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1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase (AID) leitet bei Infektionen zwei verschiedene
mutagene Prozesse in Keimzentren ein: somatische Hypermutation (SHM) und
Klassenwechselrekombination (CSR, class switch recombination). Durch fehlerhafte
Reparatur von AlD-induzierten DNA-Ldsionen werden Genomveranderungen bewirkt, die die
Affinitat der Antikorper erhdhen und ihre Effektorfunktionen verbessern konnen.

Das AID-Protein befindet sich Gberwiegend im Cytoplasma, obwohl es seine entscheidende
Funktion an der DNA im Zellkern auslibt. Eine der Ursachen fiir die asymmetrische
AID-Lokalisation ist der nukleare AID-Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).
Wir konnten in Studien mit inaktiven AID-Mutanten zeigen, dass AlD-induzierte
DNA-Lasionen mit der AID-Degradation im Zellkern interferieren kénnen. Die Auswirkungen
von bestimmten, auch durch AID induzierten DNA-Lasionen auf die Stabilitdt und auf die
Lokalisation des AID-Proteins konnten ebenfalls in Experimenten bestatigt werden, bei
denen diese DNA-Lasionen durch Behandlung mit genotoxischen Agenzien simuliert wurden.
Diese Wechselwirkungen wurden sowohl fir endogenes Wildtyp (WT)-AID als auch fir ein
AID-GFP Fusionsprotein in zwei verschiedenen B-Zelllinien gezeigt. Ferner wurden Hinweise
auf eine verminderte Polyubiquitinierung von AID erhalten, die als Ursache fiir erhdhte
AID-Proteinmengen im Zellkern bei exogenen DNA-Ldsionen in Frage kommt.

Durch Lebendzellmikroskopie der UV-bestrahlten Zellen konnten wir eine Kolokalisation von
AID und PCNA (proliferating cell nuclear antigen) an den geschadigten DNA-Bereichen in
Hela-Zellen feststellen. Wahrend PCNA an den DNA-Ldsionen eine starke und stabile
Anreicherung erfuhr, war nach wenigen Minuten kein AID mehr an der geschadigten DNA
detektierbar. Dabei konnten Unterschiede zwischen den einzelnen AID-Mutanten bei der
Rekrutierung an die UV-bestrahlte DNA festgehalten werden.

Die Gesamtheit der Ergebnisse lieferte somit starke Anhaltspunkte fiir Wechselwirkungen
zwischen Aktivitat, Degradation und Lokalisation im posttranslationalen Regulations-
netzwerk von AID und ermdglichte Einblicke in ein noch nicht beschriebenes AID-Verhalten
in einer Zelle, die einer starken DNA-Schadigung unterliegt. Diese Hypothese dient nun als
Ausgangspunkt flr weitere Analysen der Signalkaskaden, die zur nukledren Anreicherung

und Abbauhemmung von AID bei DNA-Lasionen fihren.
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2. EINLEITUNG

Ein Leben ohne Immunsystem ware in einer Umwelt voller pathogener Mikroorganismen
undenkbar. Standig muss sich der Korper gegen diese Bedrohung wehren und Keime
spezifisch und zligig erkennen und eliminieren, ohne dabei das eigene Gewebe zu gefdahrden.
Zusatzlich zum angeborenen Immunsystem, welches Krankheitserreger anhand ihrer
Oberflachenmuster erkennt und schnell beseitigt, haben Vertebraten einen weiteren
Schutzmechanismus in Form von erworbener (adaptiver) Immunitat entwickelt, welcher vor
allem zum Tragen kommt, wenn die Erreger die Schutzmechanismen der natirlichen
Barrieren (z.B. Haut und Schleimhaute) und des angeborenen Immunsystems Gberwinden.
Aulier durch starke Spezifitat zeichnet sich die erworbene Immunitat durch z.T. lebenslange
Gedachtnisbildung aus, die im Falle einer Neuinfektion mit demselben Erreger eine noch

schnellere und effizientere Abwehr ermaoglicht (Janeway 2002).

2.1 Die adaptive Immunantwort

Die Hauptakteure der adaptiven Immunitat der Sauger sind T- und B-Zellen. Diese Zellen
gehoren zu den weiBen Blutkdrperchen (Lymphozyten) und entwickeln sich aus einer
gemeinsamen Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor) im Knochenmark (Kondo 2010).
Die weitere Differenzierung der T-Lymphozyten findet im Thymus statt, wo nur eine
begrenzte Menge an T-Zellen in der friihen Lebensphase hergestellt wird und fir die
gesamte Lebensdauer ausreichen muss. Die B-Zellen dagegen entwickeln sich bis zu dem
Stadium der reifen naiven B-Zelle im Knochenmark, aus welchem sie mit dem Blutstrom in
die Peripherie entlassen werden.

Eine Gemeinsamkeit, die diese unterschiedlichen Zelltypen aufweisen, ist ein
Antigenrezeptor (B- bzw. T-Zellrezeptor: BCR und TCR), der den Zellen die Antigenerkennung
ermoglicht. Durch die Antigenbindung werden in B- und T-Zellen allerdings unterschiedliche
funktionelle Prozesse in Gang gesetzt. Wahrend T-Lymphozyten die Aktivierung von
B-Lymphozyten und direkte Vernichtung der mit Pathogenen infizierten kdrpereigenen
Zellen vermitteln (zelluldre Immunantwort), haben B-Zellen die Produktion der Antikdrper im
Zuge der humoralen Immunantwort zur Aufgabe (Janeway 2002). Um der enormen Vielfalt

der Erreger standhalten zu kdnnen, muss der Organismus eine Reihe an genetischen
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Veranderungen in seinen Antigenrezeptor-Genen vornehmen. Diese DNA-Veranderungen
kdnnen unter Umstdanden zur Entstehung von affineren Antikorpern fiihren, sodass die

Diversitat erhoht und eine wirkungsvolle Abwehr ermdéglicht werden kann (Neuberger 2008).

2.1.1 Der B-Zellrezeptor

Der BCR kann in sezernierter l6slicher Form (Antikdrper) und als Oberflachenrezeptor als
integraler Membran-Proteinkomplex auf den B-Zellen vorliegen. Er gehort zur
Immunglobulin-Superfamilie und besteht aus je zwei identischen schweren (IgH,
immunoglobulin  heavy chain) und leichten (lgL, immunoglobulin light chain)
Polypeptidketten, die durch kovalente Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Beide
Ketten weisen eine funktionelle Aufteilung auf. Die aminoterminalen Enden der Ketten
werden als variabel (V) bezeichnet und dienen der Antigenbindung, wohingegen der
C-terminale Bereich der Ketten als konstant (C, constant) bezeichnet wird. Neben
strukturgebenden Eigenschaften definiert die konstante Region der schweren Kette den
Isotyp des Antikorpers und somit seine Effektor-Eigenschaften (Kracker und Durandy 2011).
Drei wesentliche genetische Mechanismen fiihren zu der enormen Vielfalt der Antikorper,
die beim Menschen auf 10* geschatzt wird (Schatz, Oettinger et al. 1992). Zum einen wird
die noch Antigen-unerfahrene Vorlauferzelle im Knochenmark durch somatische
Rekombination verdndert. In diesem ersten Schritt wird durch zuféllige Neukombination des
V-Region-Exons aus einer begrenzten Anzahl an Gensegmenten auf dem Genlocus der
schweren und der leichten Ketten eine groRere Vielfalt geschaffen. Diese Gensegmente
liegen als V (variable)-, D (diversity)- und J (joining)-Abschnitte auf der DNA vor, wobei die
D-Segmente nur auf dem Locus der schweren Kette vorzufinden sind. Bei der
V(D)J-Umlagerung werden zufallig und irreversibel je ein V-, (D-), und J-Gensegment zu
einem vollstandigen und funktionellen V-Exon zusammengefiigt (Jung und Alt 2004).

Die Schlisselenzyme sind dabei die B- und T-Zell-spezifischen RAG1/2-Proteine
(recombination activating genes); sie ermoglichen den ersten Schritt der Spaltung an den
Rekombinationssignalsequenzen (RSS), die die einzelnen Gensegmente flankieren. Die
dazwischen liegende DNA wird als geschlossenes zirkuldres Fragment entfernt. Der ubiquitar
vorkommende Komplex Ku70/80 bindet an die freien zu verknipfenden DNA-Enden um sie
vor Degradation zu schiitzen und um die DNA-abhdngige Proteinkinase (DNA-PK) zu
rekrutieren. Die terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) sowie Nukleasen wie Artemis

sorgen durch Prozessierung der noch offenen DNA-Enden, das heiSt durch Einbauen oder
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Entfernen von P- und N-Nukleotiden, fiir weitere Diversitat (Bassing, Swat et al. 2002). Im
letzten Schritt werden die einzelnen Gensegmente durch Ligase IV verknlpft. Auch die
kombinatorische Zusammenstellung verschiedener leichter und schwerer Ketten erhoéht das
Repertoire an verfligbaren Immunglobulinen (Tonegawa 1983).

Die naiven B-Zellen, die IgM und IgD als Antigenrezeptor auf ihrer Oberflache tragen,
verlassen nun das Knochenmark und zirkulieren in der Blutbahn. Sollten B-Zellen entstehen,
die diese Oberflachenstrukturen nicht ausbilden, wird bei ihnen im Zuge der negativen
Selektion die Apoptose eigenleitet, um Autoreaktivitdt zu vermeiden (Abb. 1).

Fir das Uberleben der B-Zellen in der Peripherie bedarf es neben einer Induktion durch
Antigenbindung auch einer Kostimulation durch T-Zellen (Parker 1993). Dabei kénnen sich
einige B-Zellen zu kurzlebigen Plasmazellen entwickeln und in den extrafollikuldren
Bereichen der sekundaren Lymphorgane niedrigaffine Antikorper produzieren (MaclLennan,
Gulbranson-Judge et al. 1997).

Die B-Zellpopulation, die dagegen den Eintritt in die Lymphfollikel schafft, bildet

Keimzentren aus (Liu, Zhang et al. 1991; Jacob und Kelsoe 1992; MacLennan 1994), wo zwei
weitere Diversifikationsmechanismen stattfinden: somatische Hypermutation (SHM) und

Klassenwechselrekombination (CSR, class switch recombination) (Abb. 1).

2.1.2 Die Keimzentrumsreaktion

Die Follikel in der Milz und den Lymphknoten, wo es zur Auspragung der Keimzentren
kommt, beherbergen neben den noch naiven B-Zellen und den T-Zellen auch follikulare
dendritische Zellen (FDC, follicular dendritic cells), die die B-Zellen mit zusatzlichen
Uberlebenssignalen versorgen (Kosco und Gray 1992).

Der direkte Kontakt zu den T-Zellen lauft auf zwei Ebenen ab. Zunachst prasentiert die
B-Zelle ihr aufgenommenes und prozessiertes Antigen der T-Zelle, die bereits durch dasselbe
Antigen aktiviert worden ist (Kosco, Monfalcone et al. 1988; Gray 1991). Daraufhin schittet
die T-Zelle den CD40-Liganden aus, der den CD40-Rezeptor auf der B-Zelloberflache bindet

und so der B-Zelle ein kostimulatorisches Signal vermittelt (Kelsoe 1995).
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B-Zell-Vorlaufer naive B-Zellen aktivierte B-Zellen terminal differenzierte Zellen

Plasmazelle

FDC

\ T-Zelle \B‘-Gedéchtniszelle
m‘ <:, IgG
autoreaktive

B-Zellen

Apoptose
dunkle Zone helle Zone

1) Herstellung der 1) Antigenbindung |1) Proliferation 1) CSR Differenzierung zu
B-Zellrezeptoren | 2) Interaktion mit |2) SHM 2) positive Selektion |a) antikérpersezernierenden
durch V(D)J- T-Helferzellen 3) Affinitatsreifung Plasmazellen oder
Umlagerung b) langlebigen

2) positive Selektion Gedachtniszellen

3) negative Selektion

Entwicklung Aktivierung Keimzentrumsreaktion —

Abbildung 1: Entwicklungsstadien der B-Zellen im Uberblick (nach Kiippers 2003)

Schematische Darstellung von Differenzierungsstadien der B-Zellen nach Antigenbindung tber T-Zell-abhangige Reifung im
Keimzentrum bis zur terminalen Differenzierung zu langlebigen B-Gedachtniszellen oder Plasmazellen. BCR: B-Zellrezeptor,
FDC: follikuldre dendritische Zelle; Ig: Immunglobulin; V: variable; D: diversity; J: joining; SHM: somatische Hypermutation;
CSR: Klassenwechselrekombination.

In der sogenannten dunklen Zone der Keimzentren durchlaufen die reifen B-Zellen als
Zentroblasten zunachst eine starke Zellteilung (Abb. 1). In dieser Phase lauft die SHM ab, ein
Prozess, bei dem die durch V(D)J-Umlagerung gebildeten variablen Bereiche der
Immunglobulingene durch zuséatzliche Punktmutationen weiter modifiziert werden (Berek,
Berger et al. 1991; Kippers, Zhao et al. 1993). SHM wird durch das B-Zell-spezifische Enzym
Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase (AID) initiiert, welches spezifisch wahrend der
Keimzentrumreaktion induziert wird (Muramatsu, Sankaranand et al. 1999) (Abb. 1 und 2).

Im weiteren Verlauf differenzieren Zentroblasten zu Zentrozyten, die sich durch langsamere
Teilungsraten auszeichnen und sich nun in der hellen Zone der Keimzentren befinden (Liu,
Zhang et al. 1991). Hier kénnen die B-Zellen ihre Antikérper durch CSR mit anderen Effektor-
Funktionen ausstatten (Liu, Grouard et al. 1996). Auch CSR-Prozesse werden von AID initiiert

(Muramatsu, Kinoshita et al. 2000) (Abb. 1 und 2).
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Ein GroRteil der B-Zellen hat durch diese genetischen Veranderungen ihren
Oberflachenrezeptor entweder verloren oder durch Mutationen die Affinitat des Antikorpers
eingeblfRt und muss deswegen Apoptose einleiten (Liu, Joshua et al. 1989). Auch Selbst-
Antigen erkennende B-Zellen werden in diesem Stadium durch Apoptose eliminiert (Kelsoe
1995). Die im Keimzentrum ansdssigen sogenannten tingible body Makrophagen eliminieren
diese Zellen (Hanayama, Tanaka et al. 2004).

Sowohl die FDC- und T-Zell-vermittelte Differenzierungssignale als auch der AlD-abhangige
genotoxische Stress wahrend der Keimzentrumreaktion induzieren einen ATM (Ataxia
telangiectasia mutated)-abhangigen Signalweg, der durch Inaktivierung von CRTC2
(Aktivator von CREB) zur weiteren B-Zelldifferenzierung fihren kann (Sherman, Kuraishy et
al. 2010). Die wenigen B-Zellen, die durch die zufallig gesetzten Mutationen im variablen
Gensegment einen hochaffinen Antikérper ausbilden, werden nun positiv selektioniert und
verlassen das Keimzentrum entweder als langlebige terminal differenzierte Plasmazellen, die

in eine Nische ins Knochenmark zuriickwandern oder als B-Gedachtnis-zellen, die im Blut

zirkulieren (Arpin, Dechanet et al. 1995; Hollowood und Goodlad 1998) (Abb. 1).

." Ch C6 C3 |[Gv1| C2b C2a Ce  Ca

-Switch-Regionen (S)

AID AID
2 % Ku70/Ku80  Ku70/Ku80
Cp C6 2
|- e | gt Q2
VD) UV UV yp) VDJ l_'—l\
fehlerhafte Reparatur homologe Rekombination NHE) w
s Cu C6 oyl cy2b &
—E-N | -1 — i | e, -
VD) YV VvV yp) VD)
SHM Genkonversion Klassenwechsel
variable Region konstante Region

Abbildung 2: Sekundare Antikérperdiversifikationsmechanismen (nach Jungnickel 2006)

Durch AID-bedingte Cytidin-Deaminierung kommt es in Ig-Loci zu DNA-Lasionen, die durch fehleranfallige Reparatur zur
SHM in der variablen Region fiihren (links). Durch homologe Rekombination werden Pseudogensegmente in die
umgelagerten und von AID geschadigten Stellen in der variablen Region eingefiihrt (Genkonversion, Mitte). In der
konstanten Region des Ig-Locus kommt es durch nichthomologe Endverkntipfung (NHEJ, non-homologous end joining) zum
Klassenwechsel. Dabei entstehen neue Isotypen (hier IgG1) an den switch (s)-Regionen. Der Zwischenbereich der DNA wird
als switch circle deletiert (rechts). AID: Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase; V:variable, D: diversity; J: joining;
WV: Pseudogene; Ku70/80: Schlisselkomponente des NHEJ-Reparaturwegs.
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2.1.2.1 Somatische Hypermutation

Ein entscheidender Schritt bei der Affinitatsreifung der Antikorper im Keimzentrum ist die
SHM in den umgeordneten V-Regionen der Immunglobulingene. Auf Grund sich
anschlieBender Selektionsprozesse kann die genaue Mutationsrate in vivo nicht ermittelt
werden, Schatzungen zu Folge liegt diese aber bei etwa 10® bis 10
Mutationen/Basenpaar/Generation. Dieser Wert ist millionenfach héher als die spontane
Mutationsrate im menschlichen Genom (McKean, Huppi et al. 1984; Rajewsky 1996). Eine

Anhdufung der AID-induzierten Mutationen findet sich in einem circa zwei Kilobasenpaar

langen stromabwarts vom Vy-Promotor gelegenen Abschnitt (Lebecque und Gearhart 1990),
wobei dort insbesondere sogenannte DGYW-Hotspot-Motive (D =A/G/T, Y = C/T, W =A/T)
Sequenzveranderungen, darunter hauptsachlich Transitionen, aufweisen (Rogozin and
Kolchanov 1992; Betz, Neuberger et al. 1993). Neben Punktmutationen kénnen seltener

allerdings auch Deletionen, Duplikationen und Insertionen auftreten (Wilson, Liu et al. 1998).

Die V-Gensequenz selbst ist nicht entscheidend fiir den Mutationsprozess, da beim
Austausch dieser Sequenzen dennoch Mutagenese stattfindet (Yelamos, Klix et al. 1995). Es
ist vielmehr die Transkription der Zielgene, die die SHM ermdglicht. Dabei greift AID den
Einzelstrangbereich in der gedffneten DNA an (Peled, Kuang et al. 2008), wobei beide
Strange mit gleicher Frequenz verdndert werden (Basu, Meng et al. 2011). Eine

entsprechende Korrelation der Transkriptionsrate und der Mutationsfrequenz wurde

nachgewiesen (Peters und Storb 1996; Fukita, Jacobs et al. 1998; Bachl, Carlson et al. 2001).
DNA-Lasionen in anderen transkribierten Genen, wie bcl-6, c-myc und fas wurden ebenfalls
gezeigt (Shen, Peters et al. 1998; Muschen, Re et al. 2000; Liu, Duke et al. 2008). Der genaue
Mechanismus der AID-Bindung an Zielgene wahrend der Keimzentrumsreaktion ist noch
nicht vollstandig aufgeklart, wobei jedoch in jlngster Zeit vermehrt Hinweise aufkommen,
dass AID durch die Interaktion mit dem Elongationsfaktor Spt5 (Suppressor of Ty) an
angehaltene RNA-Polymerase Il in Ig- und nicht-Ig-Loci rekrutiert wird und so in der Lage ist,
DNA-Schaden zu erzeugen (Canugovi, Samaranayake et al. 2009; Pavri, Gazumyan et al.

2010).
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2.2 Reparatur der AID-induzierten DNA-Schaden

Die auf Grund von AlD-vermittelter Deaminierung von Cytosin zu Uracil entstehenden
DNA-Lasionen in den Immunglobulinloci kdnnen auf zahlreichen Wegen repariert werden.
Dabei nutzt die Zelle Reparaturwege, mit denen sie auch DNA-Ldsionen beseitigt, die durch
mutagene Chemikalien sowie durch Umweltfaktoren wie UV oder radioaktive Strahlung
entstehen (Lindahl 1993). Unsere DNA wird aber auch mit endogenen Gefahren, die vom
Zellstoffwechsel ausgehen, konfrontiert; hier kann es durch die spontane Bildung von
hochreaktiven Metaboliten zur Lasionen kommen (Hoeijmakers 2001). Die Art des
DNA-Schadens und die Zellzyklusphase entscheiden, welcher Reparaturweg aus der Vielzahl
der verfigbaren Mechanismen eingeleitet wird, um die genetische Integritdt aufrecht zu
erhalten. Diese Reparaturmechanismen sind in einem hochregulierten Netzwerk (DDR, DNA
damage response network) organisiert, welches auch weitere lebenswichtige Prozesse wie
Zellzyklus, Zellteilung und auch Zelltod koordiniert (Hoeijmakers 2007; Rai, Peng et al. 2007,
Friedberg 2008).

Viele der zur Verfligung stehenden Reparaturmechanismen werden von der Zelle auch zur

Reparatur AlID-induzierter Schaden rekrutiert. Diese werden in Abbildung 3 im sogenannten

Neuberger-Modell dargestellt (Di Noia und Neuberger 2007). Die Lasionen kdnnen aber auch
ohne die Induktion von Reparaturmechanismen prozessiert werden, zum Beispiel ist dies
wahrend der Replikation in der Phase |A der Fall. Hier wird das durch AID entstandene Uracil
als Thymin erkannt und mit Adenin gepaart. Die dU:dG Fehlpaarung kann dann zur
Entstehung von Transitionsmutationen flihren. Alternativ kann die Fehlpaarung durch die
MSH2/6-Proteine der mismatch-Reparatur (MMR) erkannt werden (Phase Il). Es folgt die
Exzision eines groBeren Abschnitts um die betroffene DNA-Stelle durch die Exonuklease |

und anschlieend die Resynthese (iberwiegend durch Polymerase n, wodurch bevorzugt

Mutationen an A und T Basen eingefiihrt werden (Kolodner und Marsischky 1999; Harfe und
Jinks-Robertson 2000; Delbos, Aoufouchi et al. 2007). Wenn aber das Uracil an der dG:dU
Fehlpaarung durch die Uracil-DNA glycosylase (UNG) entfernt wird (Phase IB), entsteht
zundchst eine abasische Stelle, die im nachsten Schritt durch AP Endonuklease (APE) zu

einem Einzelstrangbruch (SSB, single strand break) prozessiert wird.
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PHASE A Replikatio PHASE I

C:G Transitionen A:T Mutationen

PHASE IB

C:G Transitionen
C:G Transversionen

Rephkatlon I I I I

I REPARATUR I

Abbildung 3: Modell der einzelnen Reparaturphasen nach der AlD-bedingten Cytidin-Deaminierung der DNA
(nach Di Noia und Neuberger 2007)

Die Prozessierung der G:U Fehlpaarung in der DNA kann auf drei unterschiedlichen Wegen erfolgen. In der Phase IA kann es
zu C:G Transitionen kommen, wenn wahrend der Replikation U mit A gepaart wird. Durch MMR kann es in der Phase Il zu
A:T Mutationen kommen, da die TLS-Pol n auf unbeschadigter DNA-Sequenz zu Fehlern an A- und T-Basen neigt. Alternativ
kann durch Uracil-N-Glykosylase (UNG) eine abasische Stelle entstehen, die bei Replikation in der Phase IB zu Transitionen
und Transversionen fiihren kann. Wenn an der abasische Stelle durch APE ein Einzelstrangbruch generiert wird, kann die
Lasion durch Basenexzisionsreparatur fehlerfrei repariert werden. Die Strangbriiche kénnen aber auch zu Ig Genkonversion
(GC) und CSR fihren. AID: Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase; APE: Apurinische/apyrimidinische Endonuklease;
MMR: mismatch-Reparatur; Ig: Immunglobulin; CSR: Klassenwechselrekombination; IgV: Variable Region des
Immunglobulins; TLS: Transldsionssynthese.
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Sogenannte Transldsions-Polymerasen wie Revl und Pol O replizieren direkt Uber die

abasischen Stellen und fiihren so sowohl zu Transitionen als auch zu Transversionen (Diaz,

Flajnik et al. 2001; Jansen, Langerak et al. 2006; Di Noia und Neuberger 2007; Martomo,
Saribasak et al. 2008). UNG und APE sind Komponenten der Basenexzisionsreparatur; dieser
Reparaturweg ist in der Lage, DNA-Methylierung oder spontane DNA-Verdanderungen wie

Basenoxidationen durch reaktive Sauerstoffspezies fehlerfrei zu reparieren.

Sollte es im Zuge der AID-Aktivitdt zu Einzelstrangbrichen auf beiden Seiten der
DNA-Doppelhelix kommen, kann dies zur Entstehung von Doppelstrangbrichen
(DSB, double strand breaks) fihren. Diese werden durch einen Mechanismus der
Doppelstrangbruchreparatur (DSBR) repariert, wobei hier zwei Wege moglich sind:
nichthomologe Endverknipfung (NHEJ, non-homologous end joining) und homologe
Rekombination (HR). Wie aus den Bezeichnungen ersichtlich, werden beim NHEJ keine
homologe DNA-Bereiche bendétigt, wahrend bei der HR ein homologer Bereich (z.B.
Schwesterchromatid) zur Reparatur herangezogen wird.

Wenn eine DNA-L&sion nicht vor oder wahrend der Replikation Uber die oben beschriebenen
Wege repariert wurde, fiihrt dies zum Zellzyklusarrest. So gewinnt die Zelle Zeit fiir die
Reparatur beschriebener DNA-Schaden. Sollte die Menge an DNA-Ladsionen sehr grolR sein
oder der Zellzyklusarrest zu lange dauern, wird Apoptose eingeleitet. Um diese zu umgehen,
hat die Zelle eine weitere Moglichkeit zu Uberleben, indem sie sich der postreplikativen
Reparatur (PRR) unterzieht. Dieser Weg wird auch als DNA damage tolerance mechanism
bezeichnet und gibt der Zelle eine Chance sich trotz des Schadens zu replizieren (Broomfield,
Hryciw et al. 2001), wobei in Kauf genommen werden muss, dass dabei Mutationen
entstehen kénnen.

Der Rad6-Weg (Jentsch, McGrath et al. 1987) organisiert die postreplikative Reparatur,
indem er das ringformige PCNA (proliferating cell nuclear antigen), das auch als
Bindeplattform fungiert, auf zwei verschiedene Arten kovalent modifiziert. Zunachst kann
PCNA durch Rad6/Rad18 an Lysin 164 (K164) monoubiquitiniert werden, was fehlerhafte
Polymerasen rekrutiert und eine Transldsionssynthese (TLS) Uber den geschadigten
DNA-Bereich einleitet. Wird PCNA allerdings durch die Ligase Rad5 polyubiquitiniert (K63-
Verknlipfung der Ubiquitin-(Ub)-Molekile in der Kette), wird eine fehlerfreie Umgehung
durch Homologie-vermittelten Wechsel zum Schwesterchromatid ermdglicht (Gangavarapu,

Prakash et al. 2007).
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Nukleotidexzisionsreparatur (NER) ist ein Mechanismus, der im Gegensatz zu den oben
beschriebenen Reparaturwegen nicht an der  Beseitigung  AlD-induzierter
DNA-Modifikationen beteiligt ist, dennoch kurz erldutert werden soll, da er in der
vorliegenden Arbeit eine Rolle spielt. Hierdurch werden groRere DNA-Schadigungen
repariert, die mehrere Basen betreffen und bisweilen zu DNA-Konformationsanderungen
flhren. Im Gegensatz zu BER wird hier ein groferes DNA-Fragment um die geschadigte Stelle
entfernt und wieder ersetzt. Die Erkennung von DNA-Schadigungen tbernehmen Proteine
der XP (xeroderma pigmentosum)-Familie (Sancar 1996; Costa, Pinto et al. 2007). Dazu
zahlen Helikasen, die im Abstand von circa 30 Basenpaare zur Schadensstelle die DNA 6ffnen
und Endonukleasen, die diesen Bereich auf dem geschadigten Strang entfernen. Wahrend
der unbeschadigte Strang durch Replikationsprotein A (RPA) stabilisiert wird, fillt die
normale Replikationsmaschinerie die Liicke auf (Wood, Araujo et al. 2000).

Alle beschriebenen Reparaturmechanismen sind enorm wichtig fiir das Uberleben des
Organismus, der taglich mit schadlichen Einflissen aus seiner Umwelt und toxischen
Nebenprodukten aus seinem Stoffwechsel konfrontiert wird. Eine Vielzahl an Krankheiten
und Krebsformen ist bekannt, die auf Defekte in der globalen DNA-Reparatur zurlick zu
fihren sind. Wenn es zu zur Dysregulation von AID-Aktivitdt oder zu Abweichungen im
Reparaturverlauf bei den AlD-induzierten Lasionen kommt, kann es ebenfalls zu Entstehung

von B-Zelllymphomen und -Leukdmien kommen (Klemm, Duy et al. 2009).

2.2.1 Entstehung von B-Zelllymphomen

Die meisten B-Zelllymphome stammen aus dem Keimzentrum, wobei auch aus
vorhergehenden Entwicklungsstadien der B-Zellen Neoplasien entstehen kdnnen. Eine
Abstammungszuordnung kann auf zweierlei Wegen durchgefiihrt werden. Zum einen
konnen Expressionsanalysen der Keimzentrum-charakteristischen Oberflachenrezeptoren
wie z.B. CD77 oder des Gesamtgenoms Aufschluss Uber die Herkunft geben, denn eine
Lymphomzelle tragt oft Merkmale des Differenzierungsstadiums, in dem sie entstanden ist
(Kuppers und Dalla-Favera 2001).

Zum anderen sind Sequenzierungstests dazu geeignet, den Status der V-Genmutationen zu
bestimmen, was ebenfalls ein Marker fiir Keimzentrums-B-Zellen und ihre Nachkommen ist

(Cleary, Meeker et al. 1986; Kiippers, Rajewsky et al. 1997).
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Die beschriebenen aus dem Keimzentrum abstammende Lymphome lassen sich in
Non-Hodgkin-Lymphome [Diffuse GroR-Zelllymphome (DLCL), Burkitt-Lymphome (BL),
Follikuldre Lymphome (FL)] und Hodgkin-Lymphome unterteilen (Kiippers 2005).

Die entarteten Zellen kdnnen auch Mutationen in nicht-lIg-Genen aufweisen, wie Studien zu
entarteter SHM in 5‘-Promotorregionen von c-myc- und Pax5-Genen in DLCL zeigen
(Pasqualucci, Neumeister et al. 2001). AID scheint aber auch in gesunden Zellen genomweite
Lasionen einzufiihren, die aber weitgehend fehlerfrei repariert werden, wie die im c-myc-
Gen (Liu, Duke et al. 2008). Gene wie bcl-6 hingegen hdaufen Mutationen an, weil hier eine
unzureichende oder fehlerhafte Reparatur greift.

B-Zelllymphome zeichnen sich durch konstitutive AID-Expression und der damit
einhergehenden stdandigen SHM aus, ferner kommt es zur fehlgeleiteten Regulation von
Onkogenen, welche durch Translokationen in den Ig-Locus kamen und dadurch unter
Kontrolle von Ig-Promotoren gelangten (Blum, Lozanski et al. 2004).

Um den Mechanismus der Entstehung solcher Neoplasien zu begreifen und auch klinisch
relevante Erkenntnisse zur AID-Funktionsweise zu gewinnen, ist die Erforschung der
Regulationsmechanismen von AID von grofRer Bedeutung. Wie gefahrlich AID fir den
Organismus sein kann, zeigte eine Studie in Mausen, in denen eine AID-Uberexpression zu

T-Zelltumoren und friihem Tod fihrte (Okazaki, Hiai et al. 2003).

2.3 Regulation von AID

Seit der Entdeckung von AID Ende der Neunziger Jahre (Muramatsu, Sankaranand et al.
1999) wurden diverse Regulationsmechanismen auf mehreren Ebenen beschrieben. Die
erste Ebene besteht aus Transkriptionskontrolle der mRNA (Crouch, Li et al. 2007), die
Stabilitdt und/oder Translation der mRNA kodnnen anschlieBend auf der miRNA-Ebene
kontrolliert werden (Kluiver, van den Berg et al. 2007). Es folgt die posttranslationale
Kontrolle, die AID-Proteinmodifikationen, seine subzelluldre Lokalisation und
Proteinstabilitdt umfasst. Neben Studien zu fehlerhafter Regulation von AID in Zelllinien und
Mausen finden sich viele Publikationen Uber gestérte Immunantwort in Menschen mit
AID-Mutationen (Hyper-IgM-Syndrom Il), die ebenfalls zur entarteten AID-Funktionen fiihren
und somit eine korrekte Immunantwort erschweren bzw. unmdéglich machen (Durandy, Revy

et al. 2005; Imai, Zhu et al. 2005).
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2.3.1 Transkriptionelle Regulation von AID

Ein positiver Regulator der AID-Expression ist das lineage-spezifische Protein E2A, welches
zur E-Proteinfamilie der Transkriptionsfaktoren (TF) gehort. Dieses kommt in den zwei
Splice-Formen E47 und E12 vor, wobei die E47-Variante die starkeren Effekte auf
AID-Transkription durch direkte Bindung an die konservierte E-Box in den Intronbereichen
des AID-Locus, die als regulatorische Elemente bezeichnet werden, zeigt (Sayegh, Quong et
al. 2003). Ahnlich wie E2A wird auch der HoxC4-Transkriptionsfaktor bei der Aktivierung der
B-Zellen in den Zellkern transferiert, wo er seine spezifische Zielsequenz am AID-Promotor
bindet und die AID-Expression initiiert (Park, Zan et al. 2009).

Ein weiterer Faktor, der an die 5'-Promotorregion von AID binden kann, ist Pax5. Dieser
Regulator ist in der Lage, einen verstarkten Klassenwechsel durch Aktivierung der
AID-Expression auszulosen (Gonda, Sugai et al. 2003). Die Aktivierung von B-Zellen flhrt
ebenfalls zur nukledren Translokation von STAT-6 und NF-kB-Transkriptionsfaktoren, die
dort durch direkte Bindung an die regulatorischen Elemente die AID-Transkription aktivieren
(Dedeoglu, Horwitz et al. 2004).

Es gibt aber auch Hemmmechanismen der AID-Transkription, wobei der

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg eine Schllsselrolle einnimmt (Omori und
Rickert 2007). Diese Kinase wird durch Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert (z.B. bei
BCR-Aktivierung) und initiiert eine Signalkaskade, die zundchst den Transkriptionsfaktor
Blimp1 induziert, der seinerseits AID-Regulatoren (z.B. Pax5) und die fur die Ausbildung der
Keimzentren essentielle Faktoren wie Bcl-6 hemmt. Diese transkriptionelle Hemmung von
AID fihrt zur Hemmung der CSR. Wie Studien an Mausen zeigen, die defizient in einer
katalytischen Untereinheit der PI3-Kinase sind, ist PI3K unentbehrlich fiir das adaptive
Immunsystem, denn diese Tiere sind nicht in der Lage Keimzentren auszubilden und zeigen

gravierende Defekte in der B-Zelldifferenzierung (Jou, Carpino et al. 2002).

Eine hormonelle Regulation der AID-mRNA ist ebenfalls moglich. Der AID-Locus besitzt
Ostrogenrezeptorbindestellen in der Promotorregion, dort kann der Ligand/Rezeptor-
Komplex nach der Translokation in den Zellkern binden und die AID-Expression aktivieren
(Pauklin, Sernandez et al. 2009). Diese Regulationsmoglichkeit von Immunantworten durch
das weibliche Geschlechtshormon Ostrogen kann Einsichten in die stirkere Anfilligkeit der

weiblichen Population fiir bestimmten Krebsarten und Autoimmunerkrankungen liefern

(Karpuzoglu und Zouali 2011).
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Zusammengenommen deutet die Fille an negativen und positiven Regulatoren von AID-
MRNA-Mengen auf ein komplexes Netzwerk der Expressionskontrolle und verdeutlicht somit

die Bedeutung der AID-Regulation fiir die Zelle (Stavnezer 2011).

2.3.2 Regulation der AID-Aktivitdt durch microRNA

Durch den Mechanismus der microRNA-mRNA-Bindung findet eine Feineinstellung der
AID-Expression und somit der AID-Aktivitdt durch einzelstrangige 20-23 nt lange
nichtkodierende microRNAs statt.

Die microRNA-155 (miR-155) Molekiile werden in normalen Keimzentren produziert, fehlen
aber in BL-Zelllinien, die sich durch eine c-myc:lgH-Translokation auszeichnen (Kluiver, van
den Berg et al. 2007; Dorsett, McBride et al. 2008). MiR-155-negative Mause zeigen eine
erhohte AID-Expression und neigen ebenfalls zu Translokationen.

MiR-181b kann ebenfalls die mRNA- und Proteinmengen von AID senken, sodass die Rate
des Klassenwechsels reduziert wird. Die miR-181b unterscheidet sich von miR-155 dadurch,
dass sie nicht in den Zellen des Keimzentrums vorhanden ist (de Yebenes, Belver et al. 2008).
Hier stellen die Autoren die Hypothese auf, dass miRNA-181b in friheren B-Zell-
Entwicklungsstufen wirkt und somit eine vorzeitige AID-Aktivitdt unterbindet, wahrend
miR-155 spater im Keimzentrum unerwiinschte AID-Aktivitat (z.B. Translokationen) hemmt,

wahrend CSR und SHM normal ablaufen sollen.

2.3.3 Posttranslationale Regulation von AID

Fiinf Phosphorylierungstellen im AID-Protein sind bekannt (Basu, Chaudhuri et al. 2005;
Stavnezer 2011). Davon werden die zwei Aminosaurereste Threonin27 (T27) und Serin38
(538) durch die Protein Kinase A (PKA) phosphoryliert (Pasqualucci, Kitaura et al. 2006). Es
wurde beschrieben, dass das so modifizierte AID-Protein verstirkt an Chromatin bindet
(McBride, Gazumyan et al. 2006). Die PKA-Phosphorylierung von AID lauft im Zellkern ab
(Vuong, Lee et al. 2009) und fihrt zur Bindung von phosphoryliertem AID an
Replikationsprotein A (RPA), welches seinerseits mit einzelstrangiger DNA assoziiert. Dieser
Vorgang ermoglicht die Zielflihrung von AID an DNA und induziert CSR und SHM (Chaudhuri,
Khuong et al. 2004; Cheng, Vuong et al. 2009). Neben diesem Aktivierungsweg gibt es
Hinweise auf negative Regulation von AID durch Phosphorylierung am S3. Allerdings wird
hierbei nicht die Proteinmenge von AID per se reduziert, sondern die Bindungsstarke von AID

an die IgH-Sp-Region geschwacht (Gazumyan, Timachova et al. 2011).
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2.3.3.1 Die subzellulére Verteilung von AID steuert den AID-Abbau

Das AID-Protein ist circa 24 kDa groR und damit klein genug, um ungehindert durch die
Poren der Kernmembran in den Zellkern zu gelangen, da Proteine bis zu einem Gewicht von
etwa 60 kDa die Kernporen passiv passieren konnen. GroRere Proteine bedirfen dagegen
einer Transportmaschinerie. Das Wildtyp (WT)-AID sammelt sich unter normalen
Bedingungen jedoch vorwiegend im Cytoplasma an, was auf cytosolische Retention von AID
in B-Zellen schliefen lasst. Hierzu wurde eine umfassende Studie an zahlreichen AID-
Mutanten durchgefiihrt, die zeigt, dass am C-Terminus des Proteins Bindestellen fir
Faktoren liegen missen, die das Zurickbleiben von AID im Cytosol bewirken konnten
(Patenaude, Orthwein et al. 2009).

Sequenz- und Strukturanalysen von AID ergaben eine nukledare Exportsequenz (NES) und
nukledre Lokalisationssequenz (NLS), die es dem Protein ermoglichen, standig zwischen
Cytoplasma und Zellkern zu pendeln (Ito, Nagaoka et al. 2004; Bennett, Diner et al. 2006). Da
eine standige Bewegung von AID (ber die Kernmembranporen besteht, konnte man
annehmen, dass neben der Retention auch aktive Transportmechanismen fir die
asymmetrische AID-Verteilung verantwortlich sein kdnnten. Wie in Abbildung 4 dargestellt,
ist die Leucinreiche NES am C-Terminus von AID zu finden und umfasst in etwa die letzten 14
Aminosauren des Proteins. In diesem Bereich befindet sich die Bindestelle fiir das Exportin 1
(CRM1), das die Translokation von AID aus dem Kern ins Cytoplasma steuert (McBride,
Barreto et al. 2004; Geisberger, Rada et al. 2009). Wir und andere konnten zeigen, dass das
AID-Protein durch die Deletion dieses Bereiches oder Mutationen in der NES den Kern nicht
mehr verlassen kann (Barreto, Reina-San-Martin et al. 2003; Ito, Nagaoka et al. 2004;
Aoufouchi, Faili et al. 2008). Interessanterweise ist dieser Bereich auch fir CSR
verantwortlich, SHM hingegen kann durch die NES-Mutanten ohne Weiteres induziert
werden (Barreto, Reina-San-Martin et al. 2003).

Bei der NLS handelt es sich um eine untypische Domane am aminoterminalen Ende
(insbesondere der Bereich zwischen den Aminosduren 19-57), die erst durch die richtig
gefaltete Struktur des Proteins wirken kann (Patenaude, Orthwein et al. 2009). Dieser
Bereich ist reich an basischen, positiv geladenen Aminosaurenresten (Di Noia und Neuberger
2007). In diesem Abschnitt konnen Importine binden und den Transport Uber die
Kernmembran in den Zellkern bewirken (Patenaude, Orthwein et al. 2009). Die Bindung des

RNA-Splicing-Proteins CTNNBL1 an diese Sequenz ist auch bekannt und die Beteiligung von
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CTNNBL1 am Import von AID in den Zellkern wird disktutiert; diese Funktion kann eventuell
auch von anderen Faktoren ausgefiihrt werden (Ganesh, Adam et al. 2011). Ein moglicher
Kandidat fiir den AID-Import ist das Keimzentrum-spezifische Protein GANP, welches auch an

der Rekrutierung von AID an die DNA beteiligt sein soll (Maeda, Singh et al. 2010).

P) P,
N-  NLS - Y DM | NES |
| |

3 60 184 198

Abbildung 4: Schematische Darstellung der AID-Proteinstruktur und seiner funktionellen Dom&nen (nach Di Noia &
Neuberger 2007)

Das AID Protein umfasst 198 Aminosauren. In den ersten 60 Aminosauren des Proteins befindet sich die NLS; Mutationen in
diesem Bereich beeintrachtigen stark die SHM. Die letzten 14 Aminosauren enthalten die NES und sind entscheidend fir
den Klassenwechsel. Im Deaminase-Motiv (rote Box) befinden sich Aminosduren (Histidin 56 und Glutamat 58), die fur die
Zinkkoordinierung im katalytischen Zentrum von AID zustandig sind. Die Zahlen geben die Aminosaure-Position an; gelbe
Kreise: Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase A (PKA); N: aminoterminales Ende, C: carboxyterminales Ende des
Proteins; NLS: nukledre Lokalisationssequenz; DM: Deaminase-Motiv; NES: nukledre Exportsequenz; SHM: somatische
Hypermutation; CSR: Klassenwechselrekombination. Die Darstellung ist nicht maRstabsgetreu.

Die subzelluldare Verteilung von AID wirkt sich direkt auf seine Proteinstabilitdt aus. Die
Halbwertszeit des AID-Proteins im Cytoplasma betrdgt circa 10-12 Stunden (Eder 2007),
wohingegen das nukledre AID sehr instabil ist. Aoufouchi et al., konnten zeigen, dass im
Zellkern von sowohl Maus-B-Zellen als auch in B-Zelllinien eine starke Polyubiquitinierung
von AID stattfindet, die zum proteasomalen Abbau fihrt. In welchem zelluldren
Kompartiment diese Degradation stattfindet, ist bislang unklar. Kirzlich wurde auch eine
Polyubiquitinierung von AID im Cytoplasma beschrieben, die durch Hitzeschockprotein 90
(Hsp90) reduziert werden kann (Orthwein, Patenaude et al. 2010). Der Abbau der nukledren
AID-Fraktion ist der starkere und schnellere Mechanismus, der als eine weitere
posttranslationale Kontrollmoéglichkeit der AID-Funktion und vor allem der unerwiinschten
AID-bedingten DNA-Schaden in Frage kommt (Aoufouchi, Faili et al. 2008).

Die beschriebene subzellulire Verteilung von AID und ihre Auswirkung auf die
Proteinstabilitat in den einzelnen Zellkompartimenten ist nicht B-Zell-spezifisch, denn wir
und andere konnten dhnliche Ergebnisse in HEK293- und Hela-Zellen erzielen (Bennett, Diner

et al. 2006; Aoufouchi, Faili et al. 2008).
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2.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Ubiquitinierung ist eine kovalente reversible posttranslationale Proteinmodifikation an
Lysinresten, die nahezu alle biologischen Vorgange der Zelle beeinflusst. Neben Degradation

kann Ubiquitinierung auch DNA-Reparatur, den Zellzyklus, Proteintransport und diverse

Signalkaskaden regulieren (Mukhopadhyay und Riezman 2007). Neben der Bindung von
Ubiquitin (Ub)-Molekiilen geben auch die Anzahl dieser Molekile und die Art ihrer
Verkniipfung in den Polyubiquitinketten das Signal fir das weitere Schicksal des

modifizierten Proteins.

Man unterscheidet zwischen Mono- (nur ein Ub-Molekil gebunden), Multi- (mehrere
einzelne Ub-Molekiile an verschiedenen Lysinen eines Proteins gebunden) und
Polyubiquitinierung (Ubiquitinketten an einem oder mehreren Lysinresten gebunden), wobei
fur das letztere mindestens vier Ub-Molekiile benétigt werden (Thrower, Hoffman et al.
2000). Das 8 kDa grolRe Ub kann schrittweise in der Kette entweder am Lysin 48 (K48) oder
63 (K63) verknlpft werden. Wahrend der K63-Modifikation regulierende Eigenschaften
zugesprochen werden, werden Proteine mit K48-Polyubiquitinketten flr den proteasomalen
Abbau markiert (Pickart und Fushman 2004).

Das Proteasom ist ein hochkonservierter zylinderférmiger 26S-Proteinkomplex, welcher sich
aus dem proteolyisch aktiven 20S-Kernkomplex und zwei regulatorischen 19S-Komplexen
(auch ,cap” bezeichnet) zusammensetzt (Abb.5). Der 20S-Kernkomplex weist eine
Hydrolasefunktion auf, die cap-Struktur ist fiir die Erkennung, Bindung, Entfaltung und
Einschleusung der Proteine zustindig (Glickman, Rubin et al. 1998). Die Proteolyse ist
ATP-abhéangig (Etlinger und Goldberg 1977).

Auf biochemischer Ebene lauft die ATP-abhangige Ubiquitinmarkierung des abzubauenden
Proteins flr das konventionelle Proteasom folgendermaRen ab (Abb. 5). Das Ub-aktivierende
Enzym E1 bindet unter ATP-Verbrauch ein Ub-Molekil und (ibertragt dieses an das Ub-

konjugierende Enzym E2, welches wiederum die Weitergabe des Ub-Molekiils an die
E3-Ligase bewirkt, wenn es sich um eine HECT-Ligase handelt (Kostova und Wolf 2003). Die
E3-Ligase kann neben dem Ub auch spezifisch das Substrat binden und fiihrt die Kopplung
von Ub am Protein durch (Ciechanover und Gonen 1990). Bei RING-Ligasen erfolgt die E3-

abhangige Ubiquitinierung des Substrats im Komplex mit E2-Ligasen.
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- 19§
= 208 26S Proteasom
= 198

Abbildung 5: Ein Modell des konstitutiven Ubiquitin-Proteasom-Systems (nach Kostova & Wolf 2003)

Ein Ub-Molekil wird zunachst unter ATP-Verbrauch an das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 kovalent gekoppelt, um dann
an das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2) gebunden zu werden. Wenn anschlieRend eine RING-haltige E3-Ligase an den
E2-Ub-Komplex bindet, findet eine direkte Ubertragung des Ub-Molekiils an das abzubauende Substrat statt. Bei E3-Ligasen
mit einer HECT-Domane l4uft die Ubertragung von Ub an das Substrat iiber einen Zwischenschritt der Ub-Kopplung an die
E3-Ligase ab. Das monoubiquitinierte Substrat wird entweder direkt durch E3-Ligasen oder unter Einsatz von E4-Faktoren
polyubiquitiniert, von Ubiquitinrezeptoren der 19S-Untereinheit erkannt, gebunden und in entfalteter Form dem
Proteasom zugefiihrt. Die Polyubiquitinkette wird anschlieRend durch USP (Ubiquitin-spezifische Protease) in einzelne
Ub-Molekiile zerlegt und dem Kreislauf wieder zugefiihrt. Ub: Ubiquitin, UbR: Ubiquitinrezeptor; HECT: homologous to E6-
AP carboxyterminus und RING: really interesting new gene: unterschiedliche Doméanen der E3-Ligasen.
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Die 19S-Struktur des Proteasoms besitzt eine Reihe an ATPasen und Rezeptoren, die das

Ub-Signal erkennen (Lam, Lawson et al. 2002; Deshaies und Joazeiro 2009), die Ub-Ketten
entfernen, da diese vom Proteasom nicht abgebaut werden kénnen (Verma, Aravind et al.
2002), und schlieBlich die entfaltete Peptidkette in die 20S-Proteasomeinheit einschleusen
(Kohler, Cascio et al. 2001). Die Polyubiquitin-Kette wird danach durch Ub-spezifische
Proteasen (USP) in einzelne Ub-Molekiile zerlegt und wiederverwertet (Love, Catic et al.

2007).

In Saugern findet man konstitutive und konditionelle Proteasomen. Letztere sind ein fester
Bestandteil des adaptiven Immunsystems und sind auch als Immunoproteasomen bekannt.

Ilhre Bildung wird bei Infektionsreaktionen durch Ausschittung von Cytokinen induziert

(Wang und Maldonado 2006). lhre Aufgabe ist es, die Fremdantigene in prasentierbare
Peptide zu zerkleinern und so die Prasentation durch antigenprasentierende Zellen (APC) auf

ihren MHC-Molekiilen zu ermoglichen.

Konventionelle Proteasome befinden sich sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma der
Zellen (Peters, Franke et al. 1994), wobei die Ubiquitinierung und der anschlieBende Abbau

des gegebenen Substrats in verschiedenen Zellkompartimenten stattfinden kénnen

(Groulx und Lee 2002).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die nitzliche Funktion von AID bei der Antikorperreifung birgt auch ein potentielles Risiko,
da eine entartete Aktivitat von AID zu genomweiten DNA-Veranderungen fihren kann und
somit eine gesundheitliche Gefahr darstellt. Viele B-Zelltumore entstehen auf Grund von
fehlgeleiteter AID-Aktivitat bei der Keimzentrumsreaktion. Deshalb ist ein Beitrag zum
Verstandnis der Regulationsmechanismen von AID von grofSer Bedeutung.

Um die Wechselwirkungen zwischen AID-Proteinstabilitdt und -Lokalisation zu analysieren,
sollte zunachst die Halbwertzeit verschiedener AID-GFP Fusionsproteine im Cytoplasma und
im Zellkern vergleichend ermittelt werden. Davon ausgehend sollten kinetische
AID-Abbaustudien in verschiedenen Zellsystemen im Durchflusszytometer durchgefiihrt
werden, um die flr BL2-Zelllinie gezeigte spezifische AID-Degradation im Zellkern
(Aoufouchi, Faili et al. 2008) auch in unseren genetischen Systemen zu bestadtigen und naher

analysieren zu kdnnen.
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Interessant war die Fragestellung, ob die AID-Aktivitdt auch eine Auswirkung auf den
Proteinabbau im Zellkern hatte. Hierzu schien der Vergleich im Abbauverhalten von diversen
AID-Mutanten zum WT-AID im konfokalen Mikroskop und FACS als geeignet, um diesen
Zusammenhang zu beleuchten. Zusatzlich sollte durch DNA-schadigende Substanzen die AID-
Aktivitat simuliert werden, um durch einen anderen experimentellen Ansatz den Einfluss der
AID-Funktion auf den nukledaren AlID-Abbau zu studieren.

Eine weiterflihrende Lebendzellmikroskopie-Analyse der AID-Anreicherung an Stellen der
geschadigten DNA in Hela-Zellen hatte das Ziel, erste Aufschliisse tiber den Mechanismus
des bei DNA-Schadigung beobachteten Akkumulationsverhaltens von AID im Zellkern zu
geben. AnschlieRend sollte durch Immunprazipitations-Experimente untersucht werden,
welcher Schritt im UPS fir die Abbauhemmung von AID bei DNA-Ldsionen in Frage kam.

Die Erkenntnisse aus diesen Studien konnen als Ausgangspunkt flr spatere Analysen der
Signaltransduktionswege dienen, die das komplexe Netzwerk aus AID-Aktivitat,-Lokalisation

und -Proteinstabilitat induzieren und regulieren kénnen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Analyse verschiedener AID-GFP Fusionsproteine in zwei Zelllinien

Zum Zweck der Analyse der subzelluldren Lokalisation und Expression des AID-Proteins
wurde die humane AID-Gensequenz an eine eGFP-Markersequenz (enhanced green
fluorescence protein) fusioniert und stabil in zwei verschiedene Zelllinien eingebracht. Nach
der Transfektion wurde die Zellsuspension so verdiinnt und ausplattiert, dass Populationen
isoliert werden konnten, die aus einer einzelnen transfizierten Zelle herangewachsen sind
(Einzelzellklone). Alle generierten Klone wurden anschlieRend mittels Western Blot,
konfokaler Mikroskopieanalysen und Durchflusszytometrie auf die Expression, Lokalisation
und Aktivitdt der AID-GFP Proteine getestet. Dabei konnten Unterschiede in
AID-Proteinmengen und in der subzellularen Verteilung des AID-Proteins in einzelnen Klonen
festgehalten und durch die groRe Anzahl an Proben statistisch ausgewertet werden.

Die hier verwendeten Zelllinien waren die humane Raji-Zelllinie und die Hihner-B-Zelllinie
DT40. DT40-Zellen sind durch virale Transduktion (AL-Virus) immortalisiert worden,
Raji-Zellen beherbergen das Eppstein-Barr-Virus (EBV) und zeichnen sich durch eine
Translokation des c-myc-Onkogens an den IgH-Lokus aus, sodass die Zellen eine standige
hohe c-myc-Expression (Klein 1983) und eine konstitutive SHM aufweisen. Raji-Zellen
gehoren zur Gruppe der BL-Zelllinien und zeichnen sich durch hohe AID-Proteinmengen aus;
DT40 Zellen zeigen schnelle Teilungsraten (6-8 Std.). Zusatzlich sind beide Zelllinien leicht
transfizierbar und damit fiir Expressions- und Funktionalitatsstudien geeignet. Neben dem
WT-AID wurde auch eine um die letzten 14 Aminosduren verkirzte AID-Variante fir die
Analysen verwendet. Da dieser Bereich am C-Terminus die NES enthalt, sollte sich diese
AID-Mutante im Zellkern anreichern. Im Gegensatz dazu wiirde das WT-AID Protein im
Cytoplasma akkumulieren.

Alle AlID-Konstrukte enthielten zusatzlich eine Hamagglutinin-Sequenz (HA-Tag) aus dem
Influenza-Virus am N-Terminus von AID (Abb. 6A), die die Western Blot-Analyse auch bei
NES-deletierten AID-Fusionsproteinen ermoglichen sollte. Da der NES-Bereich als Antigen zur
Herstellung des o-AlD-Antikorpers verwendet wurde, konnten die NES-deletierten
AID-Mutanten mit dem a-AID-Antikdrper nicht detektiert werden. Fusionen mit dem GFP

Marker an beiden Enden von AID wurden durch F. Riickerl (Rueckerl, 2005) und J. Jescke
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hergestellt und unter Verwendung der EcoRI-Restriktionsschnittstelle in den 141pCAG-3SIP
Vektor (pCAGGs) inseriert, der sich durch einen starken Hihner R-Aktin Promotor
auszeichnet (Niwa, Yamamura et al. 1991) (Abb. 6A). Die korrekte Orientierung der

Konstrukte wurde durch Restriktions- und Sequenzierungsanalysen Uberpruft.

3.1.1 Expression und Funktion der vier AID-GFP Fusionsproteine

Das Prinzip des Funktionstests ist in Abbildung 6B schematisch und exemplarisch dargestellt.
Hierzu wurde die Hihner B-Zelllinie DT40 UJV"/AID"/' eingesetzt, die einen intakten
Oberflachenrezeptor (IgM) aufweist. Da zusatzlich zum AID-Gen auch die Pseudogene dieser
Zelllinie entfernt worden sind, kénnen die Gene fiir den Antigenrezeptor nicht mehr durch
Genkonversion (GC, gene conversion) oder SHM verdndert bzw. gestort werden. Die
eingebrachten AID-GFP Konstrukte konnten — je nach Aktivitdt — die Ig-Gene durch SHM so
modifizieren, dass es zum Verlust des BCR an der Oberfliche kommen kann (Arakawa,
Saribasak et al. 2004).

Je ein reprasentatives FACS-Ergebnis pro Konstrukt zeigt in Abbildung 6B (unten), wie die
urspringlich IgM-Rezeptor-positive Population (R3-Kasten, dargestellt in griin, ein Punkt
steht fur eine Zelle) durch Expression des pCAGGs-Leervektors 13 Tage nach Transfektion
nicht verandert werden konnte, wohingegen AID-haltige Vektoren zu diesem Zeitpunkt den
Verlust der Oberflachen-IgM-Struktur bei vielen Zellen herbeifiihrten (R2-Kasten, dargestellt
in rot). Ferner konnte man die GFP-Marker in AlID-positiven Zellen im FACS detektieren; die
Leervektor-Population war erwartungsgemall GFP-negativ.

Die quantitative Auswertung der 26 bis 47 Klone pro Konstrukt zeigte, dass alle AID-GFP
Fusionen funktionell waren (Abb. 6C, ein Punkt stellt einen Klon dar). Die Durchschnittswerte
lagen im Bereich von 17,44% bis 25,98% IgM-negativen Zellen im Vergleich zu
Hintergrundwerten (0,24%) bei AID-negativen Klonen.

Die erhaltene Streuung der Klone in ihrem IgM-Status kann durch das Zusammenspiel
zwischen AID-Aktivitat und Zellteilungsrate erklart werden. Wenn beispielsweise eine Zelle
zu einem friihen Zeitpunkt nach Transfektion ihren BCR in Folge von AID-Aktivitat verliert
und sich anschlieRend teilt, ist der prozentuale Anteil dieser BCR-negativen Zellen in der
gegebenen Population nach mehreren Zellteilungen hoher als in einer Zellpopulation, in der
der BCR erst zum spadteren Zeitpunkt zerstort und nicht mehr detektiert wird. Im ersten
Szenario erhdlt man stark IgM-negative Zellen, wohingegen im letzten Fall eher wenig

IgM-Verlust registriert wird.
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Abbildung 6: Expression und Funktion der vier AID-GFP Fusionsproteine

(A) Schematische Darstellung des pCAGGs-Vektors, sowie der jeweiligen HA-AID-GFP Fusionsproteine. (B) Experimentelle
Herangehensweise fiir die Bestimmung der AID-Aktivitat im Funktionalitats-Assay in den LIJV_/AID’/’ Zellen, mit IgM-Verlust
als direktes MalR fur AID-bedingte SHM; exemplarische Darstellung der FACS-Daten. (C) Quantitative Auswertung des
SHM-Funktionalitdtstests der Konstrukte. Jeder Punkt stellt einen Klon dar; n: Anzahl der analysierten Klone;
mock: Leervektor; rote Balken: Mittelwerte. AmpR & PuroR: Ampicillin & Puromycin-Resistenzen; SV40: Simian-Virus
Promotor; Py ori: Polyoma origin of replication; hCMVieE: human cytomegalovirus immediate-early enhancer; EMC-
IRES: Encephalomyocarditis internal ribosomal entry site; HA: Himagglutinin; NES: Nukledre Exportsequenz; FL: full length;
deltal4d: NES-deletierte AID-Mutanten; C* und N‘: GFP-Marker am C und N-Terminus; SHM: somatische Hypermutation;
slgM: surface IgM; PE: Phycoerythrin; p: Signifikanzwert nach dem zweiseitigen Student’s- T-Test; *: Der Wert liegt zwischen
0,01 und 0,05 und ist signifikant.
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Der Prozentsatz der BCR-negativen Zellen war bei NES-deletierten AID-Mutanten (Abb. 6C)
insgesamt hoher und im Falle von C-terminal fusionierten Konstrukten signifikant hoher
(p=0,02), was auf hohere AID-Aktivitdt bei nukledren Versionen von AID deutete. Diese
Beobachtung entsprach den Erwartungen, denn im Zellkern kommt AID schneller an sein

DNA-Substrat, was die hohere Aktivitat erklaren konnte.

3.1.2 Spezifischer AID-Abbau im Zellkern

Die konfokale Mikroskopieanalyse bestatigte die cytoplasmische Lokalisation der WT-AID
Proteine und die Anreicherung der NES-deletierten AID-Varianten im Zellkern in beiden GFP
Fusionsformen (C- und N-terminal) (Abb. 7A).

Interessanterweise erschien die GFP-Fluoreszenzstarke deutlich schwdcher im Zellkern.
Daher wurde nach demselben Prinzip wie in Abbildung 6B und C jeder Klon nach seiner
GFP-Fluoreszenzstarke auf der MFI-Achse (mean fluorescence intensity) eingetragen und der
Durchschnittswert ermittelt (Abb. 7B, rote Balken). Der ungerichtete zweiseitige Student’s
T-Signifikanztest zeigte, dass die Fluoreszenzstarke der AIDANES-GFP Konstrukte in beiden
Zelllinien hochsignifikant niedriger war und bestatigte somit die urspriingliche Beobachtung
der niedrigeren GFP-Intensitdt im Zellkern in Abbildung 7A. In DT40-Zellen handelte es sich
um einen etwa 3-4-fachen Unterschied, wahrend in Raji-Zellen eine circa 10-fache Abnahme
der AID-GFP Proteinmengen im Zellkern verzeichnet werden konnte.

Da die verschiedenen Konstrukte von demselben Promotor abgelesen wurden, stellte sich
die Frage, ob es sich bei den beobachteten kleineren AID-Proteinmengen im Zellkern um ein
Phanomen der posttranslationalen Regulation in Form von verstarktem Proteinabbau
handelt. Etwa zeitgleich wurde diese Frage durch die Arbeit von Aoufouchi et. al.,
beantwortet. In dieser Studie wurde eine verstdarke AID-Ubiquitinierung im Zellkern und
damit erhohte Degradation des nukledren AID durch FACS-Experimente und co-IP-Analysen
gezeigt (Aoufouchi, Faili et al. 2008).

Wir wollten diese Ergebnisse in unseren Zelllinien mit unseren Konstrukten in
FACS-Experimenten, in denen die Uberexprimierten AID-GFP Proteine durch spezifische
Exporthemmung den Zellkern nicht verlassen konnten, reproduzieren. Hier konnte
tatsachlich ein deutlicher Abbau im Zellkern Uber einen Zeitraum von 8 Stunden in

DT40-Zellen (Abb. 8A) und ebenso Raji-Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt) festgestellt werden.
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Abbildung 7: Expressions- und Lokalisationsanalyse der AID-GFP Fusionsproteine

(A) Konfokale Aufnahmen von AID- bzw. AIDANES-exprimierenden DT40 Zellen (C- und N- terminale Fusionen);
DAPI: Zellkernfarbung; MalRbalken: 1 um. (B) Bestimmung der GFP-Fluoreszenzintensitdt aller generierten Klone mittels
Durchflusszytometrie; MFI:  mean fluorescence intensity; full length: WT-AID; deltaNES: AIDANES; rote
Balken: Durchschnittswerte; n: Anzahl getesteter Klone pro Konstrukt, ein Klon wird von einem Punkt reprasentiert;
***: die durch zweiseitigen Student’s T-Test ermittelte Signifikanzwerte sind <0,001.
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Fur die Mengenabnahme der cytosolischen WT-AID-GFP Proteine war die Hemmung der
de novo Proteinsynthese mit Cycloheximid (CHX) notwendig, und zusatzlich musste das
AID-Protein durch Leptomycin B (LMB)-Behandlung im Zellkern angereichert werden. Durch
die Kombination von CHX und LMB wurde die AID-GFP Proteinmenge um circa 80% reduziert
(Abb. 8A links oben). Bei NES-deletierten AID-Fusionen reichte bereits die CHX-Behandlung

aus, um die AID-Menge um etwa 90% zu minimieren (Abb. 8A links unten).
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Abbildung 8: Lokalisations- und Abbauverhalten der AID-GFP Proteine

(A) Analyse des AID-Abbaus in verschiedenen AID-GFP Fusionsproteinen im FACS. Die Messung wurde in Duplikaten
durchgefiihrt. Dargestellt ist je ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhdngigen Experimenten. (B) Konfokale
Mikroskopie zum Importverhalten der AID-GFP Proteine. CHX: Cycloheximid; LMB: Leptomycin B. MaRbalken: 20 uM.
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Allerdings war die bei C-terminalen Fusionsproteinen beobachtete Abnahme der
AID-Mengen bei N-terminal fusionierten AID-GFP Konstrukten nicht bzw. bei AIDANES-GFP
kaum zu sehen (Abb. 8A rechts). Wie sich durch die anschliefende Mikroskopieanalyse unter
Verwendung des Kernexporthemmstoffes LMB herausstellte, zeigten die N-terminalen
Fusionen nach 4-stlindiger Behandlung immer noch ausschlieBlich cytosolisches AID, was auf
ein Importproblem deutete (Abb.8B). Vermutlich wurde die AID-NLS am N-Ende des
AID-Proteins durch die raumliche Nahe des GFP-Markers verdeckt und somit eingeschrankt
funktional. Da die NES-deletierte Form von N-terminalem GFP-AID Protein dennoch in der
Lage ist, im steady state in den Zellkern zu gelangen (Abb. 7A), ist es moglich, dass neben
Importeinschrankungen weitere Faktoren fiir den beeintrachtigten Abbau im 8-stlindigen
FACS-Experiment verantwortlich gemacht werden koénnen (Abb. 8A rechts). Aus diesem
Grund wurden alle weiteren Degradationsexperimente an den normal import- und

exportfahigen C-terminal fusionierten AID-GFP Konstrukten durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Proteasomaler Abbau von AID im Zellkern

(Oben) Abbautests des AID-GFP Proteins (iber einen Zeitraum von 8 Stunden unter Zuhilfenahme des Proteasominhibitors
Inhl. Die AID-Proteinmengen wurden als prozentuale Abnahme der GFP-positiven Zellen dargestellt. (Unten)
Kontrollversuch mit GFP Protein unter denselben Versuchsbedingungen. Die Messungen erfolgten in Duplikaten.
CHX: Cycloheximid; LMB: Leptomycin B; Inhl: Proteasominhibitor I.
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Bei der beobachteten AID-Abnahme im Zellkern war offensichtlich der proteasomale
Abbauprozess beteiligt, wie die spezifische Hemmung des Proteasoms durch den Inhibitor |
(Inhl) zeigte (Abb. 9). Ferner konnten erste Hinweise auf AID-spezifischen Abbau gesammelt
werden, da die Mengen eines GFP-Kontrollproteins bei denselben Behandlungsbedingungen

stets gleich blieben (Abb. 9 unten).

3.2 Analyse der Aktivitat, der Lokalisation und des Abbaus von
AID-GFP Mutanten

Als Ursache fiur den beobachteten nukledren AID-Abbau wurde ein Zellmechanismus
vermutet, durch den die Zelle die Mengen des DNA-schadigenden Enzyms AID im Zellkern
moglichst gering zu halten versucht. Durch AID eingefiihrte Schaden kdnnten einen solchen
Regulationsmechanismus auslosen. Diese Vermutung sollte mit inaktiven AID-Mutanten
Uberprift werden, die nicht in der Lage sein sollten, DNA-Lasionen einzufiihren und somit
keine Gefahr fir die Zelle darstellen wiirden. Da der Abbau von AID im Zellkern stattfindet,
wurden vier AID-Mutanten auf der Basis des nukledaren AIDANES-GFP Konstrukts hergestellt.
Diese Mutanten kénnen in katalytische und Phosphorylierungsmutanten eingeteilt werden
(Abb. 10).

Durch die Analyse der Kristallstruktur von APOBEC-2 (Prochnow, Bransteitter et al. 2007),
welches strukturell und funktionell mit AID eng verwandt ist, konnten folgende Annahmen
fur AID-Mutanten getroffen werden. Bei der katalytischen Doppelmutante H56R/E58Q
wurden beide unerlasslichen Aminosduren fir die Zn-Koordination im aktiven Zentrum
mutiert. Hierzu finden sich Berichte Gber Hyper-lgM-Patienten (Durandy, Peron et al. 2006),
die Mutationen am Histidin 56 und Glutamat 58 im AID-Protein tragen und somit ein nicht-

H56Y

funktionelles AID-Protein aufweisen. Die in vitro-Analyse der AID">°' -Mutante in E.coli zeigte

gehemmte SHM (Ta, Nagaoka et al. 2003). Ein in vitro Deaminaseassay mit der H65/E58-

Doppelmutante zeigte, dass diese AlID-Variante vollig inaktiv war (Papavasiliou und Schatz

2002; Vuong, Lee et al. 2009).

Die zweite katalytische Mutante R19E/R24E sollte eine Strukturveranderung aufweisen, bei
der das katalytische Zentrum durch ,Umklappen” einer Schleifenstruktur verdeckt und
unzugdnglich gemacht wird (Abb. 10). Die in E. coli durchgefiihrten Funktionalitatstests
zeigten flir beide Einzelmutationen R19E und R24E eine stark eingeschriankte

Deaminierungsaktivitat (Prochnow, Bransteitter et al. 2007). Studien Uber Hyper-lgM-
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Syndrom zeigen zudem, dass es Patienten mit AID-R24W-Mutationen gibt, die gravierende

Funktionsstorungen bei der somatischen Hypermutation aufweisen (Durandy, Peron et al.

2006).
Mutation Konsequenz in vitro Phanotyp
=
Q
IS katalytisches Zentrum keine Deaminaseaktivitat
19E/R24E
§ L nicht zugdnglich (Prochnow et al., 2007)
=
2
3 Zn-Koordination im keine Deaminaseaktivitat
% H56R/E58Q katalytischen Zentrum (Papavasiliou et. al., 2002
© zerstort Ta etal., 2003)
& . . . p—
= eingeschrankte eingeschrinkte Deaminaseaktivitat
S - S38A ph :
=5 osphorylierung durch PKA (Basu et al., 2005)
BE .
5 = . . keine
S E T27A/S38A keine Phosphorylierung Klassenwechselrekombination
8 durch PKA (Pasqualucci et al., 2006)
&
Katalytische Mutanten
RJfE o Q
R19E/R24E M
1 R24E 184 198
® @ MR
H56R/ES8Q M
E58Q
1 184 198
Phosphorylierungsmutanten
S38A
*
538A M
Q0
1 184 198
T27A  538A
* * =
T27A/S38A M
Q0
184 198

Abbildung 10: Beschreibung und schematische Darstellung der hergestellten AID-Mutanten

(A) Auflistung der generierten AID-Mutanten mit den einhergehenden phanotypischen Veranderungen. (B) Die vier
Mutanten werden in zwei Gruppen eingeteilt: katalytische Mutanten (R19E/R24E und H56R/E58Q, oben) und
Phosphorylierungsmutanten (S38A und T27A/S38A, unten). *: mutierte Aminosaure; P: Ziel-Phosphorylierungsstelle der
Protein Kinase A; blaue Box: das katalytische Zentrum von AID; ANES: deletierte nukledre Exportsequenz; Zahlen: Anfang
und Ende des Proteins und des entfernten C-terminalen Bereiches. Die Darstellung ist nicht maRstabsgetreu.
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S38A Und AIDTZ7A/S38A (sie werden im Folgenden auch als

Die Phosphorylierungsmutanten AID
Aktivierungsmutanten bezeichnet) koénnen auf Grund von mutierten Serin- bzw.
Threoninresten nicht von PKA phosphoryliert und damit aktiviert werden, wodurch die
Interaktion mit RPA und folglich Chromatinbindung gestort wird (Vuong, Lee et al. 2009).
Basu et al., berichteten von einer eingeschrankten Deaminaseaktivitdit der
Phosphorylierungsmutanten, die auf eine gestorte AID-RPA-Interaktion zurlickgefiihrt
werden konnte (Basu, Chaudhuri et al. 2005). Pasqualucci et. al., konnten zeigen, dass
bereits die S38A-Einzelmutante zu einer eigenschrankten AID-Phosphorylierungsrate fiihrte.
Eine Phosphorylierung der T27A/S38A-Doppelmutante konnte in dieser Studie nicht mehr

nachgewiesen werden und auch die CSR war dadurch nicht mehr detektierbar (Pasqualucci,

Kitaura et al. 2006).

3.2.1 Untersuchung der Expression und Funktion der AID-Mutanten

Wie angenommen, zeigten alle Mutanten signifikant eingeschrankte Deaminierungsaktivitat
im in vivo Test der somatischen Hypermutation in DT40 Zellen (Abb. 11A, Durchfiihrung wie
in Abb. 6B und C erklart). Uberraschenderweise wurden bei der GFP-Expressionsanalyse der
generierten Klone circa 3-4-fach hohere AID-GFP Proteinmengen im Fall der beiden
Phosphorylierungsmutanten gemessen. Die katalytischen Mutanten zeigten dem Wildtyp
entsprechende GFP-Werte (Abb.11B und C). Diese Beobachtung konnte sowohl bei
FACS-Analysen aller Klone (Abb. 11B) als auch durch Western Blot (WB)-Experimente
gemacht werden, wobei beim letzteren je zwei Klone mit reprasentativen Funktionswerten
pro Konstrukt analysiert wurden (Abb. 11C).

Die Sequenzanalyse aller Mutanten zeigte auBer den entsprechenden Punktmutationen im
AID-Abschnitt des Fusionsproteins keinerlei Abweichungen in der GFP-Sequenz. Da alle
Proteine vom selben Promoter im pCAGGs-Vektor abgelesen werden, wurde hier ein
physiologischer Grund fiir die Expressionsunterschiede bei den Phosphorylierungsmutanten

vermutet (Abb. 11B und 12A).
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Abbildung 11: Expressions- und Funktionsanalyse der AIDANES-GFP Mutanten

(A) Funktionstest der generierten Klone (genaue Erkldrung siehe Abb. 6). Jeder Einzelzellklon wird durch einen Kreis
dargestellt; rote Balken:  Durchschnittswerte; n: Anzahl getesteter Klone pro Mutantentyp; Signifikanz-
bestimmung: zweiseitiger Student’s T-Test; ***:Der Wert liegt unter 0,001 und ist hochsignifikant. (B) Graphische
Darstellung der im FACS ermittelten GFP-Fluoreszenzwerte der jeweiligen Klone; Darstellung wie in (A). (C) Western Blot-
Analyse von je zwei reprdsentativen Klonen (durchschnittliche Werte im Funktionstest) pro Konstrukt; n.t.: nicht
transfizierte Zellen; WT: AID-GFP exprimierende Klone; Mock: Leervektor-exprimierende Klone; Aktin: Ladekontrolle.
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3.2.2 Untersuchung der Lokalisation und Degradation der AID-Mutanten

Die subzelluldre Lokalisation der Mutanten konnte mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie
ermittelt werden. Alle AID-GFP Konstrukte zeigten durch die fehlende NES wie erwartet
hohe AID-Anteile im Zellkern, mit einer detektierbaren cytosolischen AID-Menge (Abb. 12A).

Auch hier wurde die starkere Expression der Phosphorylierungsmutanten deutlich.

A konf. Mikroskopie
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Abbildung 12: Lokalisationsanalyse und Abbauverhalten der AIDANES-GFP Mutanten

(A) Reprasentative Bilder aus der konfokalen Mikroskopieanalyse der AIDANES-GFP exprimierenden DT40-Zellen.
MalRbalken: 5 um; CP: GFP-Signale im Cytoplasma; ZK: GFP-Signale im Zellkern. Ein reprasentatives Ergebnis aus drei
unabhangigen Experimenten mit der jeweils derselben Laserintensitat (488 nm) ist dargestellt. (B) AID-Abbauanalyse von je
vier Klonen der jeweiligen Mutanten nach 6-stiindiger Behandlung mit CHX/LMB im FACS. Die prozentuale Abnahme der
GFP-positiven Zellen diente als Marker fiir AID-Abbau. CHX/LMB: Cycloheximid/Leptomycin B.
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Die katalytischen Mutanten, die im Funktionstest (Abb. 11A) einen nahezu vollstandigen
Aktivitatsverlust zeigten, schienen im Vergleich zum aktiven AID mehr AID im Cytoplasma

aufzuweisen (Abb. 12A, Verhaltnis Zellkern/Cytoplasma).
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Abbildung 13: Aktivitdt und Abbauverhalten der AID-GFP Phosphorylierungsmutanten

(A) Funktionstest der generierten Klone (genaue Erkldarung siehe Abb. 6). Jeder Einzelzellklon wird durch einen Kreis
dargestellt; rote Balken: Durchschnittswerte; n: Anzahl getesteter Klone pro Mutantentyp; Signifikanzbestimmung durch
den zweiseitiger Student’s T-Test; *: der Wert liegt unter 0,05; ***: der Wert liegt unter 0,001. (B) Graphische Darstellung
der ermittelten GFP-Fluoreszenzwerte der jeweiligen Klone; Darstellung wie in (A). (C) AID-Abbauanalyse von je vier Klonen
der jeweiligen Mutanten nach 4-stiindiger Behandlung mit CHX/LMB im FACS. Die prozentuale Abnahme der GFP-positiven
Zellen diente als Marker fiir AID-Abbau. CHX/LMB: Cycloheximid/Leptomycin B.
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Uberraschenderweise konnte bei AID-Mutanten nach CHX/LMB-Behandlung weniger AID im
Zellkern  detektiert ~werden (Abb. 12A). Die quantitative Auswertung der
GFP-Fluoreszenzsignale bestatigte den schnelleren Abbau von AID-Mutanten im Zellkern im
Vergleich zum aktiven AIDANES-Protein (Daten nicht gezeigt). Obwohl die NES-defizienten
AIDS*®¥A und AID™7S*¥_Mutanten deutlich mehr AID im Zellkern zeigten, war die
Proteinstabilitat dieser Aktivierungsmutanten nach CHX/LMB-Behandlung niedriger als die
der katalytisch beeintrachtigten AID-Proteine. Ein vergleichbares Ergebnis lieferte die FACS-
Analyse der AID-Mutanten (Abb. 12B), auch hier konnte man fiir die Mutanten einen
deutlich schnelleren Abbau registrieren.

Die Phosphorylierungsmutanten im NES-profizienten AID-GFP Konstrukt zeigten ebenfalls
eine eingeschrankte Funktionalitdt (Abb. 13A), ihre Expressionsprofile zeigten aber keine
erhohten AID-Proteinmengen wie im Falle der NES-deletierten AID-Mutanten. Im Gegenteil,
hier konnte sogar eine verminderte GFP-Expression beobachtet werden (Abb. 13B). Ein
Expressionsprofil der katalytischen AID-Mutanten konnte im FL-AID-GFP Konstrukt nicht
erstellt werden, da diese Mutanten (AIDR¥R%E ynd AIDMOR/E®Q) z\war inaktiv waren, aber
auch keine Expression zeigten.

Im Hinblick auf die AID-Degradation zeigten die AID-FL-Phosphorylierungsmutanten dieselbe
verstarkte Abbautendenz im Vergleich zum WT-AID, wie sie auch bei NES-defizienten
Konstrukten beobachtet wurde (vgl. Abb. 13C und 12B).

Beide Methoden (Durchflusszytometrie und Mikroskopie) lieferten starke Anhaltspunkte fiir
einen Einfluss der AID-Aktivitat auf den AID-Abbau im Zellkern an, wobei das aktive AID im
Zellkern stabiler war, wahrend die inaktiven AID-Mutanten in diesem Kompartiment einer

schnelleren Abbaukinetik unterlagen.

3.3 AID-GFP Proteinstabilitat bei exogen induzierten DNA-L3dsionen

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass das aktive AID-Protein im Vergleich zu
inaktiven AID-Mutanten im Zellkern stabiler war. Daraus ergab sich die Fragestellung, ob
man die AID-Aktivitdt durch exogen induzierten DNA-Schaden simulieren kénnte, um auf
diesem Wege die Auswirkung der AID-Aktivitat auf den AID-Abbau untersuchen zu kénnen.
Zum einen sollte die AID-Aktivitdt durch mehrere unterschiedliche DNA-schadigende
Substanzen simuliert werden; zum anderen sollten auch genotoxische Agenzien verwendet

werden, die Reparaturwege induzieren (z.B. NER), welche DNA-Ldsionen reparieren, die
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nicht durch AID induziert werden. Durch diese Versuchsanordnung sollte man den
Zusammenhang zwischen AlD-bedingten DNA-Ldsionen und AID-Stabilitdat im Zellkern
beleuchten kénnen.

Die vier verschieden verwendeten DNA-schadigenden Agenzien, die hauptsachlich drei
unterschiedliche Reparaturwege induzieren, sind in der Tabelle 1 aufgezeigt.
Methylmethansulfonat (MMS) gehort zur Gruppe der Alkylalkansulfonate des Sy2-Typs und
transferiert eine Methylgruppe an Stickstoffatome von Guanin- und Adeninbasen, wobei
N’-M'G mit 82% das haufigste Produkt der MMS-Behandlung darstellt (Wyatt und Pittman
2006). Diese Art von N-Methylschaden wird von der N-Methylpurin-DNA-Glycosylase (MPG)
entfernt, die den BER-Weg initiiert (Bessho, Roy et al. 1993; Tang, Svilar et al. 2011). Hierbei
kann es zu abasischen Stellen und wahrend der Synthese (S)-Phase wahrscheinlich auch zu
DSB kommen (Nikolova, Ensminger et al. 2010). Auch Wasserstoffperoxid (H,0,) initiiert
durch oxidative Schaden den BER-Weg, wobei hier andere BER-Glycosylasen die geschadigte
Base entfernen (Fortini, Pascucci et al. 2003). Durch die Verwendung des Topoisomerase II-
Hemmers Etoposid werden primar DSB eingefiihrt, wobei auch Uber Entstehung von SSB

berichtet wurde (Long, Musial et al. 1985).

Tabelle 1: Verwendete DNA-schadigende Agenzien
Agens Art der DNA-Lasion aktivierter Reparaturweg
Alkylierung von DNA-Basen

MMS BER
=>» ,,bulky adducts”

Oxidierung von DNA-Basen

H20; BER
=>» ,bulky adducts”
Etoposid Hemmung der Topoisomerase || =» DSB DSBR
Querverkniipfung benachbarter Basen
Cisplatin ER

=>» Dimere

AID Cytidindeaminierung =2 abasische Stellen BER, MMR, TLS, DSBR

Aufstellung der verwendeten DNA-schiadigenden Substanzen, sortiert nach der Art der DNA-Ldsion und der dadurch
induzierten Reparaturwege. Grau unterlegt: DNA-Schaden, die durch AID eingefiihrt werden und die entsprechenden
Reparaturwege. MMS: Methylmethansulfonat; DSB: Doppelstrangbriiche; BER: Basenexzisionsreparatur, NER:
Nukleotidexzisionsreparatur; DSBR: Doppelstrangbruchreparatur; MMR: mismatch Reparatur; TLS: Transldsionssynthese.

Die verwendeten Substanzen wurden zundachst titriert, um die Konzentrationsspanne zu
ermitteln, bei der die Zellpopulation nach 8-stiindiger Versuchsdurchfiihrung immer noch

mind. 80% lebender Zellen aufwies. Die MMS-Titrationsreihe wird in Abbildung 14
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exemplarisch erlautert. Im Experiment wurde die Stabilitat der unbehandelten, Giberwiegend
cytosolischen AID-GFP Population als schwarze durchgehende Linie dargestellt. Im Zellkern
sah man die erwartete AID-Degradation (blaue durchgehende Linie): nach 8 Stunden
CHX/LMB-Behandlung war nur noch circa20% der urspriinglichen AID-Proteinmenge
vorhanden. Durch die Behandlung mit aufsteigenden Dosen an MMS (schwarze gestrichelte
Linie) konnte keine Verringerung der AID-Mengen bei keiner MMS-Konzentration erzielt
werden. Die Behandlung der CHX/LMB-Fraktion mit MMS (blaue gestrichelte Linie) konnte
bei MMS-Konzentrationen bis 0,01% ebenfalls keine Unterschiede im Vergleich zu CHX/LMB-
behandelten Zellen auslésen.

Bemerkenswerterweise konnte man bei MMS-Mengen ab 0,01% eine stetige Abnahme der
AID-Degradation in den CHX/LMB/MMS-behandelten Proben feststellen. Bei der hochsten
hier gezeigten Konzentration von 0,1% MMS erreichte die AID-Stabilitdit nahezu den
Ausgangswert. Bei MMS-Dosen uber 0,1% konnte ebenfalls eine schnelle Stabilisierung
detektiert werden, allerdings flihrten diese hohen MMS-Mengen zum raschen Zelltod (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Titrationsreihe der MMS-L6sung

DT4OUJV'/AID'/' Zellen mit stabil transfizierten AID-GFP Konstrukten wurden Uber einen Zeitraum von 8 Stunden wie oben
angedeutet behandelt und dabei die relativen Menge der GFP-positiven Zellen (Y-Achse) festgehalten. Die MMS-
Konzentration ist angegeben. Ein reprasentatives Ergebnis aus 5 unabhangigen Experimenten ist dargestellt.
CHX: Cycloheximid; LMB: Leptomycin B; MMS: Methylmethansulfonat.
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In Abbildung 15A und B sind die Ergebnisse flir samtliche eingesetzten DNA-schadigenden

Substanzen zusammengefasst.
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Abbildung 15: AID-Abbau bei exogen induzierten DNA-L3dsionen

(A) und (B) Abbauanalyse der AID-GFP Proteine (oben) und AIDANES-GFP Proteine (unten) in DT40-Zellen unter Einwirkung
von CHX/LMB plus (A) MMS und H,0, bzw. (B) Etoposid und Cisplatin. Die experimentelle Herangehensweise ist wie in
Abbildung 14 erklart. Die jeweiligen aktivierten Reparaturwege sind in Klammern angegeben. Messungen wurden in
Duplikaten durchgefiihrt, ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten ist dargestellt.
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Durch Zugabe der beiden hier verwendeten BER-induzierenden Agenzien MMS und H,0,
wurde keine Abnahme der Proteinstabilitit des Gesamt-AID festgestellt (Abb. 15A, , DNA-
schadigendes Agens”), allerdings konnte eine deutliche AID-Stabilisierung von WT-AID und
der NES-deletierten AID-Version in der CHX/LMB-Population durch den Einsatz von MMS
und H,0, gezeigt werden (Abb. 15A, ,CHX/LMB+DNA-schadigendes Agens”).

Durch Etoposid-Zugabe wurde eine partielle Stabilisierung von AID in der CHX/LMB-Fraktion
bei beiden AID-Varianten detektiert (Abb. 15B links). Hingegen zeigte die Anwendung des
NER-induzierenden Chemotherapeutikums Cisplatin  keine  Auswirkung auf die
AID-Proteinstabilitat unter CHX/LMB-Einwirkung (Abb. 15B rechts).

Somit konnten erste Hinweise auf Zusammenhdnge zwischen AID-Proteinstabilitdt im
Zellkernkompartiment und DNA-L3sionen gesammelt werden. Dabei konnte ausgeschlossen
werden, dass im C-Terminus von AID die fur diesen Vorgang wichtige Informationen oder
Bindestellen zu finden waren, da die NES-deletierten AID-GFP Fusionsproteine in der
beschriebenen Experimentreihe ein WT-dhnliches Verhalten zeigten (Abb. 15A und B).

Bei der mikroskopischen Untersuchung schien interessanterweise auch die AID-Lokalisation
unterschiedlich von den jeweiligen Substanzen beeinflusst worden zu sein (Abb. 16). Beim
AID-GFP Konstrukt bewirkte sowohl die CHX/LMB- als auch MMS-/H,0,-Behandlung eine
Verschiebung von cytosolischem AID in den Zellkern. Bei letzterem reichte die Verabreichung
der genotoxischen Substanz alleine, ohne CHX/LMB-Zugabe, um das sonst cytosolische AID
im Zellkern zu detektieren. Wéahrend jedoch bei der CHX/LMB-Probe eine deutliche
Abnahme der AID-Konzentration im Zellkern in Folge des proteasomalen AID-Abbaus
erwartet und sichtbar wurde, bewirkte sowohl MMS als auch H,0, offensichtlich eine
Abbau-Hemmung der AID-Zellkernfraktion (Abb. 16).

Wie bei den FACS-Analysen, in denen nur eine partielle Abbauhemmung von AID durch
Etoposid-Behandlung festgestellt werden konnte (Abb. 15B links), zeigte die Behandlung mit
diesem Agens auch in dem Mikroskopie-Experiment nur einen sehr geringen Einfluss auf die
AlD-Lokalisation. Durch Cisplatinbehandlung konnten weder Stabilitdts- noch Lokalisations-
anderungen herbeigefiihrt werden. Da dieses Chemotherapeutikum NER aktiviert, welches
nicht an der Reparatur AlD-induzierter DNA-L3sionen beteiligt ist, konnten wir bei den in
Abbildungen 15 und 16 festgehaltenen Daten vermuten, dass nur bestimmte DNA-L3dsionen,
die auch durch AID-Aktivitat induziert werden kdnnen, den proteasomalen AlID-Abbau

regulieren konnten.



| 39

unbehandelt H>05 Cisplatin Etoposid CHX/LMB

Abbildung 16: AID-Lokalisation und -Abbau bei exogen induzierten DNA-Ldsionen

Konfokale Mikroskopie der verschiedenen AID-GFP- bzw. GFP- exprimierenden DT40 Klone. Reprasentative Aufnahmen sind
dargestellt. DAPI: Zellkernfarbung; MaRbalken: 5 um. MMS: Methylmethansulfonat, CHX/LMB: Cycloheximid/Leptomycin B;
BER: Basenexzisionsreparatur, NER: Nukleotidexzisionsreparatur; DSBR: Doppelstrangbruchreparatur.
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Die Anderungen in der Proteinverteilung des AIDANES-GFP Konstrukts waren nicht so
deutlich, da sich diese AID-Variante bereits im Zellkern anreichert und durch den dortigen
Abbau schwdchere GFP-Intensitdten detektiert werden konnten. Jedoch konnte man
deutlich die nukledre Stabilisierung von AIDANES in MMS- und H,0,-behandelten Zellen
erkennen (Abb. 16 mittlere Reihe). Das GFP-Markerprotein anderte seine homogene
Verteilung durch die ganze Zelle, die auf Grund von natdurlicher Diffusion des 25 kDa-groRen
GFP Proteins durch die Kernporen zustande kommt, unter keiner der hier angewandten
Behandlungsbedingungen  (Abb. 16 untere Reihe). Diese  Kontrolle  deutete  auf
AlD-spezifische Lokalisationsverschiebung und Anreicherung bzw. Abbauhemmung des

AID-Molekils im Zellkern.

3.3.1 Proteinstabilitat der AID-GFP Mutanten bei exogen induzierten DNA-L3sionen

Aus vorhergehenden Experimenten wurde ersichtlich, dass das aktive AID-Protein im
Zellkern langsamer abgebaut wurde als die katalytischen und Phosphorylierungsmutanten
(Abb. 12 und 13). Ferner konnte gezeigt werden, dass bei bestimmten exogen induzierten
DNA-Schaden (MMS- bzw. H,0,-Behandlung) (berexprimierte funktionelle AID-GFP
Fusionsproteine ebenfalls im Zellkern akkumulierten und nicht abgebaut wurden (Abb. 15
und 16). Die sich daraus ergebende Fragestellung, ob und in welchem Ausmal inaktive
AID-GFP Mutanten bei MMS-Behandlung ebenfalls im Zellkern stabilisiert werden wirden,
wurde mikroskopisch (Abb.17) und in mit Hilfe von Durchflusszytometrie (Abb. 18)
untersucht.

Der Abbau des aktiven AID und der inaktiven Mutanten im Zellkern war deutlich (Abb. 17,
CHX/LMB-Fraktion). Die zusatzliche Verabreichung von MMS fiihrte bei allen Konstrukten zu
Abbauhemmung von AID im Zellkern, wobei Cisplatin dies nicht bewirken konnte.

Aus Abbildung 17 war zudem ersichtlich, dass eine Cisplatin-Verabreichung auch bei
inaktiven AID-Mutanten nichts an der urspriinglichen AID-Menge anderte, wahrend durch
MMS-Behandlung eine groRere Menge von aktivem und inaktivem AID im Zellkern detektiert
werden konnte (vgl. Abb. 15). Fiir diese subzelluldire Umverteilung von AID wurde kein
Zusatz von LMB bendtigt. Somit konnten wir den Einfluss von MMS-induziertem
genotoxischen Stress auch auf inaktives AID beobachten, welches selbst nicht in der Lage

ware, DNA-Lasionen zu initiieren.
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Abbildung 17: Lokalisation
und Stabilitdt des aktiven
und inaktiven AID unter
MMS- und Cisplatineinfluss
(Mikroskopie)

Bestimmung der AID-Loka-
lisation nach 6-stiindiger
Behandlung in stabil trans-
fizierten ~ DT40WV/AID”-
Einzelzellklonen. Ein repra-
sentatives Bild pro Be-
dingung/Konstrukt aus je
drei Aufnahmen ist dar-
gestellt. CHX: Cycloheximid;
LMB: Leptomycin B; MMS:
Methylmethansulfonat.
DAPI: Zellkernfarbung; MaR-
balken: 5 um.
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Bei der anschlieBenden FACS-Analyse (Abb.18) wird die CHX/LMB-behandelte
Zellpopulation durch graue Balken dargestellt. Auch hierbei war deutlich zu sehen, dass das
mutierte AID durch diese Behandlung einem schnelleren Abbau unterlag im Vergleich zum

WT-AID, wobei die Phosphorylierungsmutanten AIDS*A und AIDT?7A/S38A

(beide rechten
Gruppen) eine im Vergleich zu katalytischen Mutanten beschleunigte Degradation
aufwiesen. Dies entsprach den Daten aus Abbildung 12.

Die Ergebnisse des Experiments (Abb. 15), in dem eine Kombination aus CHX/LMB/MMS-
Behandlung eine Stabilisierung von AID zu Folge hatte, wurden auch bestatigt (Abb. 18,
blaue Balken). Bei den AID-Mutanten |oste die zusatzliche Verabreichung von MMS in
Anwesenheit von CHX/LMB ebenfalls eine vollstandige Stabilisierung von AID aus. Dabei
spielte es offensichtlich keine Rolle, wie stark das AID-Protein bei CHX/LMB-Einsatz abgebaut
wurde. Die Verabreichung von Cisplatin konnte die AID-Proteinstabilitdit — wie in den
vorangegangenen Tests - nicht beeinflussen.

Die Summe der Ergebnisse (Abb. 12, 13, 16, 17 und 18) lieB schlussfolgern, dass sowohl
AlD-abhangige als auch exogen induzierte DNA-Ldsionen zu einer AlID-Abbauhemmung im
Zellkern fuhrten. Der Abbau in der CHX/LMB-Fraktion hing von der AID-Aktivitat ab und war
beim aktiven AID am niedrigsten. Allerdings bewirkten exogene, MMS-induzierte
DNA-Schaden eine vergleichbar starke Abbauhemmung fiir inaktive und aktive AID-Formen.
Offensichtlich spielte die Funktionalitat von AID bei exogenen DNA-L3sionen keine Rolle fir

sein Abbauverhalten.
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Abbildung 18: Einfluss von MMS und Cisplatin auf die Proteinstabilitdt des aktiven und inaktiven AID (FACS)

Bestimmung der AID-Proteinmengen in stabil transfizierten DT40'~IJV'/AID_/' -Einzelzellklonen nach 6-stiindiger Behandlung
im FACS. Messungen wurden in Duplikaten durchgefiihrt, ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten
ist dargestellt. WT: AIDANES-GFP; CHX: Cycloheximid; LMB: Leptomycin B; MMS: Methylmethansulfonat; Cispl: Cisplatin.
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3.4 Proteinlokalisation des endogenen AID bei exogen induzierten

DNA-Lasionen

Um die Erkenntnisse aus den Analysen von Uberexprimierten AID-GFP Konstrukten fir das
endogene WT-AID bestatigen zu kdonnen, wurde die subzellulare WT-AID-Lokalisation in
Hahner DT40- und humanen Raji-Zelllinien mit Hilfe von Fraktionierungsexperimenten
untersucht.

Bei dieser experimentellen Herangehensweise ist die Uberpriifung der Reinheitsgrade der
jeweiligen Fraktionen entscheidend fir die Aussagen zur subzelluldren Verteilung des
untersuchten AID-Proteins. Die Fraktionen Cytosol (Cy) und Zellkern (Zk), die mittels
Zentrifugation getrennt wurden, liefen sich mit dem Nachweis der Proteinmarker
Uberprifen, die jeweils nur in einem Kompartiment vorkommen (cytosolisches Aktin und
nukledres PARP) (Abb.19). Die Ergebnisse aus beiden Zelllinien zeigten, dass die

Auftrennung erfolgreich und ohne Verunreinigung zwischen den Fraktionen verlaufen ist.

DT40 (Huhn) Raji (Human)
- - - - + Cisplatin - - - - T
~ . - ¥ 5 MMS - -l - | + -
- - + - - MG132 - -+ | - -
= + + . % LMB - + | + | - -
- + + - - CHX . + |+ | - =

AID

Cy Zk |Cy Zk | Cy Zk |Cy Zk |Cy Zk

Cy ZkICy Zk|Cy Zk|Cy Zk| Cy Zk

Abbildung 19: Subzelluldre Verteilung des endogenen AID unter verschiedenen Bedingungen

Western Blot Analyse des endogenen AID Proteins in DT40 Crel-Zellen (links) und Raji-Zellen (rechts) nach Fraktionierung.
Kontrolle der Cytoplasmafraktion mit Aktin- und der Zellkernfraktion mit PARP-Antikdrpern. Cy: Cytoplasma; Zk: Zellkern.
Die Inkubationszeit mit den angegebenen Substanzen betrug 5 Stunden. MMS: Methylmethansulfonat; MG132: Proteasom-
inhibitor; LMB: Leptomycin B; CHX: Cycloheximid.
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Die unbehandelten Zellen zeigten fast ausschlieRlich cytosolisches AID, mit einem kaum
detektierbaren Anteil von AID im Zellkern (Abb. 19). Bei CHX/LMB-Behandlung wurde
erwartungsgemaR ein nahezu vollstandiges Verschwinden von AID im Zellkern festgestellt,
das mit Zugabe des Proteasominhibitors MG132 zum Teil verhindert werden konnte. Dabei
wurde das AID in unterschiedlichem Malle in verschiedenen Zelllinien stabilisiert. Eine
Fraktionierung von H,0,-behandelten Zellen konnte nicht durchgefiihrt werden, da diese
Population eine zum Teil lysierte Membran als Folge des oxidativen Stresses aufwies, sodass
die spatere Detergenzbehandlung zur Trennung der Fraktionen nicht mehr moglich war.

Wie auch schon firr die exogene AID-GFP Fusion gezeigt (Abb. 16) fihrte die Inkubation mit
MMS in beiden untersuchten Zelllinien zu einer stabilen Anreicherung von endogenem AID
im Zellkern (Abb.19). Diese Beobachtung lieferte einen starken Hinweis auf ein
AlD-spezifisches Verhalten bei BER-induzierenden DNA-Ldsionen in B-Zellen und schloss
GFP-Artefakte aus. Ebenfalls vergleichbar zu den AID-GFP-Daten waren die Ergebnisse im Fall
der Cisplatin-Behandlung, wo sich keine Anderungen in der subzelluldren Verteilung und
Stabilitat von AID ereigneten (Abb. 19).

Da sich die Ergebnisse aus zwei verschiedenen Zelllinien sehr dhnelten und sie die
Beobachtungen aus den Experimenten mit exogenem AID bestatigten, konnten wir
annehmen, dass durch bestimmte DNA-L3sionen AID im Zellkern akkumuliert und es dort
nicht zur Ublichen proteasomalen AID-Degradation kommt. Um diese Erkenntnisse zu
bestatigen, wurde zusatzlich ein cytosolisches Protein, MALT1, untersucht, welches ebenfalls
im Stande ist, zwischen Cytosol und Zellkern zu pendeln, und bei Aktivierung des NF-kB-
Signaltransduktionswegs in den Zellkern transloziert wird (Nakagawa, Hosokawa et al. 2005).
Es sollte ermittelt werden, ob dieses Kontrollprotein bei DNA-L3sionen seine subzelluldre
Verteilung dndern und/oder eine Stabilisierung im Zellkern erfahren wiirde. Bei dem
Experiment dnderte das cytosolische MALT1-Protein bei keiner der angewandten
Bedingungen seine cytosolische Lokalisation oder seine Proteinmengen (Abb. 19). Dieses
Resultat bestdrkte die Annahme einer AlD-spezifischen Abbauhemmung im Zellkern bei
MMS-induzierten DNA-Ldsionen.

Die Gesamtheit der Ergebnisse deutete stark auf einen physiologischen Zellvorgang hin, bei
dem sich das AID Protein nur durch bestimmte, BER-induzierende DNA-L3sionen im Zellkern
stabil anreicherte. Diese Beobachtung wurde auch fir die inaktiven AID-Versionen im

Zellkern gemacht (Abb. 18).



ERGEBNISSE |45

Hypothetisch konnte dieser Prozess durch Signaltransduktionskaskaden, ausgehend von der
geschadigten DNA, initilert werden. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit wadre die
Anreicherung von AID am Chromatin, welches in Folge der MMS-Behandlung als
einzelstrangige DNA vorliegen wiirde und damit von dem AID-Protein leichter gebunden
werden konnte. Diese AID-DNA-Bindung kdnnte den Zugang zur proteasomalen Maschinerie
erschweren und somit den AID-Abbau indirekt hemmen.

Um diese beiden Hypothese zu testen, wurden Versuche zur Anreicherung von AID-GFP
Fusionsproteinen an DNA-Schaden in lebenden Hela-Zellen durchgefiihrt (Kapitel 3.5).
Ferner wurde untersucht ob MMS-induzierte DNA-Schadigung die Ubiquitinierung von AID
beeinflusst (Kapitel 3.6).

3.5 AID-Anreicherung an DNA-Ldsionsstellen im Zellkern von Hela-Zellen

Eine der moglichen Ursachen fiir die Stabilisierung von AID im Zellkern ware die Bindung von
AID an geschadigte DNA und dadurch ein erschwerter Export oder eingeschrankter Abbau.
Um diese Hypothese zu testen, wurden Hela-Zellen, die das NES-deletierte AID-GFP
Fusionsprotein transient exprimierten, einer UV-Bestrahlung unterzogen. Die Anreicherung
von AID an den geschadigten DNA-Bereichen wurde durch Lebendzellmikroskopie
visualisiert. Die in Abbildungen 20 und 21 dargestellten Experimente und die quantitative
Auswertung wurden in Kooperation mit O. Mortusewicz in der Arbeitsgruppe von
Prof. Leonhardt an der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen durchgefiihrt.

UV-Bestrahlung fihrt in erster Linie zur Ausbildung von Thymin-Dimeren, die durch NER

repariert werden (Palomera-Sanchez und Zurita 2011). Ferner kann es in Folge der

UV-Behandlung zu Entstehung von SSB und DSB kommen.
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Abbildung 20: Anreicherung von PCNA und AID an DNA-L3sionsstellen im Zellkern von Hela-Zellen

(A) Lebendzellmikroskopie der transient transfizierten Hela-Kyoto-Zellen mit AIDA14-GFP und PCNA-RFP und quantitative
Auswertung der Anreicherung der AID- und PCNA-Proteine an UV-geschadigten DNA-Stellen im Zellkern als Funktion der
Zeit (Pfeile). (B) Versuchsdurchfiihrung wie in (A) plus Hemmung des Proteasoms durch Inhibitor I (Inhl) und MG132.
n: Anzahl ausgewerteter Aufnahmen. Die Experimente wurden von O. Mortusewicz, AG H. Leonhardt, LMU Minchen
durchgeflhrt und zur Verfligung gestellt.
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Interessanterweise zeigten die Ergebnisse (Abb. 20A) eine deutliche Akkumulation von
AIDANES-Protein zusammen mit PCNA an den definierten DNA-Lasionsstellen im Zellkern.
Wahrend die PCNA-Proteinmenge Uber einen Zeitraum von finf Minuten anstieg,
verschwand das AID-GFP Protein, nachdem ein GFP-Signal an der geschadigten DNA
detektiert werden konnte, nach circa 1,5 Minuten von diesen DNA-Bereichen. Wie die
Behandlung mit zwei verschiedenen Proteasominhibitoren zeigte, wirkte sich die Hemmung
des Proteasoms nicht auf den Verlauf der transienten Anreicherung von AID (Abb. 20B) aus.
Somit musste es andere mechanistische Ursachen fur die beobachtete Abnahme der
AID-Proteinmenge an der geschadigten DNA geben.

Die UV-Bestrahlung der nukledaren AID-Mutanten fiihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen
(Abb. 21). Wahrend beide katalytischen Mutanten nicht an die Schadensstellen rekrutiert
wurden (Abb. 21A, Pfeile), konnte bei Phosphorylierungsmutanten eine dem WT-AID
dhnliche voriibergehende Anreicherung an geschadigter DNA festgestellt werden (Abb. 21A
und B). Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Mutanten-Typen lag in der
subzelluldaren Verteilung von AID in unbehandelten Zellen. In diesen nicht-B-Zellen zeigten
die katalytischen Mutanten AIDRIF/RAE g AIDWCR/ESEQ Rast-AID im Cytoplasma, wahrend
bei den Aktivierungsmutanten AID>*®* und AIDT27A/S38A, deren katalytische Zentrum intakt ist,
ebenso wie beim Wildtyp kein AID aulRerhalb des Zellkerns detektierbar war (Abb. 21A). Eine
dhnliche Beobachtung wurde auch in B-Zellen gemacht, wo bei katalytischen Mutanten
anteilig mehr Protein im Cytoplasma gefunden wurde im Vergleich zu Aktivierungsmutanten
(Abb. 12).

Zusammenfassend lieR sich eine transiente Anreicherung von AID zusammen mit PCNA an
UV-geschadigter DNA in Hela-Zellen feststellen, wobei AID-Mutanten die kein intaktes
katalytisches Zentrum aufwiesen (AIDRlQE/R24E und AIDHSGR/ESSQ) nicht in der Lage waren, an
diesen Stellen zu akkumulieren.

Als Nachstes wurde das Ubiquitinierungsverhalten des AID-GFP Proteins unter MMS-
Einwirkung untersucht, um zu Uberprifen, ob vielleicht Signaltransduktionkaskaden durch

Hemmung von AID-Polyubiquitinierung den Abbau von AID beeintrachtigen.
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Abbildung 21: Differenzielle Anreicherung der AID-Mutanten an der UV-geschadigten DNA

DNA von lebenden, transient transfizierten Hela-Kyoto-Zellen mit AIDA14-GFP und AID-Mutanten wurden durch einen
405 nm-UV-Laser an zwei Stellen im Zellkern geschadigt (Pfeile) und 300 Sekunden lang mikroskopiert. Reprdsentative
Bilder aus je mindestens 10 Aufnahmen sind dargestellt. (B) Quantitative Auswertung der in (A) erhaltenen Daten fir
GFP-Fluoreszenzintensitat an den geschadigten Bereichen als Funktion der Zeit. n: Anzahl der durchgefiihrten
Aufnahmeserien, NFU: normierte Fluoreszenzeinheiten.
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3.6 AID-Ubiquitinierung bei DNA-Lasionen

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich wurde, nahm die AID-Proteinmenge bei CHX/LMB-
behandelten Proben ab (Spur 2), wobei die gleichzeitige Hemmung des Proteasoms durch
MG132 (Abb. 22, Input) die AID-Menge stabilisierte (vgl. Abb. 19). Die so behandelten Zellen
(Spur 3) zeigten bei der Immunpréazipitation des ubiquitinierten AID-Proteins

erwartungsgemaR die starksten Polyubiquitinierungsbanden (Abb. 22, WB).

CHX -+ + + -
LMB R
MG132 - -+ - -

MMS R

130 kD e RS
g —
lﬂ.ggg

72 kDa —
55 kDa —

o Mock

WB:Ub

Input: AID

Abbildung 22: AID-Ubiquitinierung nach MMS-induzierten DNA-L3sionen

Immunprazipitationsassay in mit HA-AID-GFP stabil transfizierten DT40'~UV'/AID'/' Zellen nach 5-stlindiger Behandlung. 1%
des verwendeten Lysats wurde als Input aufgetragen und mit a-AID detektiert. WB: a-Ubiquitin. Mock: Agarose-gekoppelte
HA-beads nur mit Lysepuffer inkubiert, CHX: Cycloheximid, LMB: Leptomycin B, MMS: Methylmethansulfonat,
Ub: Ubiquitin, WB: Western Blot.

In der CHX/LMB/MMS-Spur (4. Spur) konnte man im Vergleich zur CHX/LMB-Fraktion mehr
AID-Protein in der Inputfraktion detektieren, vergleichbar zu Abbildungen 17 und 18.
Gleichzeitig konnte eine leichte Abnahme der AID-Polyubiquitinierung festgestellt werden
(vgl. Spur 2 und 4), die eventuell flir die beobachtete AID-Abbauhemmung bei DNA-L3sionen

in Frage kommen konnte.



DiskussioN |50

4. DISKUSSION

Das Enzym AID reguliert im Menschen zwei unterschiedliche und fir das adaptive
Immunsystem unentbehrliche Prozesse: CSR und SHM. AID konnte aber auch in
transkribierten nicht-Ig-Genen im Keimzentrum zu DNA-Sequenzanderungen fiihren. Um die
genomische Integritat der B-Zellen zu gewahrleisten, muss die AID-Aktivitat daher strenger
Regulation unterliegen. Transkriptionelle Kontrolle von AID ist die am meist untersuchte
Ebene der AID-Regulation (Crouch, Li et al. 2007) und ein wichtiger posttranslationaler
Regulationsfaktor, PKA, ist im Zusammenhang mit der AID-Aktivierung im Zellkern ebenfalls
gut analysiert (Chatterji, Unniraman et al. 2007). Wie AID im Zellkern seine Ziel-DNA findet
und bindet, ist bislang nur teilweise aufgeklart. Ebenfalls unklar ist, welche Mechanismen zur
Umgehung der fehlerfreien Reparaturwege in Immunglobulin-Loci im Gegensatz zum
restlichen transkribierten Genom fiihren, welches tGiberwiegend fehlerfrei repariert wird.

Da dereguliertes AID hadufig zu Lymphomentstehung fiihren kann, war ein besseres
Verstandnis des Regulationsnetzwerkes des AID-Proteins das Ziel dieser Dissertation. Im
Fokus meiner Arbeit lag die Regulationsanalyse des beschriebenen nukledaren AID-Abbaus
(Aoufouchi, Faili et al. 2008). Insbesondere sollte der Einfluss von AID-Aktivitdt auf
AlID-Lokalisation und -Degradation beleuchtet werden, um somit Einblicke in mogliche
weitere Ebenen und Mechanismen im Netzwerk der posttranslationalen AID-Regulation

gewinnen zu kdnnen.

4.1 Vergleichende Analyse verschiedener AID-GFP Konstrukte

In friheren in vivo Studien in unserem Labor konnte in den tonsillaren Zellen von
Mononukleose-Patienten das endogene AID ausschlieBlich im Cytoplasma detektiert werden
(Tobollik, Meyer et al. 2006). Eine Variante des eng mit AID verwandten APOBEC3-Proteins,
ABOBEC3F, ist ebenfalls cytoplasmatisch, wohingegen die Varianten 3A und 3B im Zellkern
lokalisiert sind (Bennett, Diner et al. 2006). Von der am besten untersuchten Variante 3G
weill man, dass sie aktivim Cytosol zuriickgehalten wird (Stenglein, Matsuo et al. 2008). Eine
zunachst vermutete Funktion fiir AID im Cytoplasma ware die mRNA-Editierung (Muramatsu,

Sankaranand et al. 1999; Ito, Nagaoka et al. 2004); diese Ansicht wird aber sehr kontrovers
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diskutiert, da mittlerweile eine AID-Funktion als DNA-editierendes Enzym im Zellkern gezeigt
ist (Petersen-Mahrt, Harris et al. 2002; Dickerson, Market et al. 2003).

Meine Aufgabe war es zu untersuchen, ob und welche AID-GFP Fusionsproteine, wenn stabil
in B-Zelllinien exprimiert, diese cytosolische Verteilung ebenfalls zeigen wiirden. Auch die
Aktivitat dieser Uberexprimierten Konstrukte wurde analysiert.

Wir vermuten, dass die cytosolische Anreicherung von AID als Folge von zelluldaren
Schutzmechanismen zu verstehen ist, durch die eine Zelle die DNA und das mutagene und
somit potenziell gefahrliche AID-Enzym getrennt in verschiedenen Kompartimenten halt und

somit den AID-Zugang zur DNA streng kontrolliert.

4.1.1 Lokalisation und Expression der AID-GFP Fusionsproteine

Vergleichbar zum endogenen AID-Protein akkumulierten die GFP-AID und AID-GFP
Fusionsvarianten in beiden Zellsystemen fast ausschlieBlich im Cytoplasma. Beide Proteine
zeigten wegen des starken B-Aktin-Promoters erwartungsgemall eine im Vergleich zum
endogenen AID-Protein hohere Expression. Die cytosolische Verteilung war nicht B-Zell-
spezifisch, wie wir und andere bei Untersuchungen an Hela und HEK293-Zellen zeigen
konnten (Rada, Jarvis et al. 2002).

Bei der vergleichenden Analyse der subzellularen Verteilung von N- vs. C-terminal
fusionierten AID-GFP Proteinen wurde eine deutlich schwachere nukledre Lokalisation des
N-terminalen GFP-AID Konstrukts bei Hemmung des nukledren Exports festgestellt. Es gibt
dhnliche Beobachtungen zur geringeren Anreicherung von N-terminalem GFP-AID
Fusionsprotein in den Zellkernen von HEK293-Zellen bei Exporthemmung (McBride, Barreto
et al. 2004); als mogliche Ursache dafiir wurden der aktive AID-Export aus dem Zellkern oder
eine cytoplasmische Bindung von GFP-AID angefiihrt. Nichtsdestotrotz war dieses Protein im
unbehandelten steady state Zustand in der Lage, im Zellkern zu lokalisieren sowie SHM in
DT40 B-Zellen zu induzieren.

Da wir wissen, dass eine NLS am aminoterminalen Ende von AID vorhanden ist (Patenaude,
Orthwein et al. 2009), gehen wir davon aus, dass die Maskierung von diesem Proteinbereich
durch GFP den nukledren AID-Import hemmen kénnte und dadurch die beobachtete

subzelluldre Verteilung bei Exporthemmung erklaren kdnnte.
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4.1.2 Funktion und Degradation der AID-GFP Fusionsproteine

Bei der Funktionsanalyse der WT-AID Proteine im Vergleich zu den NES-deletierten
Konstrukten in DT40 B-Zellen konnte man feststellen, dass die SHM-Aktivitdt bei den
nukledaren AID-Formen leicht erhéht war. Man kdnnte an dieser Stelle schlussfolgern, dass
die physische Ndhe von AID zu DNA die ZielfiUhrung bzw. die Aktivitdt von AID positiv
beeinflussen wiirde. Allerdings zeugten vergleichbare Ergebnisse zu den NES-deletierten
AID-Konstrukten in prokaryotischen Zellen (E.coli) davon, dass der C-terminale Bereich
neben der Exportfunktion liber die Zellkernmembran auch weitere Funktionen haben kénnte
(Barreto, Reina-San-Martin et al. 2003; McBride, Barreto et al. 2004). Ta et al., konnte in
einer E.coli-Studie allerdings keine Unterschiede feststellen (Ta, Nagaoka et al. 2003).
Wahrend in NIH3T3-Zellen eine erhohte SHM-Rate von NES-depletierten AID-Proteinen
beschrieben wurde (lto, Nagaoka et al. 2004), finden sich auch Berichte lber eine erhohte
Genkonversionsrate bei diesen AID-Varianten in DT40-Zellen (Barreto, Reina-San-Martin et
al. 2003). Interessanterweise gibt es Hinweise, dass die SHM-Aktivitdat von NES-deletierten
AID-Proteinen auch in nicht-lg-Genen erhoht ist (Aoufouchi, Faili et al. 2008). Da hier
gegenldufige Ergebnisse vorliegen, lassen sich keine konsistenten Aussagen zu der erhdhten
SHM bei Akkumulation von AID im Zellkern treffen.

Nach der Deletion der letzten 14 Aminosduren, die die NES-Sequenz umfassen, konnte ich
eine Anreicherung von AID im Zellkern von Raji und DT40-Zellen zeigen. Die Expressionstarke
dieser nukledren AID-GFP Konstrukte war, wie auch durch Aoufouchi et. al., beschrieben,
deutlich schwéacher. Die Vermutung, dass es sich bei diesem Phdanomen um nukledren
AID-Abbau handeln kénnte, wurde durch diese Studie aufgeklart (Aoufouchi, Faili et al.
2008). Hier wurde an Uberexprimierten AID-GFP Proteinen der proteasomale AlD-Abbau
nach AID-Ubiquitinierung im Zellkern gezeigt. Diese Beobachtung stimmte mit den
Ergebnissen aus meiner Studie an endogenem AID, (iberexprimierten WT-AID und AID-GFP
Proteinen Uberein. Dabei wurde die nukledre Degradation von AID sowohl in B- als auch in
nicht-B-Zellen nachgewiesen.

Bei der Analyse der AID-Lysinreste, die fiir die proteasomale Degradation im Zellkern
ubiquitiniert werden konnten, stellten wir fest, dass keines der 3 konservierten Lysinreste,
wenn einzeln mutiert, fur die Ubiquitinierung und den anschlieRenden Abbau in Frage kam.
Auch Aoufouchi et al., haben keine Anderung der AID-Ubiquitinierung fiir 5 mutierte

Lysinreste detektieren kdnnen (Aoufouchi, Faili et al. 2008). Allerdings konnte in dieser
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Studie die Ubiquitinierung und der Abbau deutlich gesenkt aber nicht komplett verhindert
werden, wenn man alle 8 vorhandenen AID-Lysine mutiert hatte (K-null-Mutante).

Wahrend die Autoren die Moglichkeit der aminoterminalen Ubiquitinierung des
AID-Proteins, welches kein Lysinrest erfordert, fiir den beobachteten Abbau des AID-proteins
in Betracht zogen, muss an dieser Stelle die fur diese Studie verwendete AID-GFP Fusion
kritisch diskutiert werden. Der GFP-Marker selbst enthalt 20 Lysinreste, die ebenfalls flir den
Abbau hatten verwendet werden kdnnen; insofern steht eine eindeutige mechanistische

Beschreibung des AID-Ubiquitinierungsprozesses noch aus.

4.2 Der proteasomale Abbau von AID wird von seiner Aktivitat beeinflusst

Der nukledre proteasomale AID-Abbau kdnnte eine weitere Ebene in unserer Hypothese
vom Schutzmechanismus der Zelle darstellen, bei dem die nuklearen AID-Mengen moglichst

gering gehalten werden. Zusatzlich zum AID-Export und dem aktiven Zuriickhalten von AID

im Cytoplasma (Patenaude und Di Noia 2010) kénnten durch den AID-Abbau im Zellkern die
AID-Proteinmenge ebenfalls effizient minimiert werden. Unserer urspriinglichen Hypothese
nach wirde das funktionelle AID im Zellkern z.B. mit Hilfe von Riickkopplungsmechanismen
abgebaut werden, da es auf Grund seiner mutagenen Eigenschaft fir die Zelle gefédhrlich sein

kbnnte.

Um diese Hypothese zu testen, wurde das Abbauverhalten von inaktiven AID-Mutanten
untersucht, die nicht mehr in der Lage waren, DNA-Lasionen einzufiihren und somit SHM zu
induzieren. Unserem Arbeitsmodell nach kénnten diese nicht-mutagene AID-Mutanten nicht
oder weniger gut einen solchen Schutzmechanismus auslosen und waren somit stabiler als

aktives AID im Zellkernkompartiment.

4.2.1 Expression und Abbauverhalten verschiedener AID-Mutanten

ErwartungsgemadR zeigten alle generierten AID-Mutanten eine hochsignifikant
eingeschrankte Funktionalitdt. Die Expressionsanalyse der NES-deletierten Mutanten zeigte
allerdings eine erhohte AID-GFP Fluoreszenzstarke bei Phosphorylierungsmutanten auf. Da
diese Unterschiede bei NES-profizienten AID-Proteinen nicht auftraten, haben wir die
Ursachen fir die Beobachtung an dieser Stelle nicht weiterfihrend untersucht, sondern
sichergestellt, dass sie nicht in weiteren Mutationen der entsprechenden Konstrukte

begriindet liegen. Trotz dieser noch ungeklarten Fluoreszenzintensitdtsunterschiede konnte
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man mit Hilfe dieser Mutanten Erkenntnisse zur Regulation der AID-Degradation durch
AlID-Aktivitat gewinnen.

Die vergleichende Abbauanalyse sowohl durch konfokale Mikroskopie als auch durch eine
FACS-Studie zeigte U(berraschenderweise einen quantitativ schnelleren Abbau der
AID-Mutanten im Vergleich zum WT-AID. Somit konnte postuliert werden, dass entgegen
unserer urspringlichen Annahme, bei der die Mengen des aktiven AID-Proteins im Zuge
einer Schutzreaktion vor DNA-Schadigung im Zellkern minimiert werden wiirden, das aktive
AID Protein im Zellkern stabilisiert wurde.

Die Stabilisierung von aktivem AID erfolgte ebenfalls, wenn NES-deletiertes AID-Protein,
welches nur SHM, aber nicht mehr CSR initiieren kann, untersucht wurde. Das sprach dafir,
dass die 14 C-terminalen Aminosauren vermutlich nicht ursachlich fir diese Stabilisierung
waren.

Die anfanglich beobachtete Erhéhung der AID-Menge bei den NES-defizienten
Phosphorylierungsmutanten AID**®** und AID™*5%"  konnte nicht auf verstirkte
Proteinstabilitat dieser Mutanten zuriickgefiihrt werden, da diese ebenfalls schneller als das

WT-AID Protein abgebaut wurden.

4.3 Die BER-aktivierenden Substanzen MMS und H,0, storen den AlD-Abbau

Im nachsten Schritt musste ausgeschlossen werden, dass das verstarkte Abbauverhalten
durch mutationsbedingte Strukturveranderung der Mutanten zustande kam, die zu
Faltungsstérungen und somit zu Abbaubeschleunigung fiilhren kénnte (Goldberg 1972;
Sherman und Goldberg 2001). Um zusétzlich sicherzustellen, dass DNA-L3asionen durch AID
als Trigger ausgeldst werden, wurde versucht, AlID-Aktivitat durch exogene Substanzen zu
simulieren.

Bei den durch MMS- und H,0,-Behandlung eingeflihrten DNA-Schaden konnten wir zwei
Effekte beobachten: (i) Translokation von AID in den Zellkern und (ii) die dortige
Stabilisierung des AID-Proteins (wie schon fiir aktives AID detektiert). Diese Ergebnisse
lieferten starke Evidenzen fiir den Einfluss von AID-Aktivitat auf seine Lokalisation und
Proteinstabilitat. Die SSBs- und abasische Stellen induzierenden Substanzen MMS und
Wasserstoffperoxid bewirkten eine deutlich starkere Hemmung des AID-Abbaus im Vergleich

zum primar DSB- und somit DSBR-induzierenden Etoposid. Dieses Agens flihrte zwar zu einer
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leichten Hemmung des AlD-Abbaus, bewirkte allerdings so gut wie keine
Lokalisationsanderung von AID in den Zellkern.

Da Cisplatin-induzierte DNA-Schadigung, die durch Quervernetzungen der DNA den
NER-Weg induziert, keine Effekte zeigte, konnte die Art der DNA-Lisionen, die Anderungen
in AID-Lokalisation und —Stabilitdt hervorrufen, auf abasische Stellen und DNA-Strangbriiche
(Uberwiegend Einzelstrangbriiche) eingegrenzt werden. Diese Art von DNA-Schaden entsteht
auch durch AID-Aktivitat.

Ob die Lokalisationsanderung vom Cytosol in den Zellkern durch verstarkten AID-Import,
gehemmte AID-Degradation oder nukledre Retention zu Stande kommt, haben wir
untersucht und zum Teil geklart. Da nach zweistiindiger MMS-Behandlung die subzellulare
AID-Verteilung der AID-Lokalisation bei Exporthemmung sehr dhnelte (Daten nicht gezeigt),
konnten wir annehmen, dass AID durch MMS-Einwirkung im Zellkern zurlckgehalten wird.
Der in FACS-Studien beobachtete AID-Abbau trat zu einem spateren Zeitpunkt auf, auch die
spezifische Proteasomhemmung konnte eine AID-Stabilisierung erst nach vier Stunden
bewirken. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es ein Zusammenspiel aus den Faktoren
Exporthemmung und proteasomaler Abbau ist, das fiir die beobachteten AID-Effekte
verantwortlich gemacht werden koénnte. Dabei wird vermutlich zunachst das
Transportverhalten von AID und erst spater der proteasomale AID-Abbau durch
genotoxischen Stress gestort.

Artefakte, die durch Uberexpression und/oder durch den GFP-Marker zu Stande kommen
konnten, wurden durch Experimente an endogenem AID ausgeschlossen. Auch das
endogene AID wurde in zwei verschiedenen Zelllinien bei den durch MMS verursachten
DNA-Lasionen im Zellkern lokalisiert und dort nicht abgebaut.

Durch die zusatzliche Analyse von einem weiteren Shuttling-Protein, MALT1 (Nakagawa,
Hosokawa et al. 2005), das in unbehandelten Zellen eine cytosolische Lokalisation zeigt,
konnte bestatigt werden, dass es sich bei der beobachteten AlD-Lokalisationsanderung um
einen AlD-spezifischen Vorgang handeln muss. MALT1 blieb bei MMS-, Cisplatin- und
MG132-Behandlung stets cytosolisch und auch seine Proteinmengen blieben unverandert.
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass DNA-Schaden einen globalen und unspezifischen
Einfluss auf den Transport Uber die Kernmembran ausibten. Ferner konnte davon
ausgegangen werden, dass es eine physiologische Basis fiir die AID-Stabilisierung im Zellkern

geben musste.
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Eine verstdrkte nukledre Lokalisation von AID konnte bei Wasserstoffperoxid-Behandlung
ebenfalls in nicht-B-Zellen beobachtet werden (Brar, Watson et al. 2004). Hierbei konnten
auch weitere Strangbruch-induzierende Agenzien wie Bleomycin und y-Strahlung die
AID-Mengen im Zellkern deutlich erhéhen. Daher wurden in dieser Studie ebenfalls die
DNA-Strangbriiche als Ursache fir die beobachtete AID-Lokalisation im Zellkern vermutet.
Die AID-Proteinstabilitdat und der physiologische Vorgang, der zu der nukledren Anreicherung
von AID fiihren kdnnte, wurden in dieser Arbeit allerdings nicht untersucht. Die Autoren
mutmaliten, dass sich DNA-Strangbriiche als affin flir AID erweisen konnten und somit
wahrend der Antikdrperherstellung AlD-abhdngige Prozesse (CSR und SHM) initiieren

kénnten.

4.4 Arbeitshypothese: Der nukledre AID-Abbau wird bei BER-induzierenden
DNA-Schaden geghemmt

Die leicht starkere Aktivitat der AID-Phosphorylierungsmutanten im Vergleich zu
katalytischen Mutanten (Abb.11A) und die gleichmaRige subzelluldre Verteilung von
katalytischen AIDANES-Mutanten im Vergleich zu dem vorwiegend nukledren aktiven
AIDANES-Protein (Abb. 12A) deuteten einen ersten Zusammenhang zwischen AID-Aktivitat
und -Lokalisation an. Zusammen mit weiteren Erkenntnissen aus Experimenten mit exogen
geschadigter DNA bekamen wir ein umfassendes deskriptives Bild zur subzelluldren
Verteilung des AID-Proteins und seiner Halbwertzeit unter Einwirkung von AID-Aktivitat oder
genotoxischen Substanzen wie MMS und H,0, (Abb. 23). Die Auswirkungen der AID-Aktivitat
auf seine subzelluldre Verteilung und Proteinstabilitat konnten sowohl fir das endogene WT-
AID als auch fiir AID-GFP Fusionsproteine beobachtet werden, was Fusionsartefakte und
Abhdngigkeit von der ProteingroRe bei der subzelluldiren Umverteilung des AID-Proteins

ausschliel3t.
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AlID-Proteinmenge

AID toxische
Funktion Agenzien

AID-Proteinlokalisation

Abbildung 23: Das Arbeitsmodell zur Stabilisierung von AID im Zellkern nach BER-induzierenden DNA-Ldsionen
Schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen der AID-Aktivitat, -Lokalisation und —Proteindegradation. Das
aktive AID oder BER-induzierende Agenzien wie MMS, H,0, und z.T. Etoposid verursachen DNA-Ldsionen, bei denen es sich
hauptsédchlich um abasische Stellen und/oder Einzelstrang-DNA handelt. Diese DNA-Schaden fihren durch eine Feedback-
Regulation dazu, dass das AID-Protein aus dem Cytosol in den Zellkern wandert und dort durch Hemmung der
AID-Degradation stabilisiert wird.

Zwei mogliche Wege fiir die beobachtete Stabilisierung von aktivem AID kommen in Betracht
und werden im nachsten Abschnitt ausfiihrlich diskutiert: Einerseits knnte AID unzuganglich
fir das Ubiquitin-Proteasom-System sein, weil es moglicherweise an die
DNA-Chromatinstruktur gebunden ist. Andererseits konnten Signalwege, ausgehend von
AlD-gesetzten DNA-Schaden, die AID-Ubiquitinierung beeinflussen und schliefllich zum

eingeschrankten Abbau fiihren.

4.4.1 AID-Chromatinbindung als mogliche Ursache fliir Abbauhemmung

Eine mogliche Regulationsebene des proteasomalen Abbaus ist die physische Abschirmung
des AID-Proteins von beispielsweise Ubiquitinierungsenzymen oder dem Proteasom selbst.
Um verstehen zu konnen, in welchen Bereichen das AID-Protein bei DNA-Ldsionen im
Zellkern akkumuliert, wurde die Proteinverteilung von AID in lebenden Hela-Zellen bei
DNA-Schadigung durch UV-Strahlung untersucht.

Die Lebendzellmikroskopie-Analyse der UV-bestrahlten Zellkerne zeigte, dass das WT-AID
sich innerhalb von einer Minute zusammen mit dem PCNA-Molekil an den Stellen der

geschadigten DNA anreicherte. Das AlID-Protein war dort innerhalb von 5 Minuten nicht
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mehr detektierbar. Dieser Vorgang war allerdings nicht auf den proteasomalen Abbau
zuriickzufiihren, da er auch bei geghemmtem Proteasom stattfand.
Die bis dato nicht beschriebene Kolokalisation von AID mit PCNA an den Bereichen der

DNA-Schaden konnte einerseits auf Grund von passiver AID-Bindung an geschadigte

(einzelstrangige) DNA passieren, z.B. durch AID-RPA-Bindung (Weill und Reynaud 2004).
Andererseits konnte diese Beobachtung einen Anhaltspunkt fiir die Hypothese liefern, dass
das AID in irgendeiner Form an der Prozessierung oder Reparatur der DNA beteiligt sein
konnte. Diese Beteiligung konnte positiv sein, da AID bekanntermallen BER-Reparatur-
faktoren (Mbd4-Glykosylase) binden kann (Rai, Huggins et al. 2008) und somit als Plattform

far BER dienen kann.

Aus Interaktionsstudien liber TAP-markiertes AID und colP-Experimenten konnte in unserem
Labor in vorangegangenen Studien ebenfalls eine AID-PCNA-Interaktion nachgewiesen
werden. Da viele Reparaturproteine PCNA als Bindeplattform nutzen, kénnte die Bindung
von AID an den geschadigten Stellen auch die Entscheidung zwischen fehlerfreier und
fehlerhafter Reparatur beeinflussen, indem durch PCNA-AID-Bindung die Bindungsaffinitat
von PCNA zu bestimmten Polymerasen beeinflusst und so der Reparaturmodus bestimmt
wird. Das gebundene AID konnte alternativ bestimmte Reparaturwege sterisch behindern.
Dies ware eine Moglichkeit, eine fehlerhafte Reparatur der AlID-induzierten Schaden zu
bevorzugen, was SHM oder CSR beglinstigen wirde.

Ob das AID von PCNA an die DNA-Schaden rekrutiert wird oder durch einen anderen
Mechanismus dorthin gelangt, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.

Jingsten Erkenntnissen zu Folge fungiert AID nicht nur als Cytidin-Deaminase, es kann auch
durch Desaminierung von “®Cytidinen diese zu Thymidinen umwandeln (Morgan, Dean et
al. 2004; Popp, Dean et al. 2010). Diese AID-Funktion wird offensichtlich zur epigenetischen
Modulierung von u.a. Keimbahnzellen genutzt (Chahwan, Wontakal et al. 2010), was die
Expression von AID in diesen Zellen erkldren konnte (Schreck, Buettner et al. 2006).
Mittlerweile hat sich diese Eigenschaft von AID auch als wichtig fir die Reprogrammierung
von somatischen Zellen zu pluripotenten Stammzellen erwiesen (Bhutani, Brady et al. 2010;
De Carvalho, You et al. 2010).

Es ist bekannt, dass durch Rekrutierung von oxidativen Demethylierungsenzymen an

alkylierende Schaden Reparaturvorgange initiiert werden konnen (Aas, Otterlei et al. 2003).
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Das Szenario einer AID-Rekrutierung an geschadigte DNA, um dort durch seine Demethylase-
Funktion an DNA-Reparaturprozessen beteiligt zu sein, ware daher auch denkbar.

Auf der Suche nach Mechanismen der Zielfiihrung von AID an die DNA entstand in den
letzten Jahren die Hypothese, dass die angehaltene RNA-Polymerase Il bei DNA-Schaden das
AID-Protein - via Bindung an den Elongationsfaktor Spt5 - an die einzelstrangige DNA in den
geoffneten Transkriptionsblasen rekrutiert (Canugovi, Samaranayake et al. 2009; Pavri,
Gazumyan et al. 2010). So kdnnte man sich den Ablauf der AlD-abhdngigen SHM in
transkribierten Ig-Genen vorstellen. Ob durch die Rekrutierung von AID an die
UV-geschadigte DNA in unserem Experiment AlD-abhangige DNA-Ldsionen und spater
Mutationen eingeflihrt werden sollten, konnte eine Untersuchung der DNA-Mutationsrate
an den geschadigten Loci vor und nach der Bestrahlung beantworten.

Das Rekrutierungsmuster der AID-Mutanten an die UV-geschddigte DNA fiel unterschiedlich
aus. Wahrend die beiden katalytisch inaktiven AID-Formen AIDRIF/RAE g AIDMCR/ES8A aine
Rekrutierung zu diesen DNA-Bereichen zeigten, waren die Phosphorylierungsmutanten
AID**# und AID™’**3¥A \ie auch das WT-AID innerhalb von 60 Sekunden an den
UV-geschadigten Stellen im Zellkern zu sehen.

Das AID-Protein ist mit 24 kDa verhaltnismal3ig klein und weist eine kompakte ,Fass”-
Struktur auf. Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die katalytischen
Doppelmutationen die Faltung und somit die Expression des Proteins storen kdnnten, was
die fehlende Rekrutierung an die geschadigten DNA-Bereiche erklaren konnte. Allerdings
gehen die Autoren, die die Kristallstruktur des naheverwandten APOBEC-2-Proteins
aufgeldst haben und darauf ihre Vorhersagen zur Struktur von AID treffen, davon aus, dass
die Mutationen R24, H56 und E58 die Faltung nicht storen sollten (Prochnow, Bransteitter et
al. 2007); diese AID-Mutationen werden auch in B-Zellen der Hyper-lgM-2-Patienten
gefundenen. Vielmehr konnten Mutationen in groBen hydrophoben AID-Aminosduren wie
W80 und L106, die im Inneren des gefalteten AID-Proteins liegen, eine Faltungsstorung
verursachen.

Eine funktionelle Erklarungsmoglichkeit fir das differentielle Akkumulationsverhalten von
unterschiedlichen AID-Mutanten an den geschadigten DNA-Bereichen ware die Integritat des
aktiven Zentrums (Deaminase-Motiv) von AID. Das WT-Protein und die beiden Aktivierungs-
mutanten haben ein intaktes Deaminase-Motiv; die Inaktivitdit der Phosphorylierungs-

mutanten kommt durch die gehemmte Aktivierung des AID-Proteins und nicht durch die
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Hemmung des aktiven Zentrums per se zu Stande. Im Gegensatz dazu haben beide
katalytischen Mutanten ein zerstortes bzw. ein strukturbedingt unzugangliches aktives
Zentrum, sodass die Substratbindung durch Zn-Koordination dort nicht méglich ist.

Die AID-DNA-Bindung kann beim WT-AID beobachtet werden, welches die PKA-abhangige
AID-RPA-Interaktion eingehen kann, sowie bei Phosphorylierungsmutanten, die das RPA-
Protein nicht binden konnen. Dies weist darauf hin, dass AID-Akkumulation an geschadigter
DNA nicht PKA- bzw. RPA-abhdngig ist. Da die katalytischen Mutanten zwar nicht an der
UV-geschadigten DNA akkumulieren, dennoch bei MMS-bedingten DNA-Schaden im Zellkern
stabilisiert werden, kdénnen wir davon ausgehen, dass die AID-DNA-Bindung nicht fur
nukledre AID-Stabilisierung verantwortlich gemacht werden kann.

Da katalytische Mutanten bei MMS/H,0,-Behandlung im Zellkern von B-Zellen akkumulieren
aber nicht an der UV-geschadigten DNA in Hela-Zellen detektiert werden konnten, ist es
unwahrscheinlich, dass zwischen der beobachteten Akkumulation an DNA-Schadensstellen
und der Stabilisierung von WT-AID im Zellkern mechanistische Gemeinsamkeiten bestehen.
Ferner muss man hierbei beachten, dass UV-Bestrahlung andere DNA-Schaden als MMS
verursacht und deshalb nicht optimal geeignet ist, um die MMS-Effekte aufzuklaren.
Nichtsdestotrotz konnte man mit dem UV-Experiment interessante Erkenntnisse zu
Interaktion von AID und PCNA an den geschadigten DNA-Bereichen sammeln, die in
weiterfuhrenden Studien unseres Labors im Detail untersucht werden.

Eine Mobilitatsstudie des WT-AID im Zellkern mit Hilfe von FRAP-Experimenten koénnte
Aufschluss Giber die Mobilitatssituation und/oder Bindungsverhalten von AID am Chromatin
auch bei MMS-/H,0,- und Etoposid-induzierten DNA-Schaden geben. Ferner konnten
vergleichende Experimente mit AID-Mutanten durchgefiihrt werden, um die Daten mit den
Ergebnissen aus den UV-bestrahlten Zellen zu vergleichen, bzw. eventuelle Unterschiede im

Verhalten der verschiedenen Mutanten festzuhalten.

4.4.2 Signal-vermittelte Storung der Ubiquitinierung als mogliche Ursache fiir

Abbauhemmung

Ein wichtiger mechanistischer Schritt zur AID-Stabilisierung bei MMS-induzierten
DNA-Ldsionen wurde durch Betrachtung der Ubiquitinierungsmuster von AID in
IP-Experimenten detaillierter analysiert. Die starkste AID-Polyubiqutinierung wurde durch
die Hemmung des Proteasoms erreicht. Da durch die MMS-Behandlung eine schwachere

AID-Polyubiquitinierung erreicht wurde, konnen wir schlussfolgern, dass die beobachtete
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AID-Stabilisierung in Folge von MMS-induzierten DNA-Schaden nicht nur auf die Hemmung
des Proteasoms zurlickgeflihrt werden kann. Zusammen mit den Erkenntnissen aus der
Mikroskopiestudie iber MMS-abhangige Translokation von AID in den Zellkern und der
dortigen Abbauhemmung des Proteins lieferte die beobachtete schwachere AID-
Polyubiqutinierung nach MMS-Behandlung erste Anhaltspunkte dafiir, dass MMS-induzierte
DNA-Lasionen auch die Polyubiquitinierung von AID im Zellkern beeintrachtigten kdnnten.
Eine negative Regulation von Protein-Ubiquitinierung kann auf zwei Wegen erfolgen: zum
einen koénnten die Deubiquitinierungsenzyme (DUBs) die Polyubiquitin-Kette abspalten
(Wilkinson 1997), diese Proteasen spielen bekanntermaBen eine grolRe Rolle bei der
DNA-Schadensregulierung (Komander, Clague et al. 2009). Zum anderen kénnte die Bildung
der Polyubiquitin-Kette am AID-Protein durch Bindungspartner oder Proteinmodifikationen
gehemmt werden, wie es flir andere Proteine bereits beschrieben wurde (Chen, Shinde et al.
2001; Hino, Tanji et al. 2005).

Dariber, welcher physiologische Mechanismus der AlD-Translokation in den Zellkern zu
Grunde liegt bzw. welche Funktionen AID bei DNA-Schaden nach der Translokation in den
Zellkern ausfiihren wirde, kann nur spekuliert werden. Ferner bleibt die Frage, ob diese
Funktion das intakte katalytische Zentrum bendtigt, da auch inaktive AID-Mutanten die
gleiche Lokalisationsdanderung bei MMS-abhangigen DNA-Schaden erfuhren. Eine mogliche
Ursache fiir AID-Translokation in den Zellkern bei DNA-Strangbriichen ware die Beteiligung
von AID an Reparaturprozessen. Hierzu gibt es zahlreiche Beispiele fir nukledre
Translokation von Reparatur- bzw. Zellzyklus-Proteinen bei DNA-Ldsionen (Li, Chen et al.
2002; Wood, Thornton et al. 2009; Gorsler, Murzik et al. 2010). Allerdings konnte ebenfalls
beobachtet werden, dass auch einige nicht an der Reparatur beteiligte Proteine durch
Aktivierung, Spaltung oder bestimmte Stimuli in den Zellkern einwandern, um dort z.B.
Signalkaskaden auszuldsen (Deisseroth, Heist et al. 1998; Chauvet, Tian et al. 2004).

Ferner wird das Szenario eines indirekten Schutzmechanismus in Betracht gezogen: dabei
gehen wir von einer Zelle aus, die sich im Transformationsstadium befindet oder eine groRe
Menge an Mutationen angehauft hat und dadurch verschiedene Regulationsmechanismen
moglicherweise nicht mehr adaquat unter Kontrolle hat. Wenn man annimmt, dass es durch
starke DNA-Schadigung zu einer signalvermittelten AID-Anreicherung im Zellkern kommt,
kdnnte diese nicht-signalfahige Zelle ihr AID unter diesen Umstdanden nicht mehr im Zellkern

stabilisieren, sodass es zum Abbau von AID kommt. In dieser Form wiirde es sich um eine Art
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Ersatz- oder Notlésung handeln, bei der sichergestellt wird, dass im Falle eines Versagens der
Signalvermittlung die Mengen des mutagenen AID im Zellkern gering gehalten werden. In
diesem Sinne war es zu erwarten, dass die AID-Anreicherung im Zellkern bei
MMS-Behandlung dosenabhangig war, und die starkste Stabilisierung von AID wurde bei der
groRten Menge an DNA-Ldsionen erreicht.

Zum anderen konnte die nukledare Anreicherung von mutagenem AID bei DNA-L3sionen
einen ultimativen und irreversiblen Schritt zum direkten Schutz des Organismus vor einer
einzelnen stark geschadigten Zelle darstellen. Dabei wirde die Zelle ab einer bestimmten
irreparablen Menge an entarteter DNA-Sequenz in Folge von genotoxischem Stress die
AID-Ubiquitinierung im Zellkern hemmen, damit die AID-Mengen erhoht und so noch mehr
DNA-Lasionen eingefiihrt werden, sodass Apoptose eingeleitet und die betroffene Zelle
eliminiert wird. Der Mechanismus einer solchen AID-induzierten Mutagenese, die das
angeborenen Immunsystem zu Beseitigung von viral transfizierten Zellen aktiviert, wurde
bereits beschrieben (Gourzi, Leonova et al. 2006). Es ist ferner bekannt, dass in HIV-
infizierten Zellen Deaminasen aus AID/APOBEC-Proteinfamilie im Zuge der angeborenen

Immunitat zu Schadigung der retroviralen cDNA zum Schutz der betroffenen Zelle rekrutiert

werden, um durch DNA-L3sionen die virale Replikation zu hemmen (Harris und Liddament

2004).

4.5 Ausblick

Die aberrante Expression von AID in diversen Erkrankungen des Immunsystems (Albesiano,
Messmer et al. 2003; McCarthy, Wierda et al. 2003; Hardianti, Tatsumi et al. 2005; Babbage,
Ottensmeier et al. 2006) und die Rolle dieses mutagenen Enzyms bei der Krebsentstehung
(Okazaki, Hiai et al. 2003; Babbage, Ottensmeier et al. 2006; Kotani, Kakazu et al. 2007)
zeigen, wie wichtig die Studien zu Regulationsmoglichkeiten von AID fur die
Ursachenforschung und die Entwicklung von klinischen Ansatzen zur Behandlung von diesen
Erkrankungen ist.

In meiner Studie sind wir auf einen bis dahin unbekannten Mechanismus der
DNA-Schadensabhédngigen posttranslationalen Regulierung von AID gestofRen. Dabei scheint
eine starke DNA-Schadigung den beschriebenen nukledren AID-Abbau (Aoufouchi, Faili et al.
2008) zu hemmen und dadurch die Menge an nukledrem AID zu steigern. Ob es sich um

einen Vorgang handelt, der mit der AID-Funktion als Deaminase, Demethylase (Morgan,
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Dean et al. 2004) oder einer potentiellen Beteiligung von AID an DNA-Reparatur handelt,
muss im weiteren Verlauf dieser Studie geklart werden.

Im Einzelnen konnte die Identifizierung der verantwortlichen Lysine fiir die nukleare
Ubiquitinierung von AID und die Fragestellung nach dem Kompartiment, wo die
anschlielende proteasomale Degradation stattfindet, von grofRer Bedeutung fiir das
Verstandnis der biochemischen Reaktion des AID-Abbaus und der Regulation dieses
Vorgangs sein.

Der Einfluss von AID-Funktion auf AID-Stabilitdit und —Lokalisation kdnnte in weiteren
Experimenten durch AID-Inhibierung durch Tetrahydrouridin (Muramatsu, Sankaranand et
al. 1999) oder durch spezifische Hemmung der PKA-abhangigen Aktivierung von AID (Murray
2008) bestatigt und detailierter aufgeklart werden.

FRAP-Experimente kénnten durch Untersuchungen der verschiedenen Mobilitatszustande
der jeweiligen AID-Mutanten zur Aufklarung der differenziellen Anreicherung von Mutanten
an Stellen der geschadigten DNA beitragen und somit wichtige Anhaltspunkte zum
Abbauverhalten des aktiven und inaktiven AID liefern.

Durch Inhibitor- und/oder Knockout-Studien kénnten auch die Signalkaskaden, die durch den
genotoxischen Stress die Hemmung des AlID-Abbaus im Zellkern auslésen kénnten, analysiert
werden und so zur Aufschllisselung des Zusammenhangs zwischen der DNA-Schadens-
regulierung und dem AID-Abbau beitragen.

Durch die weitere Erforschung der Wechselwirkung zwischen den DNA-Schaden und der
dabei beobachteten AID-Stabilisierung im Zellkern konnten neue Kenntnisse auf dem noch
weitgehend unerforschten Gebiet einer moglichen AID-Beteiligung an DNA-Reparatur
erworben werden um so das Dogma von AID als mutagenem und gefahrlichem Enzym zu

differenzieren und zu relativieren.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Material

5.1.1 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-Minchen), GE Healthcare Europe (ehemalig
Amersham Biosciences, Freiburg), Greiner (Frickenhausen, Nirtlingen), Integra Biosciences
(Fernwald), Invitrogen (Karlsruhe), Kodak (Rochester, USA), Labor Schubert & Weilf GmbH
(Minchen), Laborteam K+K (Minchen), 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).

5.1.2 Gerate

Blot-Tank / Mighty Small

Elektrophoresekammer
Elektroporator
Entwicklermaschine
FACS Canto

Inkubator
Mikroskope
PCR-Maschine
Photometer

Power Pac 3000/Basic
Sonifikator

Sterilbank
Tischzentrifuge
Zentrifuge
Zahlkammer

Transphor Hoefer, USA

BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

CAVOMAT Christiansen GmbH, Miinchen
Becton Dickinson, USA

Heraeus Christ Instruments, Disseldorf
Zeiss, Leica

Biometra, Gottingen

Eppendorf, KoIn

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bandelin Sonopuls, Papenburg
Heraeus Christ Instruments, Diisseldorf
Eppendorf, K6In

Heraeus Christ Instruments, Disseldorf
Schubert & Weiss, Miinchen
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5.1.3 Verwendete Kits

DC Protein Assay (BioRad, Miinchen); ECL Kit (GE Healthcare, Europa); super ECL Kit (GE
Healthcare, Europa); Jet Star 2.0 Plasmid Purification Kit (Genomed, Lohne); QlAgen Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden); QlAgen PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden).

5.1.4 Datenverarbeitung

Adobe Photoshop
Adobe Illustrator
BLAST Clustal W
Chromas, Geneious
Image)

Flowjo

IMGT Internetseite
Microsoft Excel
Microsoft Word
Microsoft Power Point
LSM, Volocity, Zen

Bildverarbeitung

Herstellen von Abbildungen
Sequenzverarbeitung
Sequenzauswertung

Auswertung von Mikroskopiebildern
FACS-Datenaquisition und -auswertung
Vergleichsanalyse von Ig-DNA-Sequenzen
Tabellenkalkulation

Textverarbeitung

Herstellen von Abbildungen
Auswertung von Mikroskopiebildern

5.1.5 GroRenmarker

5.1.5.1 DNA-Gréfienstandard
Fir die GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wurden diese gleichzeitig mit einem
DNA-GroRenstandard in einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt. Der verwendete

GrolRenstandard ist der ,,Gene Ruler™ DNA-Ladder-Mix“ (MBI Fermentas).

5.1.5.2 Protein-GréfSenstandard

Zur Bestimmung des molekularen Gewichts von Proteinen wurden diese gleichzeitig mit
einem Protein-GroRenstandard, der verschiedene Proteine mit einer GrolRe zwischen 11 und
170 kDa enthdlt (,Bench Mark™ Pre-stained Protein Ladder” [Invitrogen, Karlsruhe]), in
einem SDS-PA-Gel aufgetrennt. Um die Standardproteine sichtbar zu machen, wurden diese
kovalent an einen blauen Farbstoff gebunden. Zur Orientierung wurde die circa

72 kDa-Proteinbande mit einem roten Farbstoff markiert.
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MATERIAL UND METHODEN | 66

Das hier fiir Expressions- und Lokalisationsstudien verwendete Plasmid pCAGGs wurde von

Timm Schroder zur Verfligung gestellt, es enthalt eine Puromycinselektion.

Fir die Mutagenese in E.coli wurde das Plasmid pBluescript Il KS (+/-) von Fermentas

verwendet.

5.1.7 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(lacZYA-argF) U169, A-.

5.1.8 Zelllinien

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Bezugsquelle Organismus  Art der Zelllinie
Raji J. Bachl Human B-Zelle

DT40 I. Ertongur Huhn B-Zelle

Hela Kyoto O. Mortusewicz Human Epithelzelle

5.1.9 Antikorper

Tabelle 3: Verwendete Antikorper

Antikoérper Verdiinnung Organismus Bezugsquelle Art Anwendung
a-AlD 1:5 Ratte E. Kremmer Erstantikorper  Western B.
o-Aktin 1:5.000 Kaninchen  Sigma-Aldrich Erstantikorper Western B.
a-GFP 1:500 Maus Santa Cruz Erstantikorper Western B.
a-HA 1:5 Ratte E. Kremmer Erstantikorper Western B.
o-HA (Agarose) 1:1.000 Kaninchen  Santa Cruz Erstantikorper colP
a-lgM-PE 1:40 Maus S.Biotech Erstantikdrper  FACS
a-MALT1 1:3.000 Kaninchen  Abcam Erstantikorper Western B.
a-PARP 1:1.000 Kaninchen  Epitomics Erstantikorper Western B.
o-Ub 1:1.000 Maus Enzo Lifesc. Erstantikorper Western B.
a-Kaninchen 1:3.000 Ziege Promega Zweitantikorper Western B.
a-Maus 1:5.000 Ziege Promega Zweitantikorper Western B.
a-Ratte 1:5.000 Ziege Promega Zweitantikérper Western B.
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5.1.10 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys, Steinheim bezogen. Die fir

Mutagenese bendétigten Primer enthielten eine Phosphorylierung am 5‘-Ende.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide fiir Mutagenese und Sequenzierungen

PCR-
Name 3'->5'Sequenz Bedingungen Anwendung
R19E/R24E forward AAGGGTgaGCGTGAGACCTACCT 30 Zyklen Mutagenese
R19E/R24E reverse AGCCCActcGACATTTTTGAATTGG 30 sec bei 98°C
S38A forward ACgccGCTACATCCTTTTCACTGG 7 min bei 60°C
S38A reverse CACGCCTCTTCACTACGTAGCACA 60 sec bei 72°C
T27A forward gCCTACCTGTGCTACGTAGTGAAGA
T27A reverse CTCACGCCGACCCTTAGCCCAG
H56R/E58Q forward GcagTTGCTCTTCCTCCGCTACAT
H56R/E58Q reverse ACtctGCAGCCGTTCTTATTGCGAA
HA_for GACTATGCCGACAGCCTCTTG Sequenzierung

GFP_rev CTTGTACAGCTCGTCCATGCC

Die flr die Mutagenese abgeanderten Nukleotide sind in Kleinbuchstaben geschrieben.

5.1.11 Enzyme

Enzyme Bezugsquelle
Phusion New England Biolabs
Restriktionsenzyme Fermentas
T4-DNA-Ligase Fermentas

5.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer Umluft-Sterilbank (Heareus Christ Instruments,
Disseldorf) mit sterilen Glas- oder Plastikpipetten durchgefiihrt. Die Kultivierungs-
bedingungen fir die Zellen entsprachen dabei 37°C (humane Zellen) bzw. 42°C (Hihner-
Zellen), 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit. Zentrifugationen fanden stets bei 4°C mit
1200 rpm fiir 5 Minuten in einer Megafuge 40R (Heareus Christ Instruments, Disseldorf)

statt.
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Zellkulturmedium fiir humane Suspensionszelllinien

500 ml RPMI 1640 Medium (Gibco BRL, Schottland)

50 ml FKS (10%) (Biochrom KG, Berlin)

5 ml Penicillin/Streptomycin (1%) (Gibco BRL, Schottland)
5 ml Glutamin (1%) (Gibco BRL, Schottland)

5 ml Natriumpyruvat (1%) (Gibco BRL, Schottland)

Zellkulturmedium fiir adhdrente humane Zelllinien

500 ml D-MEM Medium (Gibco BRL, Schottland)

50 ml FKS (10%) (Biochrom KG, Berlin)

5 ml Penicillin/Streptomycin (1%) (Gibco BRL, Schottland)
5 ml Glutamin (1%) (Gibco BRL, Schottland)

5 ml Natriumpyruvat (1%) (Gibco BRL, Schottland)

Kulturmedium fur DT40-Zellen

500 ml RPMI 1640 Medium (Gibco BRL, Schottland)

50 ml FKS (10%) (Biochrom KG, Berlin)

5 ml Hihnerserum (1%) (Gibco BRL, Schottland)

5 ml Penicillin/Streptomycin (1%) (Gibco BRL, Schottland)
5 ml Glutamin (1%) (Gibco BRL, Schottland)

5 ml Natriumpyruvat (1%) (Gibco BRL, Schottland)

50 ul R-Mercaptoethanol (0,1 mM) (Gibco BRL, Schottland)

5.2.1 Bestimmung der Zelldichte

Zur Ermittlung der Zelldichte wurde ein Tropfen (circa 15 ul) einer Zellsuspension durch
Kapillarkrafte unter das Deckglas einer Neubauer-Zahlkammer gegeben. Unter dem
Lichtmikroskop wurden 4 x 16 Kleinquadrate ausgezahlt und deren Mittelwert bestimmt. Der
Kammerfaktor zur Berechnung der Zelldichte (Zellen/ml) betragt 10*, da das Volumen von

16 Kleinquadraten 0,1 pl umfasst.
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5.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen einzufrieren wurden 20 ml einer Zellsuspension zentrifugiert und das Sediment in
etwa 1 bis 1,5 ml FKS mit 10% DMSO aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -80°C oder im
flissigen Stickstoff.

Zum Auftauen von Zellen wurden diese bei Raumtemperatur aufgetaut und sofort in 10 ml
frisches Kulturmedium Uberfihrt. Einmaliges Waschen mit Medium entfernte DMSO, so dass
die Zellen anschlieBend in 5-20 ml neuem Kulturmedium aufgenommen und kultiviert

werden konnten.

5.2.3 Zellkulturbedingungen

Humane Burkitt-Linien wachsen einzeln in Suspension und teilen sich taglich einmal. Die
Zellen wurden bei einer Zelldichte von > 5x10° pro ml gehalten, da eine geringe Zelldichte
todlich fur diese Zelllinien ist. Hela-Zellen wachsen adhdrent und weisen einen
Teilungszyklus von etwa 20 Stunden auf. Sie wurden bei einer Konfluenz von etwa 70%
durch Behandlung mit Trypsin (Gibco BRL, Schottland) geerntet und 1:20 gesplittet.

DT40-Zellen wachsen einzeln in Suspension und haben einen Zellzyklus von etwa 12 Stunden

Sie wurden bei einer Zelldichte von 1-5x10° Zellen/ml gehalten.

5.2.4 Stabile Transfektion von Suspensionszellen

Bei Suspensionszellen wurden 1x10’ Zellen pro Transfektion verwendet. Die Zellen wurden
in 5ml PBS gewaschen, in 400 ul kaltem PBS aufgenommen und in Kiivetten mit 0,4 cm
Elektrodenabstand transferiert. In die Kiivetten wurde 50 ug DNA in 300 ul PBS pro
1x10’ Zellen zugegeben und das Gemisch fiir 10 min auf Eis inkubiert, bevor die Transfektion
im Elektroporator (BioRad) bei 50 uF und 800V (DT40) und 850 uF und 250V (Raji)
durchgefiihrt wurde. Die transfizierten Zellen wurden anschliefend in 10 ml Kulturmedium
(DT40) und 50 ml (Raji) Gberfiuhrt und in 96-Lochplatten @ 100 ul pro Loch ausgeséat. 10-13
Tage (DT40) und 30 Tage (Raji) spater wurden einzelne sichtbare Kolonien im Medium gel6st

und in 24-Lochplatten in 1 ml Medium mit Selektion Gberfiihrt.

5.2.5 Transiente Transfektion von adharenten Zellen

Fir die transiente Transfektion von adhadrenten Hela Kyoto-Zellen wurden die Zellen einer
10 cm Schale mit circa 70% Konfluenz durch Trypsinbehandlung geerntet, mit PBS

gewaschen und in 2 ml D-MEM-Medium (+10% FKS) resuspendiert. Pro Transfektion wurde
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30 ul Zellsuspension in das Reservoir einer lbidi-Zellkammer (Martinsried, Deutschland)
gegeben und 40 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die abgesetzten Zellen mit 120 ul D-
MEM-Medium + 10 mg/ml BrdU versetzt und im Dunkeln bei 37°C Giber Nacht sensibilisiert.

Die Transfektion fand am nachsten Tag im serumfreien D-MEM-Medium statt:

Serumfreies D-MEM-Medium 20 ul
DNA (1 mg/ml) 1l
PEI, pH 10 1,2 ul

Dieser Transfektionsmix wurde gut durchgemischt und 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, danach mit 98 ul DMEM-Medium (+ 10 mg/ml BrdU) versetzt und erneut
durchgemischt. Das Medium in der Kammer wurde durch das Transfektionsmix
(Gesamtvolumen circa 120 ul) ausgetauscht. Es folgte eine weitere Gber Nacht-Inkubation
bei 37°C im Dunkeln.

Am darauffolgenden Tag wurde der Transfektionsmix durch 120 ul D-MEM-Medium
(+10% FKS, 5% L-Glutamin, 5% Pen/Strep, 25 nM HEPES) ohne Phenolrot ausgetauscht, so
dass der Farbzusatz des Mediums den anschielenden Mikroskopievorgang nicht stéren

konnte.

5.2.6 Bestimmung der Hypermutationsaktivitat im FACS

Nach der stabilen Transfektion der WV'AID” Zellen (siehe 5.2.4) wurden 11 Tage spater
Einzelzellklone als sichtbare Kolonien gesammelt, in 24-Lochplatten in 1 ml Medium mit
Selektion Uberflihrt und zwei Tage spater im Durchflusszytometer auf den IgM-Status und
GFP-Intensitat hin untersucht.

Fur die Bestimmung des IgM-Status wurden circa 5x10*Zellen durch Zentrifugation
sedimentiert und anschlieBend in 500 ul PBS resuspendiert, gewaschen und erneut
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit dem PE-gekoppelten IgM-Antikérper (siehe
Abschnitt 5.1.9, Tabelle 3), Endkonzentration 1:40, 15 min lang im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde der Restfarbstoff durch einen Waschschritt
mit PBS entfernt, die Zellen in 150 pl PBS aufgeldst und im FACS analysiert (siehe Abschnitt
5.5.2).

Die PE-Werte waren direkt proportional zu den auf der Oberflache der Zellen vorhandenen
IgM-Rezeptoren. Der IgM-Status der nicht-transfezierten Zellen wurde als 100% IgM-positiv
gesetzt, die Abnahme der IgM-Werte im Zuge der Hypermutation nach der Transfektion mit

AID-Vektoren wurde als IgM-Verlust in einem Excel-Graph in Prozent widergegeben,
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normiert um den Hintergrundwert der nicht-gefarbten Zellen. Die Signifikanz wurde mithilfe
eines ungerichteten zweiseitigen Student’s T-Test unter der Annahme der ungleichen

Varianz durchgefihrt.
5.3 Techniken der DNA-Analyse

5.3.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Diese Art der Praparation wurde verwendet wenn besonders reine Plasmid-DNA aus einer
geringen Menge an Zellen benétigt wurde. Dazu wurde das Qiagen-Kit gemaR

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

5.3.2 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fir die Praparation von groReren Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das JetStar-

System nach Herstellerprotokoll verwendet (Jetstar-Kit, Genomed, Léhne).

5.3.3 DNA-Quantifizierung

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt. Dabei wurde die Absorption bei
einer Lichtwellenlange von 260 nm gemessen (A260). Licht dieser Wellenlange wird von den
zyklischen Basen in der DNA mit dem durchschnittlichen Faktor 50 absorbiert. So ergibt sich
die Formel:

DNA-Konzentration [ug/ml] = A260 x 50 x Verdiinnung

5.3.4 DNA-Gelelektrophorese

Um das Ergebnis einer Restriktion, PCR-Reaktion oder DNA-Reinigung zu liberprifen, wurde
ein Anteil der Proben auf ein 0,8% bis 1,5%iges Agarosegel [w/v] geladen. Dazu wurden die
Proben zuvor mit Ladepuffer versetzt. Die DNA-Fragmente wurden in einem elektrischen
Feld mit bis zu 100 V aufgetrennt.

1XTAE Ladepuffer (10x) Agarosegel

0,04 M Tris-Acetat  0,25% Bromphenolblau 0,8-1,5 mg Agarose
1 mM EDTA 30% Glycerin pro 100 ml 1xTAE
50 mM Tris 1,5 pl 100 mg/ml Etbr
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5.3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Flr die AID-Mutagenese im pBluescript wurde die Phusion Polymerase (NEB) verwendet und
die PCR nach den folgenden Bedingungen durchgefiihrt. Die Sequenzen der verwendeten

Oligonukleotide sind in Abschnitt 5.1.10, Tabelle 4 veranschaulicht.

Reaktionsansatz Bedingungen
H,0 ad 100 pl Start
5x PCR Puffer 1x 98°C 2 min
2 mM dNTP 0,2 mM 30 Zyklen:
2 uM Primer forward 2,5 uM 98°C 30sec
2 UM Primer reverse 2,5 uM 60°C 7 min
5 U/ul Phusion 0,025 U/l 72°C 60 sec
DNA 10 ng final
72°C 10 min
4°C

5.3.6 DNA-Mutagenese

Nach der EcoRI-Umklonierung des AID-GFP Konstrukts in den pBluescript-Vektor (Abschnitt
5.1.6) wurde in der PCR-Reaktion mit den Primern, die die jeweiligen Basensubstitutionen
enthielten (Abschnitte 5.1.10, Tabelle 4 und 5.3.5), ein PCR-Produkt mit mutierter
AID-Sequenz hergestellt. Der nicht mutierte Strang der gereinigten DNA-Fragmente wurde
durch das methylierungssensitive Restriktionsenzym Dpnl gespalten. Nach der
anschlieBenden Reinigung der mutierten einzelstrangigen DNA wurde diese durch Ligation
zirkularisiert und durch Hitzeschock (45sec bei 42°C) in hitzekompetente E.coli
transformiert. Nach der DNA-Extraktion aus einzelnen Kolonien wurde durch Sequenzierung
die Mutation geprift und im Falle der S38A-Einzelmutante nach demselben Prinzip die
T27A/S38A-Doppelmutante hergestellt. Die Doppelmutanten R19E/R24E und H56R/E58Q

wurden in einem Mutagenese-Schritt hergestellt.

5.3.7 DNA-Sequenzierung und Datenauswertung

Die DNA-Sequenzierung einzelner Bakterien-Subklone nach Klonierung des PCR-Produktes
erfolgte beim VWR-Sequenzierungsservice in Ebersberg oder beim Sequenzierungsservice

der LMU in Minchen. Dazu wurde eine Abwandlung der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode
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nach Sanger, die ABI BigDye Kit Version 3.1, auf einem Kapillarsequenzer (Applied
Biosystems) und der entsprechende Primer (Abschnitt 5.1.10, Tabelle 4) verwendet.

Nach Erhalt der DNA-Sequenzen wurden diese einzeln im Programm Chromas Uberprift und
bei Bedarf editiert. Die DNA-Sequenzen wurden entweder einzeln oder als Gruppierungen
(z.B. Vergleich WT-AID-Sequenz mit den AID-Mutanten) mit den Programmen ClustalW und

Geneious nach Mutationen und auf Orientierung des Inserts im Vektor analysiert.

5.4 Proteinbiochemische Methoden

5.4.1 Préaparation von Proteinen aus Zellen

Fir die Isolierung der Proteine wurden 3x10° Zellen bei 1200 rom fir 5 Minuten
sedimentiert und mit PBS gewaschen. Zu dem Zellpellet wurden 60 pl heiBen 2x Laemmli
Probenpuffer zugegeben, um die Zellen zu lysieren. Der Laemmli Probenpuffer enthielt kein
Bromphenolblau (BPB) und kein DTT, da diese beiden Substanzen bei der spateren
Proteinquantifizierung stéren wiirden. Um die Degradation der Proteine durch Proteasen zu
minimieren, wurden Proteaseinhibitoren zugegeben (Protease Inhibitor Complete Mini
Tabletten, Roche). Die Proben wurden 5 Minuten bei 95°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

5.4.2 Proteinquantifizierung

Die Menge des Proteins wurde mit Hilfe des DC Protein Assay (Bio-Rad) photometrisch
bestimmt. Dieser Assay funktioniert dhnlich wie der Lowry Assay (Lowry, Rosebrough et al.
1951) und ist kompatibel mit dem Laemmli-Probenpuffer, der 2,5% SDS enthélt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde wie vom Hersteller empfohlen

unter Nutzung des mitgelieferten Proteinkonzentrationsstandards durchgefiihrt.
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5.4.3 SDS-PA-Gelelektrophorese nach Lammli (1970)

Bei dieser Methode wurden die Proteine in einem Polyacrylamidgel (PA-Gel) aufgetrennt,
das 0,1% SDS enthalt. Zur Vorbereitung wurde zu jeder Probe jeweils 1/10 Volumen 1 M DTT
und 1/10 Volumen Bromphenolblau-Lésung gegeben und diese 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht. Durch das Aufkochen wurden die enthaltenen Proteine denaturiert und die
erneute Faltung durch das Detergenz SDS verhindert. Die Disulfidbricken zwischen den
Polypeptidketten wurden durch DTT reduziert. Das Acrylamidgel bestand aus einem
Sammelgel und einem Trenngel. Die vorbereiteten Proben wurden auf das mit Laemmli-
Laufpuffer Uberschichtete Gel aufgetragen. Fir den GroBenvergleich wurde ein
Proteinstandard mitgefiihrt (siehe 5.1.5.2). Die Elektrophorese wurde in einer Hofer-

Vorrichtung (Amersham Pharmacia, Braunschweig) bei 90 V-150 V durchgefiihrt.

Trenngel 12%

H,0 3,3ml
30% Acrylamid (Rotiphorese Gel 30, Roth) 4 ml

1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 100 pl
10% APS (Ammoniumperoxodisulfat) 100 ul
10% TEMED (N,N,N°,N’- Tetramethylendiamin) 4 pul
Sammelgel 10x Laemmli Laufpuffer
3,4 ml H20 250 mM Tris

840 ul 30% Acrylamid 1,92 M Glycin

625 pul 1 M Tris pH 6,8 1% SDS

50 ul 10% SDS auf 1 Liter mit H,0 auffillen
50 pl 10% APS

3l 10% TEMED

5.4.4 \Western Blot

Bei der Western-Blot Analyse handelt es sich um den elektrischen Transfer von den in einem
SDS-PA-Gel aufgetrennten Proteinen auf eine proteinbindende PVDF-Membran (Hybond-P,
Amersham Pharmacia, Braunschweig). Es wurde ein sogenannter ,Nass-Blot” in einem Bio-

Rad-Tank durchgefiihrt. Vor dem Blotvorgang wurde die PVDF-Membran in Methanol
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angefeuchtet. AnschlieRend wurde die Membran in Wasser gewaschen und fiinf Minuten in
Blotpuffer equilibriert. Das Acrylamidgel wurde ebenfalls einige Minuten in Blotpuffer
equilibriert und dann auf drei mit Blotpuffer getrankte Filterpapiere gelegt. Auf das Gel
wurde die PVDF-Membran gelegt und auf diese drei weitere in Blotpuffer getrankte
Filterpapiere. Dieser Aufbau wurde zwischen Anode und Kathode so angeordnet, dass die
negativ geladenen Proteine in Richtung Membran wanderten. Die Transferkammer wurde
mit Blotpuffer gefiillt und fiir eine Stunde unter Rihren ein elektrisches Feld von 400 mA bei
4°C angelegt. AnschlieBend wurde die Membran in PBS gewaschen und fir finf Minuten
reversibel mit Ponceau S gefarbt. Fir weitere Analysen wurde die Membran in Wasser

gewaschen bis die Ponceau S-Farbung entfernt war.

10x Blotpuffer (ohne Methanol) 1x Blotpuffer
250 mM Tris 1x Blotpuffer
1,92 M Glycin 20% Methanol

10x Ponceau S
2% Ponceau S
30% Trichloressigsaure

30% Sulfosalicylsaure

5.4.5 Spezifischer Proteinnachweis mittels Antikorper

Spezifische Proteine wurden durch Farbung mit entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen.
Auf diese Weise konnte das gesuchte Protein gezielt angefarbt werden. Der Proteinnachweis
erfolgt Uber zwei Antikorper. Der Erstantikorper bindet spezifisch das gesuchte Protein und
mit Hilfe des Zweitantikorpers, der den Erstantikoérper spezifisch bindet, wird das Protein
mittels einer Chemolumineszenzreaktion sichtbar gemacht. Das emittiert Licht kann durch
die Exposition eines lichtsensitiven Filmes (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia, Braun-
schweig) nachgewiesen werden.

Die Blotmembran wurde, um unspezifische Bindungen der Antikorper zu vermeiden, in einer
5% Milchpulver-PBS-Losung zwischen 30 und 60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Schittler inkubiert. Alle weiteren Wasch- und Inkubationsschritte wurden bei
Raumtemperatur auf einem Schittler durchgefiihrt. Die Membran wurde mit dem
Erstantikorper, der in einer 5%-Milchpulver-Losung (+ 0,05% Azid) verdiinnt wurde, Uber

Nacht inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal 10 Minuten mit PBS gewaschen und
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anschlieBend wurde sie mit dem Zweitantikorper, der in einer 5% Milchpulver-Losung
verdinnt wurde, fiir 1 bis 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der nicht gebundene
Zweitantikorper wurde durch dreimaliges 10-minlitiges Waschen in PBS entfernt. Dann
wurde mit dem ECL-Detektionsreagenz (Amersham Pharmacia, Braunschweig) die
Chemolumineszenz-Reaktion angeregt. Die Membran wurde auf einen Film aufgelegt und
der Film anschlieend in der Entwicklungsmaschine entwickelt.

Die fur die Immundetektion verwendeten Antikorper, deren Verdinnungen und benutzte

Inkubationslésungen sind in Abschnitt 5.1.9, Tabelle 3 aufgelistet.

5.4.6 Fraktionierung

Fir die Fraktionierung von humanen Zellen wurden 3x10° Zellen (DT40 Zellen: 8x10° Zellen)
durch Sedimentation geerntet und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellpellet in 90 ul Mendez-A-Puffer aufgeldst, dabei wurde die Cytoplasmamembran durch
das darin enthaltene Detergenz Triton-X-100 (0,04%) 10 min auf Eis geldst. Die
Cytoplasmafraktion wurde durch langsame Zentrifugation (5 min, 1300 rpm, 4°C) von der
Zellkernfraktion getrennt und durch einen weiteren Zentrifugationsschritt 1 h bei 15000 rpm
von den Zelldebris gereinigt. Das Zellkernpellet wurde mit 150 ul Mendez-A-Puffer
gewaschen. Fir die Western Blot-Analyse wurden jeweils 5% der Fraktionen im SDS-
Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, bei 95°C erhitzt und aufgetragen.

Mendez-A-Puffer

Hepes, pH 7,9 10 mM

KCl 10 mM

MgCl, 1,5 mM

Glycerin 10%

Saccharose 0,34 M

Triton-X-100 0,04%

DTT 0,5mM

Proteaseinhibitor Mini Tabletten, 1x (Roche)

5.4.7 Immunprazipitationsassay

Pro Ansatz wurden 8x10’ DT40-Zellen per Sedimentation geerntet und einmal mit PBS bei
Raumtemperatur gewaschen. Das Zellpellet wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und

10 ul (1%) davon wurden fur die spatere Western Blot-Analyse als Input-Fraktion
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entnommen. Die restliche Suspension wurde 30 min auf Eis lysiert. Danach wurde die Losung
mit 2x20 Pulsen sonifiziert und wieder 30 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde
anschliefend mit 10 pul HA-gekoppelten Agarose-Beads (Klon Y-11, Santa Cruz) Gber Nacht
auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert.

Die Beads wurden am nachsten Tag 4x durch Zentrifugation (30 sec, 5000 rpm, 4°C) mit je
1 ml Lysepuffer gewaschen und mit 30 pl SDS-Laemmli-Probenpuffer eluiert (5 min, 95°C).

Nach Sonifikation der Eluate wurden diese auf ein SDS-PA-Gel aufgetragen und analysiert.

Lysepuffer

Tris-HCl, pH 7,5 30 mM
NaCl 150 mM
Glycerin 10%
ZnCl, 10 uM
MgCl, 1,5 mM
R-Mercaptoethanol 1uM
IGEPAL 0,5%
PMSF 0,1 mM

5.5 Abbaukinetik im FACS

5.5.1 Behandlung der Zellen

Am Vortag des Experiments wurden die Zellen bei einer Konzentration von 2x10°-4x10°/ml
in 24-Lochplatten zu je 800 pl im Zellkulturmedium ohne Selektion ausgesat. Am nadchsten
Tag wurden je nach Versuchsanordnung folgende Substanzen in je 200 pul Medium gelost,

gut durchgemischt und zu den Zellen gegeben (Zeitpunkt = 0):

CHX 20 pg/ml
LMB 5 ng/ml
MG132 10 uM
Inhl 10 uM
MMS 0,1%
H,0, 800 uM
Cisplatin 30 uM
Etoposid 30 uM

5.5.2 Durchflusszytometrische Analyse

Fur die FACS-Analyse wurden 150 pl (circa 5x10%) Zellen entnommen und mit PBS
gewaschen. Die gemessene Intensitat des Vorwartsstreulichts (forward scatter, FSC) ist

proportional zur ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) ist von der
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Oberfllachenbeschaffenheit und Granularitdit der Zellen abhdngig. Mit diesen zwei
Parametern konnte die Lebendzellpopulation bestimmt und eingegrenzt werden. Die
GFP-Intensitat wurde entweder als prozentualer Anteil der Gesamtzellpopulation oder als
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (MFI, mean fluorescence intensity) ausgewertet. Die

Analyse wurde im zwei-Stunden-Takt 8 Stunden lang wiederholt.
5.6 Mikroskopische Methoden

5.6.1 Konfokale Mikroskopie der fixierten Suspensionszellen

5.6.1.1 Immobilisierung der Suspensionszellen

Zur Fixierung der Suspensionszellen wurden am Vortag der Versuchsdurchfiihrung die
runden Deckglaschen in 6-Lochplatten mit 400 ul Poly-L-Lysin Losung (Sigma-Aldrich) fir
1 Stunde bei Raumtemperatur behandelt. Anschlieend wurde die Losung mit dest. Wasser
abgewaschen und die Deckgldaschen bei Raumtemperatur getrocknet. Unmittelbar vor der

Fixierung wurden die Deckglaschen mit PBS aquilibriert.

5.6.1.2 Paraformaldehyd-Fixierung

Die Zellfixierung erfolgte durch Behandlung der abgesetzten Zellen (1 ml, 15 min RT) mit
frischer 2%-iger Paraformaldehyd-Losung (bei 72°C in PBS gel6st) (Fluka) fiir 15 min bei
Raumtemperatur. Es folgte ein Waschschritt mit PBS. Fiir die anschlieBende DAPI-Farbung
mussten die Zellen durch 3x 5-minitige Behandlung mit 0,15% Triton-X-100/PBS
permeabilisiert werden. Danach wurden die Zellen im Dunkeln mit DAPI (0,1 pug/ml) gefarbt.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen kopflber in Vectashield-
Tropfen auf Objekttrager platziert und mit Nagellack luftdicht versiegelt. Die Objekttrager

wurden bis zu einem Jahr bei -20°C gelagert.

5.6.1.3 Mikroskopische Analyse

Die fixierten Zellproben wurden mit einem Konfokalen Zeiss LSM 510 Lasermikroskop
(Axioplan 2) mit einem 63x Plan-Apochromat Ol-Objektiv mikroskopiert. GFP wurde mit
Laser von 488 nm und DAPI mit 405 nm Wellenldange angeregt. Um Artefakte zu vermeiden,
wurde jeder Kanal unabhdngig und nacheinander durch die multitracking-Funktion des
LSM 510 Gerats aufgenommen. MaRbalken wurden mit der LSM 510-Software hinzugefiigt,

die Fluoreszenzintensitat der GFP-Signale wurde mit der Zen-Software (UK) bestimmt.
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5.6.2 Lebendzellmikroskopie der adharenten Zellen nach UV-Bestrahlung

5.6.2.1 Konfokale Lebendzellaufnahme

Die Mikrobestrahlung nach der transienten Transfektion (Abschnitt 5.2.5) erfolgte unter
Anleitung von Oliver Mortusewicz aus der AG H. Leonhardt, LMU Miinchen am Spinning Disc
Lasermikroskop Leica TCS SP5/AOBS, welches mit UV-gidngigem HCX PL 63x/1,4 Olobjektiv
ausgestattet war. GFP und RFP wurden durch 488 nm Argon Laser und 561 nm DPSS Laser
angeregt. Die Lebendzellmikroskopie wahrend und nach der Bestrahlung erfolgte in einer
beheizten 37°C-Kammer unter einem konstanten CO,-Druck. Konfokale Bilderserien der
GroRe 256x256 Pixeln mit PixelgrofRe von 90 nm wurden aufgenommen.

Fir die Mikrobestrahlung der Zellkerne wurden zwei Kreise von etwa 1 uM Durchmesser an
entgegengesetzten Stellen des Kerns ausgewahlt und 1000 msec lang mit dem 405 nm Laser
bei 90%-iger Laserintensitdt (etwa 80 uW) bestrahlt. Die Aufnahmeserie erfolge im
2 Sekunden-Intervall mit 6 Aufnahmen vor der DNA-Schadigung und 150 Aufnahmen nach

der Bestrahlung.

5.6.2.2 Datenauswertung

Die GFP-Intensitdt des ersten bestrahlten Punkts wurde mit Hilfe der Imagel-Software
ausgewertet. Dabei wurde die bestrahlte Region um den Hintergrundwert und den Verlust
der GFP-Intensitat im Kern (iber den Zeitraum von 5 min korrigiert und mit dem Mittelwert
aus den Aufnahmen vor der Bestrahlung normiert.

Wert zeiikern (t = 0) wurde aus den ersten 6 Aufnahmen gemittelt.

Die Excel-Kalkulation erfolgte nach der folgenden Formel:

Wertzo||kern (t = 0) . Wertpostrahiter Punkt (t = %)
Wertzg|lkern(t =X)  Wertpastrahlter Punkt(t=0)

x ist dabei eine beliebige Aufnahme zum Zeitpunkt (t = x) nach der Bestrahlung. Die
ermittelten Werte fir mittlere Fluoreszenzintensitat an der bestrahlten Region fiir jeden
Zeitpunkt wurden als Funktion der Zeit im Excel-Graphen ausgegeben. Ein Mittelwert aus
mindestens 10 Aufnahmeserien pro Transfektion mit errechneten Standardabweichungen

wurde ermittelt.
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