestand aus einem Sammelgel und einem Trenngel. Das verwendete
10 % Trenngel ermdglichte eine Auftrennung der Proteine im Bereich zwischen 14 kDa
und 68 kDa. Die vorbereiteten Proben wurden auf das mit Laemmli Laufpuffer
iiberschichtete Gel aufgetragen. Fiir den GroBenvergleich wurde ein Proteinstandard

mitgefiihrt. Die Elektrophorese wurde in einer Bio-Rad Vorrichtung bei 100 V

durchgefiihrt.

Trenngel 10%

4,0 ml H,O

3,3 ml 30 % Acrylamid (rotiphorese Gel 30, Roth)
2,5ml 1,5 M Tris, pH 8,8

100 pl 10 % SDS

100 pl 10 % APS
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4,0 ul 10 % TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin)

Sammelgel 10 x Laemmli Laufpuffer

3,4 ml H,O 30,3 g TRIS Base

840 ul 30 % Acrylamid 144,2 ¢ Glycin

625 ul 1 M Tris, pH 6,8 10 g SDS oder 100 ml 10 % SDS
50 pul 10 % SDS auf 11 mit Wasser auffiillen
50 pul 10 % APS

3,0 ul 10 % TEMED

6.4.4 Western-Blot

Mit dem Western-Blot werden Proteingemische, die durch Elektrophorese aufgetrennt
worden sind, mit spezifischen Antikorpern nachgewiesen. Dazu wird das Muster der
einzelnen Proteinbanden zunéchst auf eine proteinbindende PVDF-Membran iibertragen.
Das elektrische Feld stand dabei senkrecht zur vorherigen Trennrichtung. Es wurde ein so
genannter ,Nass-Blot“ in einem Bio-Rad-Tank durchgefiihrt, bei dem die gesamte
Blotvorrichtung mit Blotpuffer tiberdeckt ist. Vor dem Blotvorgang wurde die Membran
(Hybond, Amersham) in Methanol angefeuchtet. AnschlieBend wurde die Membran in
Wasser gewaschen und 5 min in Blotpuffer equilibriert. Das Acrylamidgel wurde ebenfalls
5 min in Blotpuffer equilibriert und dann auf drei, mit Blotpuffer getrdnkte Filterpapiere
platziert. Die PVDF-Membran wurde auf das Gel gelegt und mit drei weiteren, in
Blotpuffer getridnkten Filterpapieren bedeckt. Nach dem Entfernen von Luftblasen wurde
dieser Autbau zwischen Anode und Kathode so angeordnet, dass die negativ geladenen
Proteine in Richtung Membran wanderten. Die Transferkammer wurde dann mit Blotpuffer
gefiillt und unter Rithren fiir 1 h ein elektrisches Feld mit 100 V angelegt. AnschlieBend
wurde die Membran in PBS gewaschen und fiir 5 min reversibel mit Ponceau S gefarbt, um
den Transfer der Proteine zu iiberpriifen. Fiir weitere Analysen wurde die Membran in

Wasser gewaschen bis die Ponceau-Firbung entfernt war und bei 4 °C aufbewahrt.

10 x Blotpuffer (ohne Methanol) 1 x Blotpuffer 10 x Ponceau S
30,3 g TRIS Base 100 ml 10 x Blotpuffer 2 % Ponceau S
144,2 g Glycin 700 ml H,0 30% Trichloressigsédure

auf 1 I mit H,0 auffiillen 200 ml Methanol 30 % Sulfosalicylsdure
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6.4.5 Spezifischer Proteinnachweis mit Antikorpern

Mit der darauf folgenden Immunodetektion konnten die immobilisierten Proteine mit
spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Dies erfolgte liber zwei Antikorper. Der
erste Ak hat spezifisch an das Protein gebunden, der Zweitantikorper war gegen die Spezies
des Erstantikorpers gerichtet und an horseradish peroxidase (HRP) gekoppelt. Um
unspezifische Bindungen der Ak zu minimieren, wurde die Membran zundchst mit einer 5
% Milchpulver-PBS-Losung fiir 30-60 min auf einem Schiittler inkubiert. Die Membran
wurde mit dem Erstantikorper in einer 1 %-Milchpulver-Losung iiber Nacht inkubiert.
Nach Waschschritten mit PBS wurde die Membran mit dem ebenfalls in 1 % Milch
gelosten Zweitantikorper fiir 1-3 Stunden inkubiert. Nicht gebundene Zweitantikdrper
wurden dabei erneut im Anschluss durch Waschen mit PBS entfernt. Die
Chemolumineszenz-Reaktion die durch HRP und das ECL-Detektionsreagenz (Amersham)
angeregt wurde, konnte mit Hilfe eines lichtsensitiven Filmes detektiert werden (Hyperfilm
ECL, Amersham). Der Film wurde anschlieBend entwickelt (CAVOMAT, Christiansen
GmbH). Die verwendeten Antikdrper und die eingesetzten Verdiinnungen sind unter

Tabelle 5, Abschnitt 6.1.11 aufgelistet.
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7 Anhang
7.1 Abkurzungen

uF Microfarad

A Adenin

Abb. Abbildung

Ag Antigen

AID Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase
Ak Antikorper

Amp Ampicilinresistenzgen

AP-Stelle Apurinische bzw. Apyrimidinische Stelle
BCR B cell receptor

BER base excision repair

BIR Bruch induzierte Replikation

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumine

bsr Blasticidin

C Cytosin

C-Region constant region

CSR class switch recombination
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonuclein acid

DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
Dox Doxycylin

dsDNA Doppelstringige DNA
D-Segment Diversity-Segment des V-Gens
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

et al. et alterae, und andere

ECL enhanced chemilimuniscence
EZK Einzelzellklone

FACS fluorescent acitivated cell sorting
FCS/FKS Fetal calf serum/ fotales Kilberserum
g Gramm

G Guanin

GC gene conversion

GFP green fluorescent protein
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gpt guanosine phosphoribosyltransferase (Mycophenolsiure)
h Stunde

HR Homologe Rekombination

Ig Immunglobulin

IgL leichte Ig-Kette

IgH schwere Ig-Kette

IRES Interne Ribosomen-Elintrittsstelle
J-Segment Jjoining-Segment des V-Gens

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

1 Liter

M Molar

MACS magnetic associated cell sorting
MCS multiple cloning side

min Minute

MMR mismatch repair

NER nucleotide excision repair

NF«B nuclear factor-xB

NHEJ non homologous endjoining

nm Nanometer

N-Nukleotide Nicht matrizen-kodierte Nukleotide
OD Optische Dichte

PAA-Gel Polyacrylamid-Gel

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction
P-Nukleotide Palindromische Nukleotide

Primer Startoligonukleotid fiir die DNA-Polymerase
PRR postreplication repair

puro Puromycin

Rag Rekombinationsaktivierende Gene
RNA ribonuclein acid

rpm rounds per minute

S-Region Schalterregion

SDS sodium dodecyl sulphate

SDSA synthesis dependent strand annealing
sec Sekunde

SHM Somatische Hypermutation

SSA single strand annealing

SUMO small ubiquitin like modifier
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T Thymin

TCR T cell receptor

TdT Terminale Desoxynukleotidyltransferase
TEMED N,N,N’,N"-Tetramethylendiamin
TLS Transldsionssynthese

U Uracil

UNG Uracil-Glykosylase

uv Ultraviolettes Licht

v Volt

V-Segment variable-Segment des V-Gens
z.B. zum Beispiel
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