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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

In Vertebraten hat sich ein adaptives Immunsystem entwickelt, das mit einer Vielzahl an
Antigenrezeptoren eine unlimitierte Anzahl von Pathogenen erkennen kann. In B-Zellen
konnen diese Rezeptoren (Immunglobuline oder Antikorper), die friih wéihrend der B-
Zellentwicklung gebildet werden, spéter wahrend der T-Zell-abhidngigen Immunantwort im
Keimzentrum veridndert werden. Durch den Prozess der Somatischen Hypermutation (SHM)
konnen hochaffine Antikdrper entstehen und deren gezielte Effektorfunktion kann durch die
Klassenwechselrekombination (CSR) verdndert werden. Diese beiden wichtigen Prozesse
werden durch das Schliisselprotein Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase (AID) reguliert,
das durch Deaminierung von Cytosinen die initialen DNA-Lisionen einfiihrt. Die Fehlleitung
dieser Prozesse, die wihrend der Keimzentrumsreaktion stattfinden, spielt eine Rolle bei der
Lymphomentstehung.

In dieser Arbeit wurden monoklonale Antikorper gegen ein AID-Peptid generiert, um die
AID-Expression und -Regulation zu untersuchen. Die Antikdrper sind fiir
immunhistochemische Farbungen verwendbar, so dass die AID-Expression in Keimzentrums-
B-Zellen und Lymphomen in vivo analysiert werden konnte. AID wurde so als differentieller
und diagnostischer Marker fiir zwei Hodgkin Lymphom-Entitéiten identifiziert.

AuBlerdem wurden Untersuchungen zur AID-Regulation durch Latenzgene des Epstein-Barr
Virus (EBV) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der EBV-
Haupttranskriptionsfaktor EBNA2, der das Latenzprogramm III in humanen B-Zellen initiiert,
einen negativen Einfluss auf die AID-Expression hat. Auch in vivo ist dieser inhibitorische
Effekt iiber die anderen Latenz III Proteine dominant und hat durch die Modulation der AID-
Expression einen Einfluss auf die Aktivitit der Ig-diversifizierenden Prozesse.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Tandem Affinitdtsreinigung (TAP) in B-Zellen
etabliert. Mit dieser Methode gelang es native AID-Proteinkomplexe aus einer
hypermutierenden B-Zelllinie aufzureinigen. Die gereinigten Komplexe wurden anschlieBend
massenspektrometrisch analysiert. Unter den potentiellen AID-Interaktionspartnern, die hier
identifiziert wurden, finden sich unter anderem Transkriptionsfaktoren, Proteine des
Ubiquitin-Proteasom-Systems und Faktoren der DNA-Reparaturmaschinerie. Diese AID-
interagierenden Proteine geben Hinweise fiir die AID-Regulation bzw. —Funktion und dienen

als Ausgangspunkt fiir spitere funktionelle Analysen.
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2 Einleitung

Der Mensch ist tdglich einer Vielzahl von Pathogenen ausgesetzt, deshalb benétigt er
effiziente Abwehrmechanismen, um diese unschidlich zu machen. Der erste Schutz gegen
Erreger wird durch die angeborene Immunitdt bereitgestellt, die jedoch Krankheitserreger
nicht spezifisch erkennen kann. Die spezifische Abwehr leistet das adaptive Immunsystem,
dessen Komponenten mit denen des angeborenen Systems interagieren (Janeway et al., 2004).
Die antigenspezifischen Lymphozyten vermehren sich und differenzieren zu Effektorzellen,
die die pathogenen Mikroorganismen gezielt abwehren. Die Hauptkomponenten der adaptiven
Immunitét sind zwei Zelltypen, die B- und T-Lymphozyten, die durch eine enorme Vielfalt an
spezifischen Antigenrezeptoren jedes beliebige Antigen erkennen konnen. Jeder Lymphozyt
und seine Nachkommen prégen einen einzigartigen Rezeptor aus. Der Antigenrezeptor der B-
Zelle, der B-Zell-Rezeptor (BCR) und in der sezernierten Form auch Antikdrper bzw.
Immunglobulin genannt, gehdrt zur Immunglobulin-Superfamilie und besteht aus zwei
schweren (IgH) und zwei leichten (IgL) Polypeptidketten, die jeweils iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Funktionell ist jede Kette in zwei Doméanen aufgeteilt, wobei der
variable Teil der Antigenerkennung dient und der konstante Teil im Falle der schweren Kette
die Effektorfunktion des Antikdrpers bestimmt (Janeway et al., 2004).

Die enorme Vielfalt der Antigenrezeptoren der B-Zellen entsteht im Wesentlichen durch drei
Mechanismen, die die Immunglobuline auf genetischer Ebene verdndern. Zum einen durch
die somatische Rekombination, die wihrend der friihen B-Zellentwicklung im Knochenmark
stattfindet. Hier wird je eines der verschiedenen, in mehreren Kopien vorliegenden V-, (D-)
und J-Gensegmente zusammengefiigt, die fiir die variablen Regionen der schweren bzw.
leichten Ketten kodieren (V(D)J-Rekombination, Abb.1) (Janeway et al., 2004). Zum anderen
durch die SHM, die wihrend einer akuten Infektion in reifen B-Zellen erfolgt. Bei diesem
Prozess werden in die variablen Bereiche der Immunglobulingene zufillige Punktmutationen
eingefiihrt, die zur Erh6hung der Affinitit des Antikorpers fiihren konnen (Abb.1) (Rajewsky,
1996). Der dritte Mechanismus ist die CSR, die die Effektorfunktion des BCR veréndert. Hier
wird der DNA-Bereich zwischen zwei S-Regionen als zirkuldres Produkt deletiert und eine
vorher stromabwirts gelegene konstante Region kann nun exprimiert werden (Abb.1)
(Iwasato et al., 1990; von Schwedler et al., 1990). Die beiden letzten Prozesse finden im

Keimzentrum statt (Abb.1).
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Abbildung 1: Genetische Verinderungen auf dem humanen Immunglobulinlocus der schweren Kette
(nach Jungnickel, 2006)
Im Knochenmark findet die VDJ-Rekombination unabhingig von AID statt. In der spiteren B-Zellentwicklung
kommt es im Keimzentrum zu den AID abhdngigen genetischen Verdnderungen des Ig-Locus, der Somatischen
Hypermutation (SHM) und der Klassenwechselrekombination (CSR). V: Exons der variablen Segmente; D:
Diversitits-Segmente; J: Verbindungs-Segmente; iEpn: Intron-Enhancer; S: Switch-Regionen; C: Exons der
konstanten Segmente; 3’E: 3’Enhancer; rote Pfeile: AID-induzierte DNA-Lisionen; rote Striche: Mutationen,
die wihrend der SHM eingefiihrt wurden.

2.1 Die Keimzentrumsreaktion

Um potentielle Pathogene im Korper aufzuspiiren, zirkulieren die naiven B-Zellen, die nach
erfolgreicher V(D)J-Rekombination einen funktionellen B-Zell-Rezeptor auf ihrer Oberfldche
exprimieren, durch das lymphatische System und die Blutbahn. Treffen sie auf das Antigen,
das ihr BCR erkennt, kommt es im Rahmen einer T-Zell abhingigen Immunantwort in den
sekunddren lymphatischen Organen zur Bildung von Keimzentren. In diesem speziellen
Mikromilieu findet die Affinititsreifung statt, wobei durch die Einfilhrung von
Punktmutationen in die V-Gen-Regionen die Affinitét der B-Zell-Rezeptoren erhdht wird. Im
Keimzentrum kann es auch zum Klassenwechsel kommen, bei dem der konstante Teil des

Antikorpers ausgetauscht wird. So édndert sich die Effektorfunktion dem jeweiligen
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Mechanismus der Pathogenbekdmpfung entsprechend, aber die Antigenspezifitit bleibt
erhalten (Rajewsky, 1996).

Bindet eine naive, zirkulierende B-Zelle ihr Antigen, wird dieses zusammen mit dem
Rezeptor internalisiert, prozessiert und mittels eines MHC-II-Molekiils auf der Zelloberfldche
prasentiert. In den T-Zellbereichen der sekundéren lymphatischen Gewebe, wie den PALS
(,,periarteriolar lymphoid sheath®) der Milz oder dem paracortikalen Bereich der
Lymphknoten, treffen die B-Zellen auf T-Helferzellen und werden bei assoziierter Erkennung
des Antigens von diesen mittels CD40/CD40L-Interaktion und iiber Zytokine aktiviert (Jacob
et al., 1991). Die meisten aktivierten B-Zellen migrieren in die rote Pulpa der Milz oder in die
Markstrange der Lymphknoten, wo sie zu kurzlebigen Plasmazellen differenzieren und
niederaffine Antikorper sezernieren. Wenige sogenannte Keimzentrums-Griinderzellen
siedeln sich in einem Follikel im Netzwerk der Follikuldren Dendritischen Zellen (FDC) an
(Jacob and Kelsoe, 1992; Kuppers et al., 1993). Diese B-Zellblasten expandieren massiv und
exprimieren den Transkriptionsrepressor Bcl-6, der die Entwicklung zu Plasmazellen hemmt
(Shaffer et al., 2001). Sie bilden das Keimzentrum, das in eine dunkle und eine helle Zone
unterteilt werden kann (MacLennan, 1994). Die dunkle Zone enthdlt die Zentroblasten, die
sich héufig teilen und in denen die somatische Mutation der V-Gene stattfindet (Pascual et al.,
1994). In der hellen Zone des Keimzentrums befinden sich T-Helferzellen, FDC und
Zentrozyten, die aus den Zentroblasten mit mutierten Rezeptoren hervorgegangen sind. Die
FDC prisentieren unprozessierte Antigene, um deren Bindung die Zentrozyten konkurrieren.
Die Zentrozyten mit affineren B-Zellrezeptoren kdnnen das Antigen von den FDC besser
aufnehmen und den Helferzellen priasentieren (Gray, 1991; Kosco et al., 1988), so dass sie
mittels CD40/CD40L-Interaktion ein Uberlebenssignal erhalten (Kelsoe, 1995). Im
Zentrozytenstadium kann es auch zum Austausch des BCR-Isotyps durch
Klassenwechselrekombination kommen (Liu et al., 1996). Zentrozyten, die das Antigen nicht
binden konnen, autoreaktiv sind oder keinen funktionellen BCR exprimieren, werden durch
Apoptose vernichtet (Kelsoe, 1995). Die positiv selektierten B-Zellen differenzieren zu

Plasmazellen oder zu Gedachtniszellen (Hollowood and Goodlad, 1998; Kelsoe, 1995).

2.2 Die Somatische Hypermutation

Der Prozess der SHM findet hauptsichlich im Keimzentrum statt. Durch die SHM werden in
der rekombinierten V-Region der Ig-Gene stromabwirts vom Vy-Promotor Mutationen

eingefiihrt (Lebecque and Gearhart, 1990) (Abb.1). Im 5’-Bereich beginnt die SHM-Doméne
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ungefahr 150bp unterhalb des Transkriptionsstarts und erstreckt sich iiber einen Bereich von
1,5-2 kb (Lebecque and Gearhart, 1990). Die genaue Mutationsrate in vivo ist auf Grund von
starken Selektionseffekten nicht bekannt. Sie wird auf ungefihr 1x107 bis 1x10™* Mutationen
pro Basenpaar pro Generation geschitzt, was 10° mal héher ist als die durchschnittliche
spontane Mutationsrate im menschlichen Genom (McKean et al., 1984; Rajewsky et al.,
1987). Meist handelt es sich um Punktmutationen, es wurden aber auch Deletionen und
Duplikationen gefunden (Goossens et al., 1998). Transitionsmutationen (z.B. Basenaustausch
von C nach T, oder G nach A) kommen héufiger vor als Transversionen (Golding et al.,
1987). AuBerdem wurden Mutationen an GC-Basen vermehrt im DGYW-Motiv und der
komplementidren Sequenz WRCH gefunden und an AT-Basen vermehrt im WA/TW-Motiv
(Rogozin and Diaz, 2004). Diese Motive werden als Hotspots bezeichnet (Betz et al., 1993;
Rogozin and Kolchanov, 1992), die nicht alle gleich stark mutiert werden, d.h. die
umgebenden Sequenzen und die Sekundérstruktur scheinen auch einen Einflu zu haben
(Bachl et al., 1997).

Wie die SHM-Aktivitit an den Ig-Locus geleitet wird, ist noch nicht vollstindig verstanden.
Die Sequenz des V-Gens ist nicht involviert in die Zielfiihrung (,,Targeting®), da auch andere
Gensequenzen mutiert werden, wenn das V-Gen durch sie ersetzt wurde (Yelamos et al.,
1995). Ebenso ist zu erwédhnen, dass die Ig-Gene nicht die einzigen Gene sind, die in
Keimzentrums-B-Zellen mutiert werden. Z.B. akkumulieren das bcl-6- oder das CD95-Gen
ebenfalls Mutationen, wenn auch mit deutlich geringerer Frequenz als das V-Gen (Muschen et
al., 2000; Shen et al., 1998).

Es konnte gezeigt werden, dass die Transkription der Zielgene fiir die SHM erforderlich ist,
denn nach Entfernen des Vy-Promotors war die Mutationsfrequenz drastisch reduziert (Fukita
et al., 1998). Die Sequenz des Vy-Promotors selbst scheint aber nicht wichtig zu sein, sondern
nur seine Position. Deletiert man den Vy-Promotor und ersetzt ihn durch einen heterologen
Promotor, kann im stromabwirts liegenden Bereich wieder SHM beobachtet werden (Betz et
al., 1994). Dennoch scheint Transkriptionsaktivitdt alleine nicht ausreichend zu sein, um SHM
zu induzieren, da bei weitem nicht alle stark transkribierten Gene in Zentroblasten mutiert
werden (Shen et al., 2000).

AufBlerdem konnten Ig-Enhancer als wichtige Elemente fiir die SHM identifiziert werden,
denn die Stirke der Transkription korreliert mit der Stirke der SHM (Bachl et al., 2001;
Peters and Storb, 1996). Fiir eine Beteiligung der Enhancer an der SHM iiber die
Transkriptionsaktivitit hinaus liegen kontrdre Ergebnisse vor. Auf Transgenen basierende

Studien sprechen meist fiir eine positive Rolle der Enhancer bei der SHM, wohingegen die
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Studien an den endogenen Ig-Loci keine eindeutige Evidenz fiir die Beteiligung der Enhancer
an der SHM zeigen (Odegard and Schatz, 2006). Erfolgt die Deletion der Enhancer auf dem
endogenen Locus in der Keimbahn, konnten epigenetische Verdnderungen oder
Selektionsereignisse stattfinden, die fiir das Fehlen der Enhancer in frithen Phasen der B-
Zellentwicklung kompensieren (Yang et al., 2006). Auch konnten die cis-Elemente
redundante Funktion haben und so das Fehlen eines Elements kompensieren (Yang et al.,
2006).

Auch wenn die Studien zur Rolle der Ig-Enhancer kontrdr sind und die Enhancer
untereinander nur geringe Sequenzhomologien aufweisen, sind sie ,,heile Kandidaten®, die
den Hypermutationsbereich durch gezielte Rekrutierung der SHM-Maschinerie an den Ig-
Locus eingrenzen konnten. Es gibt weitere Hinweise, dass diese cis-Elemente nicht nur den
Zielort der Hypermutation festlegen, sondern auch durch spezifisches Rekrutieren von
Reparaturfaktoren das Muster der SHM bestimmen. Komori et al. konnten zeigen, dass sich
auf einem Transgen mit Ep-Enhancer und einem Teil des 3’u-Enhancers das
Mutationsspektrum verschiebt (Komori et al., 2006). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Anwesenheit von E-Box-Motiven (DNA-Bindungsmotive fiir Helix-Loop-Helix-
Proteine) auf einem Reporterkonstrukt die Hypermutationsfrequenz um ein vielfaches erhoht,
ohne die mRNA-Level zu beeinflussen (Michael et al., 2003). Bisher ist nur ein konkreter
Kandidat bekannt, der an E-Box-Motive bindet und eine Rolle bei der SHM spielt: E2A
(Schoetz et al., 2006).

In Anlehnung an ein klassisches Konzept (Brenner and Milstein, 1966) wurde angenommen,
dass DNA-Schidden und anschlieBende fehlerhafte Reparatur eine Rolle in der SHM spielen.
Es gibt sowohl Hinweise, dass DNA-Doppelstrangbriiche (DSB), als auch Einzelstrangbriiche
(SSB) mit dem SHM-Prozess assoziiert sind (Bross et al., 2000; Kong and Maizels, 2001;
Papavasiliou and Schatz, 2000; Sale and Neuberger, 1998). Bislang ist jedoch nicht geklart,
ob die SSB oder DSB den Mutationsvorgang einleiten, oder ob sie sekundir bei der Reparatur
entstehen. Die Einfiihrung von fehlgepaarten Basen findet wahrscheinlich wihrend der DNA-
Synthese statt, und die anschlieBende Fixierung der Mutationen héngt von den jeweiligen
DNA-Reparatursystemen ab.

Es wird angenommen, dass bei der Reparatur fehlerhaft replizierende DNA-Polymerasen
rekrutiert werden, die Bestandteile des Reparaturmechanismus der Transldsionssynthese
(TLS) sind, und dass diese Polymerasen die SHM-Reaktion zu Ende fiihren. Diese Annahme
wird dadurch gestiitzt, dass die TLS-Polymerasen 1 und ¢ eine Rolle bei der

Mutationseinfiihrung in den Ig-Locus spielen (Diaz et al., 2003; Faili et al., 2002). Auch fiir
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die Beteiligung der TLS-Polymerase n bei der Einflihrung von Mutationen an Adeninen und
Thyminen wurden unter anderem in XPV-Patienten (Xeroderma pigmentosum Variante)
Hinweise gefunden (Zeng et al., 2001). Fiir die Generierung von Mutationen an Cytosinen
und Guaninen konnte ein Mitwirken der TLS-Polymerase O gezeigt werden (Masuda et al.,

2005).

2.3 Mechanismen der B-Zell Lymphomentstehung

Die Mutationen in der V-Region sind ein Merkmal von Keimzentrums-B-Zellen und ihren
Nachkommen. Deshalb kdnnen Sequenzanalysen der V-Gene von B-Zell Lymphomen
Aufschlufl iiber den Ursprung eines Tumors geben (Kuppers et al., 1999). Umfangreiche
Analysen zeigten, dass die meisten V-Gene von B-Zell Lymphomen mutiert sind. Bei den
Non-Hodgkin Lymphomen wurden somatisch mutierte V-Gene zum Beispiel in Follikuldren
Lymphomen (Faili et al., 2002), in Burkitt Lymphomen (BL) und in diffusen groBzelligen
Lymphomen (DLCL) gefunden (Cleary et al., 1986; Klein et al., 1995; Kuppers et al., 1997).
Auch bei den klassischen Hodgkin Lymphomen (cHL) haben V-Gen-Sequenzierungen
gezeigt, dass die Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS) Zellen eine klonale Population von B-
Zellen reprisentieren, die von Keimzentrums-B-Zellen abstammen und keine fortlaufende
SHM durchfiihren (Kanzler et al., 1996). Bei eciner HL-Subentitit, dem noduldren
Lymphozyten-prddominanten HL (nlpHL), konnte gezeigt werden, dass die lymphozytischen
und histiozytischen (L und H) Zellen transformierte Keimzentrums-B-Zellen darstellen, die
fortlaufende SHM zeigen (Kuppers et al., 2002).

Da sehr viele B-Zell-Neoplasien von Keimzentrums- oder post-Keimzentrums-
entwicklungsstadien abstammen, liegt es nahe zu vermuten, dass die malignen
Transformationen im Keimzentrum stattfinden oder dort beginnen. In diesem Milieu finden
genetische Modifikationen wie die SHM und die CSR statt. Die Fehlregulation der Kontrolle
dieser Prozesse konnte durch Entstehung von Translokationen oder Mutationen bei der
Tumorgenese eine Rolle spielen (Kuppers und Dalla-Favera, 2001).

Reziproke Translokationen von Onkogenen in die S-Region der Immunglobulingene, wie bei
sporadischen BL das c-myc-Gen oder bei DLCL das bcl-6-Gen, konnen durch inkorrekten
Klassenwechsel zustande kommen (Kuppers, 2005). Die Deregulation der SHM scheint auch
an der Generierung von Translokationen beteiligt zu sein, da bei einigen BL und DLCL die
Translokationsbruchstellen oft in den Regionen liegen, die von der SHM-Maschinerie

angesteuert werden (Cario et al., 2000; Goossens et al., 1998). Der c-myc-Genlocus auf
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Chromosom 8 kann in einen der drei Ig-Loci, IgH auf Chromosom 14 (bei 80 % der BL),
Iglx auf Chromosom 2 oder IgLA auf Chromosom 22 transloziert vorliegen. Durch die
Translokation gelangt das c-myc-Gen unter die Kontrolle der Ig-Regulatorsequenzen und es
kommt zu einer deregulierten c-myc-Expression (Boxer und Dang, 2001).

Auflerdem wurden im translozierten c-myc-Allel Mutationen gefunden, die auf SHM-
Aktivitit zuriickzufithren sind (Albert et al., 1994; Bemark und Neuberger, 2000). Die SHM
kann aber auch fiir die Einfilhrung von Punktmutationen in nicht translozierten Genen
verantwortlich sein. In dem Onkogen bcl-6 und dem Tumorsuppressorgen CD95 wurden in
normalen Keimzentrums-B-Zellen somatische Mutationen nachgewiesen, welche auch zur
Lymphomentstehung beitragen kénnen (Muschen et al., 2000; Shen et al., 1998). In Féllen
des DLCL, des cHL und des nlpHL wurden noch weitere Gene identifiziert, die durch
aberrante SHM verandert werden. Diese Mutationen in den Onkogenen PIM1, RhoH/TTF und
PAXS lassen eine Fehlregulation der SHM in diesen Entitdten vermuten (Liso et al., 2006;
Pasqualucci et al., 2001).

Die hidufigste Neoplasie des hidmatopoetischen Systems sind B-Zell Leukdmien oder
Lymphome, die meist von B-Zellen abstammen, deren Ig-Gene sekundir diversifiziert
wurden (Kuppers et al., 1999). Nicht nur die Fehlsteuerung der Keimzentrumsreaktionen,
sondern auch Viren stehen im Verdacht an der Transformation von B-Zellen beteiligt zu sein.

Ein sehr bekanntes Beispiel ist das Epstein-Barr Virus (EBV) (Kuppers, 2005).

2.4 Das Epstein-Barr Virus

Das Epstein-Barr Virus ist ein doppelstringiges DNA-Virus, das zur Familie der y-
Herpesviren gehort. EBV infiziert tiberwiegend humane B-Zellen und sehr selten andere
Zelltypen, wie z.B. T-Zellen oder Epithelzellen. Findet eine EBV-Infektion in der frithen
Kindheit statt, so verlduft diese meist asymptomatisch. Bei einer Erstinfektion im
Erwachsenenalter kann es in der Hélfte der Félle zu einer Lymphoproliferativen Erkrankung
kommen, die als Infektiose Mononukleose (IM) oder Pfeiffersches Driisenfieber bekannt ist.
Hierbei kommt es zu einer massiven Vermehrung der EBV-infizierten B-Zellen und der
zytotoxischen T-Zellen. Nach ein paar Wochen kommt die Infektion zum Abklingen, da
durch die massive T-Zell-Antwort fast alle EBV-infizierten B-Zellen eliminiert werden
(Rickinson und Moss, 1997). Dennoch persistiert das Virus bei iliber 90 % der

Weltbevolkerung ein Leben lang latent in B-Gedéchtniszellen. Bei gesunden EBV-Trigern
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findet man im peripheren Blut nur 1-50 latent EBV-infizierte B-Zellen pro 10° B-Zellen
(Khan et al., 1996).

Das EBV-Genom enthélt mehr als 85 Gene, von denen einige transformierendes Potential
besitzen. In vitro konnen B-Lymphozyten durch EBV transformiert werden (Chan et al.,
1986) und es entstehen Lymphoblastoide Zelllinien (LCL, ,lymphoblastoid cell line*), in
denen neun EBV-Gene exprimiert werden. Diese Gene kodieren fiir virale Proteine, wie das
Protein EBNA1 (,,EBV nuclear antigen 1%), das fiir den Erhalt des Virus-Episoms wihrend
der Zellteilung sorgt. Der Transkriptionsfaktor EBNA2 ist der wichtigste
Transkriptionsregulator des Virus. Er ist essentiell fiir die Transformation von B-Zellen in
vitro und wirkt tiber einen Mechanismus, der dem zelluldren Notch-Signalweg &hnelt. Ein
wichtiges zelluldres Zielgen von EBNA?2 ist das c-myc-Gen. Virale Zielgene von EBNA2 sind
die Gene, die fiir die Proteine LMP (,,latent membrane protein®) 1 und 2A kodieren (Bishop
und Busch, 2002; Rickinson, 2002). LMP1 und 2A agieren als konstitutiv aktive Liganden-
unabhingige Rezeptoren. LMP1 ist ein funktionales Homologes von CD40, einem Mitglied
der TNF-R (,,tumor necrosis factor-receptor”) Superfamilie. LMP2A kann das Signal
ersetzen, das normalerweise von einem intakten BCR bereitgestellt wird (Thorley-Lawson,
2001).

Ein gingiges Modell von Thorley-Lawson fiir die latente EBV-Infektion besagt, dass
verschiedene  virale  Expressionsmuster latenter Gene  mit  unterschiedlichen
Differenzierungsstadien von B-Zellen korreliert werden konnen (Tab.l1) (Babcock et al.,
2000). Die Arbeitsgruppe nimmt an, dass die EBV-Proteine hierbei physiologische Signale
der normalen B-Zelldifferenzierung nachahmen. Das Modell geht davon aus, dass
ausschlieBlich naive B-Zellen mit EBV infiziert werden. Diese Aussage beruht auf der
Beobachtung, dass nur in naiven B-Zellen die Expression der EBV-Gene nachgewiesen
werden kann, die im so genannten Latenzprogramm III (Tab.1), auch Wachstumsprogramm
genannt, exprimiert werden und charakteristisch fiir B-Zellen sind, die in vitro mit EBV
transduziert wurden (LCL). Die EBV-infizierten Zellen proliferieren und einige von ihnen
sollen die Keimzentrumsreaktion durchlaufen, um in das Zellstadium zu gelangen, in dem das
Virus latent persistieren kann, das Geddchtnis-B-Zell-Kompartiment. In den Keimzentrums-
B-Zellen kann ein eingeschrianktes EBV-Expressionsmuster beobachtet werden und in diesen
Zellen kann nur noch EBNA1, LMP1 und LMP2A mRNA nachgewiesen werden (Latenz II,
Tab.1). In den lang lebenden, ruhenden Gedichtnis-B-Zellen kann das Virus, ohne ein virales
Gen zu exprimieren, fir lange Zeit liberdauern (Latenz 0, Tab.l). Durch die fehlende

Expression von EBV-Genen entgeht das Virus der Detektion durch zytotoxische T-Zellen.
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Tabelle 1: EBV-Genexpressionsmuster in verschiedenen B-Zelldifferenzierungsstadien und B-Zell
Lymphomen (nach Babcock et al., 2000; Kuppers, 2003)

Naive B-Zellen | Keimzentrums-B-Zellen | Gedachtnis-B-

Zellen
Latenz Il Latenz Il Latenz | Latenz O

EBER EBER EBER EBER
EBNA1 EBNA1 EBNA1
EBNA2
LMP1 LMP1
LMP2A LMP2A
PTLD HL BL

BL: Burkitt Lymphom, EBER: ,,EBV-encoded RNAs“, EBNA: ,EBV-encoded nuclear antigen®, HL: Hodgkin
Lymphom, LMP: , latente membrane protein“, PTLD: ,,post-transplant lymphoproliferative disease*

Meist bleibt die EBV-Infektion asymptomatisch, aber dennoch wird das Virus mit der B-Zell
Lymphomentstehung in Zusammenhang gebracht. In EBV-positiven Lymphomen wurden
unterschiedliche Expressionsmuster der EBV-Gene gefunden, was vermuten ldsst, dass das
Virus verschiedene Rollen im Transformationsprozess oder bei der Aufrechterhaltung des
malignen Wachstums spielt. Bei der endemischen Form des BL, das in Zentralafrika auftritt,
sind 95 — 100 % der Félle mit EBV assoziiert. Bei der sporadischen Form des BL in der
westlichen Welt sind bis zu 30 % der Fille EBV positiv. In diesen beiden Tumorentititen
wurde die Expression des EBV-Gens EBNA1 nachgewiesen (Latenz I, Tab.1). Beim cHL
sind rund 40 % der in der westlichen Welt auftretenden Fille EBV positiv und weisen eine
EBV-Genexpression des Latenzprogramms II auf (Tab.1) (Kuppers, 2003).

Bei Transplantationspatienten kann es durch die immunsuppressive Therapie zu
Lymphoproliferativen Erkrankungen kommen. Im Rahmen dieser Post-Transplantations-
Lymphoproliferativen Erkrankungen (PTLD, ,,post-transplant lymphoproliferative disease*)
kommt es meist zur Vermehrung von EBV positiven B-Zellen. Dieses Phdnomen ist
wahrscheinlich auf deren unkontrollierte Proliferation durch die fehlende T-Zell-Kontrolle
zuriickzufiihren. Meist handelt es sich um polyklonale Expansion, es konnen aber auch Fille
mit Oligo- oder Monoklonalitidt beobachtet werden. Diese Zellen haben vermutlich weitere
transformierende Ereignisse durchlaufen und sind als maligner Klon zu einem Post-
Transplantations-Lymphom ausgewachsen. In diesen Tumorentititen wurden EBV-Gene des

Latenzprogramms III detektiert (Tab.1) (Kuppers, 2003).
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Inwieweit EBV und die Keimzentrumsreaktion zusammenwirken und durch die
Fehlsteuerung von physiologischen Signalwegen zur Lymphomentstehung beitragen oder ob
sie liber Schliisselmolekiile kooperieren, die die genetische Instabilitdt beeinflussen, ist
Bestandteil heutiger Forschung. Ein Hauptkandidat fiir die Beeinflussung genetischer

Integritit ist das Enzym Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase (AID) (Jungnickel, 2006).

2.5 Die Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase

Tatsuku Honjo und Kollegen identifizierten das Gen der Aktivierungsinduzierten
Cytidindeaminase in einer B-Lymphom-Zelllinie, die zur Klassenwechselrekombination
stimuliert wurde (Muramatsu et al., 1999). Das AID-Gen' kodiert fiir ein kleines Protein von
198 Aminosduren Lange mit einer molekularen Masse von ca. 24kDa. Es gehort zur Familie
der Apobec Cytidindeaminasen, deren Mitglieder Cytosin zu Uracil in DNA oder RNA
konvertieren konnen (Pham et al., 2005). Das AID-Protein zeigt eine signifikante Homologie
(34 % Aminosdure-Identitit) mit der Cytidindeaminase APOBECI, der katalytischen
Untereinheit des Apolipoprotein B (apoB) mRNA-editierenden Komplexes. Das
Cytidindeaminase-Motiv ist in AID konserviert, und in vitro zeigt AID eine
Cytidindeaminase-Aktivitdt, die durch den Cytidindeaminase-Inhibitor Tetrahydrouridin
gehemmt werden kann (Muramatsu et al., 1999).

AID ist das erste Protein, fiir das eine essentielle Funktion in der CSR und auch in der SHM
gezeigt werden konnte. In Mdusen fiihrt eine AlD-Defizienz zum Verlust der CSR und der
SHM (Muramatsu et al., 2000). Durch genetische Studien von Patienten, die an der autosomal
rezessiven Form des Hyper-IgM-Syndrom-2 (HIGM2) leiden, konnten Mutationen in der
kodierenden Sequenz des AID-Gens als Ursache fiir dieses Syndrom identifiziert werden
(Revy et al.,, 2000). Sowohl in den Patienten als auch in AID”-Miusen wurden auBer
maternalem IgG1 nur IgM Antikdrperisotypen im Serum nachgewiesen und die V-Regionen
der Immunglobulinloci wiesen keine Mutationen auf. Auflerdem wurden in beiden Fillen
Keimzentrumshyperplasien mit stark proliferierenden B-Zellen festgestellt (Muramatsu et al.,
2000; Revy et al., 2000).

Versuche mit Keimzentrums-B-Zellen-dhnlichen BL-Zelllinien, die als in vitro
Hypermutationsmodelle dienen, haben ebenfalls gezeigt, dass AID ein Schliisselenzym in
diesem Prozess ist. In der BL-Zelllinie Ramos korrelieren die AID-mRNA-Level mit der

Mutationsrate verschiedener Subklone. Ferner stellt die AID-Uberexpression die SHM-

' Der Name des Gens der Aktivierungsinduzierten Cytidindeaminase ist aicda, in dieser Arbeit und in den
meisten Veroffentlichungen werden das Gen mit AID und das Protein mit AID bezeichnet.
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Aktivitit in den Klonen wieder her, die geringe endogene AlD-Level haben und nicht mehr
mutieren (Zhang et al., 2001). AID scheint das einzige Keimzentrums-spezifische Protein zu
sein, das essentiell fiir die Induktion der SHM ist, da die AID-Uberexpression in nicht-
Keimzentrums-Zellen, wie z.B. in Plasmazell-dhnlichen Hybridomen, die SHM in der V-
Region induzieren kann (Martin et al., 2002). Selbst in nicht-B-Zellen (Fibroblasten) fiihrt die
Expression von AID zu SHM und zu CSR von artifiziellen DNA-Substraten (Okazaki et al.,
2002; Yoshikawa et al., 2002). Folglich scheint AID der einzige B-Zell-spezifische Faktor zu
sein, der fiir beide Prozesse bendtigt wird, zumindest wenn diese von B-Zell-spezifischer
Transkriptionsregulation entkoppelt sind.

Aufgrund der Homologie zu dem RNA-editierenden Enzym APOBECI1 wurde urspriinglich
angenommen, dass AID ebenfalls eine unbekannte Vorldufer-mRNA editiert und dadurch
eine aktive Endonuklease entsteht (Honjo, 2002). Experimentell spricht fiir diese Hypothese,
dass nach der AID-Expression de novo Proteinsynthese fiir die CSR benétigt wird (Doi et al.,
2003). Eine zweite weit gingigere Hypothese postuliert jedoch, dass das Substrat von AID die
DNA selbst ist (Rada et al., 2004). In vitro deaminiert AID einzelstringige DNA, aber keine
RNA und keine doppelstriangige DNA (Bransteitter et al., 2003; Chaudhuri et al., 2003;
Dickerson et al., 2003; Pham et al., 2003; Ramiro et al., 2003).

Die zweite Hypothese wurde von mehreren Arbeitsgruppen in verschiedenen Systemen
getestet. In E. coli (Petersen-Mahrt et al., 2002), in der Hiihner-B-Zelllinie DT40 (Di Noia
und Neuberger, 2002), in Méusen (Rada et al., 2002a) und in Menschen (Imai et al., 2003)
konnte gezeigt werden, dass durch das Fehlen der Uracil-N-Glykosylase (UNG) die CSR-
Reaktion substantiell gestort wurde und das Hypermutationsmuster sich verdnderte. UNG ist
ein Enzym der Basenexzisionsreparatur (BER), das Uracil aus der DNA entfernt. Die
Anderung des SHM-Musters an dC/dG-Basenpaaren ist wohl das stirkste Argument fiir die
direkte Prozessierung von DNA durch AID, denn der beobachtete Anstieg von C nach T
Transitionen kann sehr gut durch das fehlende Entfernen des Uracils und die anschlieende
Replikation iiber diese Base erklart werden (Abb.2). Die Entstehung von Apyrimidin-Stellen
(AP-Stellen), welche bei der Replikation auch zur Einfilhrung von Transversionen fiihren
konnen, wird durch das Fehlen des Enzyms UNG inhibiert. Ebenso stiitzt ein Chromatin
Immunprézipitations (CHIP)-Experiment diese These, mit dem die physische Interaktion von
AID mit der S-Region in Zellen, die zur CSR stimuliert wurden, gezeigt werden konnte

(Nambu et al., 2003).
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Abbildung 2: Modell der Reparatur AID-induzierter Léisionen bei SHM und CSR (nach Rada et al., 2004)
AID fiihrt die initialen Lasionen in die DNA durch Deaminierung von Cytosin zu Uracil ein. Ausgehend von
diesen Lésionen erfolgen parallel und/oder unabhéngig voneinander verschiedene, fehleranfillige bzw.
fehlerfreie Reparaturprozesse, die zu unterschiedlichen Endprodukten fiihren.

Die DNA-Deaminierungs-Hypothese geht davon aus, dass die initiale Lésion, die durch AID
eingefiihrt wird, durch parallel und/oder unabhéngig ablaufende Prozesse weiter modifiziert
werden kann (Abb.2). Insgesamt werden zwei Phasen unterschieden, die sich auf die
Einfiihrung von Mutationen an dC:dG- bzw. an dA:dT-Basenpaaren beziehen. Wenn die
Uracil-Base nicht entfernt wird und von DNA-Polymerasen wihrend der Replikation als
Thymin erkannt und mit Adenin gepaart wird, sind ausschlieBlich Transitionsmutationen
nachzuweisen (Phase 1A; Abb.2). Phase 1B setzt das Entfernen der Uracil-Base durch die
UNG voraus und die resultierende Liicke wird von TLS-DNA-Polymerasen in der darauf
folgenden DNA-Synthese aufgefiillt, so dass es zu Transitionen oder Transversionen kommen
kann (Abb.2). Da die Mutationen an dA/dT-Basenpaaren durch die ung-Defizienz nicht
beeintriachtigt werden, nimmt man an, dass wéhrend der Phase 2 die Fehlpaarungen direkt
durch Mismatchreparatur (MMR)-Enzyme (MSH2/MSH6) erkannt und durch Rekrutierung
der TLS-DNA-Polymerasen repariert werden (Abb.2). Die DNA-Lasion konnte allerdings
auch durch die BER (UNG, AP-Endonuklease, etc.) effizient repariert werden (Abb.2).
Warum die Reparatur wihrend der SHM fehlerhaft verlduft und in anderem Kontext meist

fehlerfrei, ist noch nicht verstanden.



Einleitung 14

2.5.1 AlID-Regulation

Eine hohe AID-Expression ist in vivo beschrankt auf reife B-Zellen, die bereits
Antigenkontakt hatten (Muramatsu et al., 1999). Diese gezielte Expression wird durch
transkriptionsregulatorische Elemente ermoglicht, die Bindungsstellen fiir B-Zell-spezifische
Transkriptionsfaktoren enthalten. Sowohl das E2A-Genprodukt, E47 (Sayegh et al., 2003), als
auch der Transkriptionsfaktor Pax5 (Gonda et al., 2003) induzieren die AlD-Expression.
Ebenso sind bestimmte Stimuli, die zur Aktivierung von B-Zellen fiihren, bei der Induktion
der AID-Expression beteiligt, wie z.B. das polyklonale Mitogen Lipopolysaccharid (LPS)
(Muramatsu et al., 1999) oder Interleukin-4 (IL-4) und CD40-Ligation, die durch den STAT6-
bzw. NFxB-Signalweg bei der AID-Expression zusammenwirken (Dedeoglu et al., 2004;
Zhou et al., 2003). Eine Hemmung der AID-Transkription erfolgt durch den
Transkriptionsrepressor Blimp-1. Dieser unterstiitzt die Differenzierung von B-Zellen zu
Plasmazellen, indem er die Transkription vieler Gene hemmt, die wichtig fiir das
Keimzentrumsstadium sind (Shaffer et al., 2002).

Beziiglich der Lokalisation des AID-Proteins wurden Studien mit chimdren AID-
Fluoreszenzfusionsproteinen durchgefiihrt (Brar et al., 2004; Ito et al., 2004; McBride et al.,
2004; Rada et al.,, 2002a) (F. Riickerl, Doktorarbeit). Diese iiberexprimierten, chimédren
Proteine sind liberwiegend im Zytoplasma zu finden, ebenso wie endogenes AID, das in
aktivierten B-Zellen nur zu einem geringen Anteil im Zellkern nachzuweisen ist (Cattoretti et
al., 2006). Mehrere Gruppen konnten unabhéngig voneinander zeigen, dass AID C-terminal
ein funktionelles nukledres Exportsignal (NES) besitzt, das fiir einen aktiven Transport des
Enzyms aus dem Zellkern hinaus sorgt (Brar et al., 2004; McBride et al., 2004; Rada et al.,
2002b). Der Mechanismus wie der AID-Transport in den Zellkern erfolgt, oder ob es aktiv im
Zytoplasma zurilickgehalten wird, ist noch nicht geklért.

Bisher ist eine posttranslationale Modifikation fiir AID beschrieben worden. Basu und
Kollegen konnten zeigen, dass AID in aktivierten B-Zellen phosphoryliert vorliegt (Basu et
al., 2005). Die Phosphorylierung am S38 hat eine wichtige Rolle bei der effizienten SHM und
CSR, da eine S38A-AID-Mutante in aktivierten AID""-B-Zellen weder SHM noch CSR
wieder herstellen konnte (Basu et al., 2005; McBride et al., 2006; Pasqualucci et al., 2006).
Da die regulatorische und katalytische Untereinheit der Protein Kinase A (PKA) mit AID im
Zytoplasma interagieren und die Phosphorylierung von AID mit einem PKA-spezifischen
Inhibitor gehemmt werden kann, geht man davon aus, dass die Modifikation durch die
katalytische Untereinheit der PKA auf AID tiibertragen wird (Basu et al., 2005; Pasqualucci et
al., 20006).
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2.5.2 AID-Interaktionen

Bei den komplexen Prozessen der SHM und der CSR sind eine Vielzahl an Proteinen beteiligt
(de Yebenes und Ramiro, 2006). Es ist anzunehmen, dass die AID-Funktion durch die
Interaktion mit anderen Proteinen reguliert wird. Beispielsweise konnte AID durch einen
Retentionsfaktor im Zytoplasma zuriickgehalten werden oder der AID-Import in den Zellkern
durch Importfaktoren geregelt werden. Auch ist es mdglich, dass AID durch einen oder
mehrere  Faktor/en an den Ig-Locus geleitet wird und mit Faktoren der
Transkriptionsmaschinerie oder der DNA-Reparatur interagiert. Dennoch konnten bis jetzt
nur wenige AID-Interaktionspartner nachgewiesen werden.

Ein bekannter Interaktionspartner ist die RNA-Polymerase II, deren physische Interaktion mit
AID mit Koimmunprézipitation nachgewiesen werden konnte (Nambu et al., 2003).
Chaudhuri et al. konnten zeigen, dass das Replikationsprotein A (RPA), ein Protein, das
einzelstrdngige DNA bindet und bei der DNA-Replikation, -Rekombination und -Reparatur
beteiligt ist, mit AID interagiert (Chaudhuri et al., 2004). RPA komplementiert die AID-
Deaminaseaktivitdt auf einem in vitro-transkribierten Substrat. Da RPA die einzelstrangige
DNA wiéhrend der Transkription stabilisiert, kann angenommen werden, dass es so die AID-
Funktion unterstiitzt. Auch ist bekannt, dass RPA mit UNG und eventuell mit MMR-
Komponenten interagiert. So kdnnte AID {iiber die Interaktion mit RPA die nachfolgenden
Reparaturproteine an den Ig-Locus rekrutieren (Guo et al., 2006; Krokan et al., 2001). Als
weiterer Interaktionspartner von AID ist die oben schon erwdhnte PKA zu nennen, die das
AID-Protein phosphoryliert. Diese Modifikation ist fiir die Interaktion von AID und RPA
essentiell (Chaudhuri et al., 2004). Ein weiterer AID-interagierender Faktor ist das Enzym
DNA-abhingige Protein Kinase (DNA-PK). Die Interaktion der katalytischen Untereinheit
dieses Proteins mit AID konnte mittels Koimmunprazipitation nachgewiesen werden (Wu et
al., 2005). DNA-PK wird benétigt, um DNA-DSB, wie sie z.B. bei der CSR entstehen, im
Rahmen der nichthomologen Endverkniipfung effizient zu reparieren (Manis et al., 2002).
Ebenso wurde die physische Interaktion von AID mit B-Tubulin mit Koimmunprézipitation
gezeigt und mit konfokaler Mikroskopie war teilweise eine Kolokalisation mit AID zu
beobachten (Wu et al., 2005). Die Autoren nehmen an, dass AID mit Hilfe dieser
Zytoskelettstrukturen im Zytoplasma zuriickgehalten wird (Wu et al., 2005).

Studien mit einer C-terminal-deletierten AID-Mutante zeigen, dass der C-Terminus essentiell
fiir die CSR ist, aber nicht fiir die SHM (Barreto et al., 2003; Ta et al., 2003). Andererseits
scheint der N-Terminus fiir die SHM unerldsslich, denn N-terminale AID-Mutanten

induzieren CSR, aber keine SHM (Shinkura et al., 2004). Diese differentiellen Effekte bei den
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AID-Mutanten sind Hinweise darauf, dass die zwei AID-Regionen mit bestimmten Faktoren

interagieren, die die AID-Funktion bei SHM bzw. CSR regulieren.

2.6 Tandem Affinitatsreinigung (TAP-Reinigung)

Zur lIdentifikation von AlID-Interaktionspartnern wurde in dieser Arbeit die Tandem
Affinitdtsreinigung nach B. Seraphin (Rigaut et al., 1999), die urspriinglich fiir die
Aufreinigung von nativen Proteinkomplexen aus Hefezellen konzipiert wurde, fiir die
Verwendung in humanen B-Zellen etabliert. Hierbei werden native Proteinkomplexe aus
Proteingemischen, z.B. aus Zellextrakten mit Hilfe zweier spezifischer Affinitédtsreinigungen
aufgereinigt.

Die TAP-Struktur besteht aus zwei konsekutiven Epitopen: den zwei IgG-Bindungsdoméinen
des Protein A aus Staphylococcus aureus und dem Calmodulinbindungspeptid, das in
Anwesenheit von Kalzium-Ionen an Calmodulin bindet (Abb.3A). Diese beiden Epitope sind
durch eine Tobacco Etch Virus (TEV)- Proteasespaltungssequenz getrennt (Abb.3A). Die
TAP-Struktur wird N- oder C-terminal an das zu untersuchende Protein fusioniert. Dabei ist
zu beachten, dass die N-terminale Version invertiert vorliegt, da sich das Protein A immer am
extremen Ende des markierten Proteins befindet (Abb.3A). Die Fusionsproteine werden in
Zellen exprimiert und die anschlieBende TAP-Reinigung erfolgt in zwei aufeinander

folgenden Reinigungsschritten und einer dazwischen geschalteten Proteasespaltung (Abb.3B).

2.7 Nano-LC und MALDI-Massenspektrometrie

Um die Komplexitdt des Probengemischs nach der Affinitdtsreinigung zu reduzieren, gibt es
die Moglichkeit der chromatographischen Trennung. Die mit der TAP-Reinigung erhaltenen
Proteine werden mit dem Enzym Trypsin gespalten und die entstandenen Peptide werden mit
einer Umkehrphase-Chromatographie separiert. Bei dieser Methodik konnen die
Auftrennungssdulen mit einer Flussrate im Nanoliter-Bereich betrieben werden, d.h. {iber
Nano-Fliissigchromatographie  (,,Nano-Liquid = Chromatography*, Nano-LC). Diese
Fliissigchromatographie eignet sich, um sehr kleine Probenvolumina und geringe
Probenkonzentrationen sehr genau aufzutrennen. Nach der Auftrennung werden die Peptide
zu einem Pipettier-Roboter (Probot, LC-Packings) geleitet, der die Peptidldsung mit einer
Matrixlosung mischt und diese als einzelne Fraktionen auf eine Stahlplatte auftrigt. Die so

vorbereiteten Proben sind fiir die Analyse im Massenspektrometer bereit.
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Abbildung 3: Schema der TAP-Struktur und Prinzip der Tandem Affinititsreinigung (nach Rigaut et al.,
1999)
A) Schema der TAP-Struktur: CBP: Calmodulinbindungspeptid, C-: C-Terminus des Fusionsproteins, N-: N-
Terminus des Fusionsproteins, Prot A: IgG-Bindungsdominen des Protein A aus S. aureus, Protein X: zu
untersuchendes Protein, TEV: Tobacco Etch Virus-Proteasespaltungssequenz.
B) Prinzip der TAP-Reinigung: 1. IgG-Bindung: Das Protein A der TAP-Struktur bindet an IgG, das an eine
Sepharose-Matrix gekoppelt wurde. AnschlieBende Waschschritte werden durchgefiihrt, um Kontaminationen zu
eliminieren. 2. TEV-Proteasespaltung: Da die IgG/Protein A Interaktion sehr stark ist und die Elution nur unter
denaturierenden Konditionen mit niedrigem pH mdoglich wére, wird bei diesem Schritt die native Elution der
spezifisch gebundenen Komplexe durch eine TEV-Proteasespaltung ermoglicht. 3. Calmodulin-Bindung: Das
Eluat nach der TEV-Spaltung wird nun fiir den zweiten Affinitétsschritt eingesetzt. Die Bindung an Calmodulin,
das auf einer Matrix immobilisiert wurde, erfolgt iiber das Calmodulinbindungspeptid in Anwesenheit von
Kalzium-Ionen. Auch hier werden in anschlieBenden Waschschritten unspezifisch an die Matrix gebundene
Proteine und die TEV-Protease entfernt. Die Elution erfolgt nativ mittels EGTA-Zugabe, welches priferentiell
Ca’" bindet. Die aufgereinigten Komplexe werden mit Gelelektrophorese aufgetrennt und der Erfolg der
Reinigung mit Western-Blot-Analyse kontrolliert. Die im Komplex enthaltenen Proteine werden mit
Massenspektrometrie identifiziert. SDS-PAGE: “Sodium dodecyl sulphate”-Polyacrylamid-Gelelektrophorese;
MALDI-TOF-TOF: ,,Matrix assisted laser desorption/ionisation-time of flight-time of flight” (siehe 2.7).
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Abbildung 4: Komponenten eines Massenspektrometers (aus Lottspeich und Zorbas, 1998)

Durch die Entwicklung sehr sanfter lonisierungstechniken wie der Elektrospray-lonisierung
(ESI) (Fenn et al., 1989) und der Matrix-unterstiitzten Laserdesorption/Ionisierung (,,Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionisation*; MALDI) (Hillenkamp et al., 1991) ist man in der
Lage, auch Biomolekiile massenspektrometrisch zu analysieren. Die Molekiilmasse freier
Ionen im Hochvakuum kann mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS) bestimmt werden. Ein
Massenspektrometer ~ besteht  grundsdtzlich aus 3  Komponenten: lonenquelle,
Massenanalysator und Detektor (Abb.4). Die Ionenquelle dient der Erzeugung von Ionen (z.B.
ESI, MALDI). Im Massenanalysator werden die Ionen beschleunigt und anschlieBend nach
ihrem Masse/Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt. In der Detektionseinheit werden die Ionen
detektiert. Die MALDI-MS hat sich aufgrund der hohen Empfindlichkeit und
Geschwindigkeit in den vergangenen Jahren zu einer der wichtigsten Techniken der
Molekiilmassenbestimmung von Biomolekiilen in der Proteomik entwickelt (Aebersold und
Mann, 2003). Das Prinzip von MALDI ist in Abbildung 5 dargestellt.

Fir eine MALDI-MS Messung wird zundchst die Probe mit einem geldsten
niedermolekularen Feststoff, der Matrix, vermischt. Bei den meisten verwendeten Matrices
handelt es sich um organische Sduren. Nach dem Verdunsten des Losungsmittels kommt es zu
einer Kokristallisation von Analyt und Matrix, wobei die Molekiile des Analyten in das
Kristallgitter der Matrix eingebaut werden. Bei der anschlieBenden MALDI-MS Messung
wird nun die Probe mehreren intensiven Impulsen kurzwelliger Laserstrahlung (je 3-4 ns)
ausgesetzt, worauthin die Probe aus der kristallinen Matrix sublimiert und ionisiert. Dabei ist
die Wellenldnge des Lasers so gewihlt, dass die Laserenergie von der Matrix absorbiert und
durch Relaxation in das Festkorpergitter {iibertragen wird. Durch die resultierende
explosionsartige Sublimation eines Teilbereichs der Festkorperoberfliche werden sowohl
Proben- als auch Matrixmolekiile in die Gasphase {iberfiihrt. Der Ionisationsvorgang ist dabei

sehr schonend, so dass auch groB3e und thermisch labile Biomolekiile, wie Proteine, intakt
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Abbildung 5: Prinzip des MALDI-
Prozesses (aus Lottspeich
und Zorbas, 1998)
Die Probe wird mit einem Uberschuss an
Matrix vermischt. Die Matrix-Molekiile
. sublimieren beim Beschuss mit einem
0) fokussierten Laserimpuls und beférdern so
g die Probe in die Gasphase. Die dabei
Hochspannung entstechenden einfach  geladenen  Ionen
werden in einer angelegten Hochspannung in
Richtung Massenanalysator beschleunigt.

Matrixkristall
+ Probe E

bleiben. SchlieBlich werden die gebildeten Ionen noch durch ein erzeugtes elektrostatisches
Feld Richtung Massenanalysator/Detektor beschleunigt.

Durch die Kombination von Affinitdtsreinigung und MALDI-MS ist es moglich z.B. zelluldre
Proteinkomplexe aus Proteingemischen aufzureinigen und die Komponenten dieser zu

identifizieren.

2.8 Zielsetzung

Die Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase (AID) ist das Schliisselenzym zweier Prozesse,
die in aktivierten Keimzentrums-B-Zellen stattfinden, die SHM und die CSR. Da davon
auszugehen ist, dass die Deregulation von AID eine Storung dieser Prozesse zur Folge hat und
das daraus resultierende transformierende Potential zur Lymphomentstehung beitragen kann,
sollten in dieser Arbeit Untersuchungen im Vordergrund stehen, die Hinweise zu
Regulationsmechanismen von AID geben.

Fiir die Untersuchung des AID-Proteins standen zu Beginn der Arbeit kommerziell keine
funktionellen Antikorper zur Verfiigung, so sollten monoklonale Antikorper gegen AID
generiert werden, die es ermdglichen, die Expression des AID-Proteins in vitro sowie auch in
vivo zu untersuchen. Diese Antikorper sollten moglichst vielfdltig einsetzbar sein z.B. fiir
Western-Blot-Analysen, immunhistochemische Farbungen und Immunprézipitationen.

Um Anhaltspunkte fiir den Einfluss von EBV auf die Keimzentrumsreaktion zu erhalten,
sollte in dieser Arbeit der Effekt von EBV auf das im Keimzentrum exprimierte Protein AID
untersucht werden. Da AID die SHM und die CSR reguliert kann durch die Modulation der

AID-Expression die Aktivitdt der Ig-diversifizierenden Prozesse beeinflusst werden. So sollte



Einleitung 20

die AID-Expression in humanen B-Zellen analysiert werden, in denen die EBV-Latenzgene
regulierbar exprimiert werden kdnnen.

Um weitere Hinweise fiir die Regulation und/oder Funktion von AID zu erhalten, sollte mit
der Etablierung der Tandem Affinitétsreinigung eine Methode erschlossen werden, die die
Aufreinigung von AID-Komplexen aus humanen B-Zelllinien ermdglicht. Durch die
anschlieBende  Identifikation  potentieller  Interaktionspartner =~ mit  Hilfe  von
massenspektrometrischen Analysen sollten Faktoren detektiert werden, die als Ausgangspunkt
fiir spétere funktionelle Analysen dienen kénnen und Aufschluss iiber die Rolle von AID in

der SHM und in der CSR geben kdnnen.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines Antikérpers gegen AID und Untersuchungen
zur AID-Expression in B-Zell Lymphomen

Das Enzym AID ist ein fiir die Zelle potentiell gefahrliches Protein, es deaminiert DNA und
ist mutagen (Petersen-Mahrt et al., 2002). So unterliegt es in B-Zellen sehr wahrscheinlich
einer strengen Regulation. Uber mogliche Regulationswege ist bisher noch wenig bekannt,
deshalb ist die Untersuchung des AID-Proteins mittels Western-Blot-Analysen,
Immunprézipitation, Immunhistochemie und Immunfluoreszenz wichtig, um einen Einblick in
diese Mechanismen zu bekommen. Fiir die genannten Untersuchungen wird ein Antikorper
gegen AID bendétigt. Ein kommerziell erhéltlicher, polyklonaler AID-Antikdrper (Santa Cruz)
zeigte in Western-Blot-Analysen keine spezifische Reaktivitit gegen endogen oder exogen
exprimiertes AID-Protein (S. Tobollik, Diplomarbeit). Da es zu dieser Zeit keine weiteren
Antikorper kommerziell zu erwerben gab, wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit
monoklonale AID-Antikorper in Ratten generiert. Hierfir waren mehrere AID-
Fusionsproteine in Ratten injiziert worden. Weder die AID-GST- noch die AID-His-
Fusionsprotein-Injektion  fiihrten zur  Generierung von  antikdrperproduzierenden
Hybridomzellen. Deshalb wurden synthetisch generierte AID-Peptide zur Herstellung der
Antikorper verwendet, wobei nur der Einsatz der C-terminalen Peptidsequenz zum Erfolg
fiihrte. Letzten Endes konnten drei Hybridomzellklone identifiziert werden, die monoklonale
AID-Antikorper in den Zellkulturiiberstand sezernieren (Tab.2) (Greiner et al., 2005).

Um die Uberstinde der Hybridomzellen zu identifizieren, die die AID-bindenden Antikdrper
enthalten, wurden sie mit Hilfe von Western-Blot-Analysen auf Gesamtproteinextrakten von
HEK 293 Zellen getestet, die mit einem Expressionsvektor fiir HA-AID transient transfiziert
wurden (Ergebnisse nicht gezeigt). Mit Extrakten der BL-Zelllinie Raji, bei der mittels
quantitativer RT-PCR AID-mRNA nachgewiesen wurde, und Extrakten von HEK 293 Zellen
mit bzw. ohne HA-AID-Expressionsplasmid, die als Positiv- bzw. Negativkontrolle eingesetzt
wurden, wurde die Spezifitit der im ersten Testschritt positiven Antikorperiiberstinde
verifiziert (Abb.6A). Bei Verwendung des Uberstandes von Klon EK2-5C7 wurden neben der
spezifischen AID-Bande noch zwei zusitzliche Banden sichtbar. Da diese Banden auch in der
Negativkontrolle erscheinen, handelt es sich hierbei um unspezifische Signale. Ebenso
ergaben sich beim Einsatz des Uberstandes von Klon EK2-2HS5 neben der spezifischen AID-

Bande noch ein bzw. zwei unspezifische Banden mit h6herem Molekulargewicht, abhédngig
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten AID-Fusionsproteine und —Peptide fiir die Herstellung
monoklonaler AID-Antikorper

AID-GST 2 3 0
AID-His 2 38 0
N-termige;{lelas Peptid ) 2 0
C-termi}réallgs Peptid 4 16 3
Zentrz%e;{s;eptid 4 15 0

von der eingesetzten Testzelllinie. Bei dem Uberstand des Zellklones EK2-5G9 war nur eine
wesentlich geringere Hintergrundbande mit niedrigerem Molekulargewicht zu beobachten.
Hierbei handelt es sich evtl. um ein AID-Degradationsprodukt, da diese Bande in der
Negativkontrolle nicht zu beobachten ist.

In BL-Zelllinien, die als Modell fiir AID-exprimierende Keimzentrums-B-Zellen dienen,
konnte die AID-Expression bisher nur auf mRNA-Ebene z. B. mit quantitativer RT-PCR
nachgewiesen werden (S.Tobollik, Diplomarbeit) (Greeve et al., 2003). Mit den jetzt zur
Verfiigung stehenden monoklonalen AID-Antikorpern ist es mdglich geworden, die
Expression des AID-Proteins in diesen Zelllinien nachzuweisen (Abb.6B). Ebenso wurde das
AID-Protein in lymphoblastoiden Zelllinien, d.h. in durch das Epstein-Barr-Virus
immortalisierten B-Zellen, detektiert (Abb.6B).

Die in dieser Arbeit generierten AID-Antikdrper wurden von F. Riickerl (GSF, Miinchen) im
Zuge seiner Doktorarbeit auf ihre Fahigkeit getestet das AID-Protein zu prézipitieren.
Prinzipiell funktionieren alle drei Antikorperiiberstinde, die in Western-Blot-Analysen
spezifisch AID erkennen, auch in der Immunprézipitation. Ebenso konnte F. Riickerl zeigen,
dass diese monoklonalen Antikoérper fiir Immunfluoreszenzfarbungen von exogen
exprimiertem AID-Protein verwendet werden konnen.

Des Weiteren wurden die monoklonalen AID-Antikdrper im Labor von G. Niedobitek
(Friedrich-Alexander-Universitdt, Erlangen) in immunhistochemischen Firbungen auf
Formalin-fixierten in Paraffinwachs eingebetteten bzw. Aceton-fixierten

Frischgewebeschnitten getestet. Der Antikdrperiiberstand des Klones EK2-5G9 ist fiir diese
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Abbildung 6: Western-Blot-Analysen mit drei monoklonalen AID-Antikérpern

A) Die Spezifitit der drei AID-Antikorper wurde mit Western-Blot-Analysen getestet. Alle drei Antikorper
detektieren endogenes AID in Raji-Zellen und rekombinantes HA-AID in HEK 293+ Zellen. In der
Negativkontrolle HEK 293- ist wie zu erwarten kein Signal sichtbar. Bei den Antikérpern 5C7 und 2HS sind
noch zusétzliche unspezifische Banden unterschiedlichen Molekulargewichts auch in der Negativkontrolle zu
sehen. Bei der niedermolekularen zusdtzlichen Bande mit dem 5G9 Antikorper handelt es sich wahrscheinlich
um ein AID-Degradationsprodukt, da diese Bande in der Negativkontrolle nicht zu sehen ist. Es wurde je 60pg
Gesamtproteinextrakt pro Bahn geladen. B) Die Expression des AID-Proteins konnte in BL-Zelllinien und LCLs
mit Western-Blot-Analyse mit dem 5G9 Antikdrper nachgewiesen werden. GAPDH wurde als Ladekontrolle
verwendet.

BL: Burkitt Lymphom-Zelllinien; degr.: Degradationsprodukt von AID; HA-AID: rekombinantes, mit einem
Hamagglutinin-Epitop markiertes AID-Protein; ns: nicht spezifisch; LCL: lymphoblastoide Zelllinien; 293+ HA-
AID: HEK 293-Zelllinie, transfiziert mit einem HA-AID kodierenden Expressionsplasmid; 293- HA-AID:
parentale HEK 293-Zelllinie.
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Anwendung besonders geeignet und somit der erste Antikorper, mit dessen Hilfe das AID-
Protein in vivo nachzuweisen ist (Greiner et al., 2005). Fiir die Pathologie ist dieser
Antikorper von grofler Bedeutung, weil es moglich ist, die Expression des AID-Proteins in
Tumorgeweben zu untersuchen und AID als diagnostischen Marker zu verwenden (siche
unten).

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Labor von G. Niedobitek konnte durch Farbungen
von Gewebeschnitten von hyperplastischen Tonsillen mit dem Antikorper EK2-5G9 gezeigt
werden, dass Keimzentrums-B-Zellen das AID-Protein exprimieren (Abb.7A). Dieses
Ergebnis bestétigt vorherige Arbeiten bei denen in situ-Hybridisierung, RT-PCR und
Western-Blot-Analysen angewandt wurden (Greeve et al., 2003; Muramatsu et al., 2000;
Pasqualucci et al., 2004). Die AID-Expression konnte vor allem in der dunklen Zentroblasten-
reichen Zone des Keimzentrums beobachtet werden (Abb.7B).

AuBerdem wurde die AID-Expression in vivo auch in Non-Hodgkin Lymphomen bestétigt,
die von Keimzentrums-B-Zellen abstammen und bei denen AID-Expression mittels RT-PCR
nachgewiesen wurde (Greeve et al., 2003). In elf von zwolf FL-Féllen und in vier von sechs
BL-Fillen konnte das AID-Protein detektiert werden (Abb.7C+D).

Im Rahmen dieser Studie konnte AID als differentieller Marker fiir das nlpHL und das cHL
identifiziert werden (Greiner et al., 2005). Die malignen L und H Zellen des nlpHL sind in
acht von acht untersuchten Féllen AID positiv (Abb.7E+F), wohingegen die neoplastischen
HRS Zellen des cHL nur in drei von 38 Fillen geringe AID-Expression zeigen (Abb. 7G+H).
Die Gewinnung von RNA oder Protein aus HRS oder L und H Zellen ist technisch eine grof3e
Herausforderung, denn diese neoplastischen Zellen stellen nur eine geringe Zahl der Zellen im
Gewebe dar. So ist der hier entwickelte Antikdrper von grolem Nutzen, da die AID-
Expression auf Gewebeschnitten untersucht werden kann. Die beobachtete AID-Expression in
L und H Zellen steht im Einklang mit einer Studie von Bréuninger et al., die zeigte, dass diese
Zellen klonale, transformierte Keimzentrums-B-Zellen repriasentieren, die fortlaufende SHM
durchfiihren (Braeuninger et al., 1997). Das Fehlen der AID-Expression in HRS Zellen passt
zu der Beobachtung, dass diese Zellen das gesamte B-Zell-spezifische
Genexpressionsprogramm abgeschaltet haben (Schwering et al., 2003).

Bei diesen Farbungen ist auffillig, dass das AID-Protein iiberwiegend im Zytoplasma
detektiert werden konnte. Auch unter Verwendung der konfokalen Lasermikroskopie ist ein
AID-Signal nur im zytoplasmatischen Teil der Zelle sichtbar (Abb.7A+E, kleine Bilder). Die

postulierte Funktion des Enzyms setzt aber eine Lokalisation des Proteins im Zellkern voraus.
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Abbildung 7: Immunhistochemische Firbungen mit dem AID-Antikorper EK2-5G9 (durchgefiihrt im
Labor von G. Niedobitek)

A) Die Féarbung von hyperplastischen Tonsillen zeigt, dass AID (rotes Signal) liberwiegend in Keimzentrums-B-
Zellen und in einigen extrafollikuldren B-Zell-Blasten (Pfeil) exprimiert wird. AID ist mit dieser Farbung
exklusiv im Zytoplasma sichtbar (konfokale Lasermikroskopie, kleines Bild). B) Im Keimzentrum wird AID
besonders in der Zentroblasten-reichen dunklen Zone detektiert, die im Bild als Rand des Keimzentrums zu
sehen ist. C) AID wird in neoplastischen Zellen wie in Féllen von FL und D) von BL exprimiert. E)+F) Starke
AID-Expression kann auch in den L und H Zellen zwei verschiedener nlpHL-Félle beobachtet werden. Auch in
diesen Zellen ist AID exklusiv im Zytoplasma sichtbar (konfokale Lasermikroskopie, kleines Bild). G)+H) Die
HRS Zellen des cHL sind in den meisten Féllen AID negativ (Pfeile). In der linken Ecke ist der Rest eines
Keimzentrums angefarbt worden (G). Neben den HRS Zellen kénnen AID positive B-Zell-Blasten detektiert
werden (H).
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Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass AID im Kern nur in geringer Menge vorliegt und so

unter der Detektionsgrenze der verwendeten Farbemethode liegt.

3.2 Untersuchungen zur AID-Regulation durch das Epstein-Barr-
Virus

EBV persistiert latent im Gedéchtnis-B-Zell-Kompartiment. Wie das Virus die Latenz
etabliert, ist nicht bekannt und Gegenstand derzeitiger Forschung. Ob die EBV-positiven B-
Zellen eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen miissen, um anschlieend in Gedéchtnis-B-
Zellen zu differenzieren, wird gegensétzlich diskutiert (Kuppers, 2003; Thorley-Lawson,
2001). Es konnte gezeigt werden, dass das Virus in vitro BCR-defiziente Keimzentrums-B-
Zellen retten kann, die ohne Rezeptor Apoptose durchlaufen wiirden (Bechtel et al., 2005;
Chaganti et al., 2005; Mancao et al., 2005). In transgenen Midusen, die LMP1 unter der
Kontrolle des Ig-Promotors exprimieren, ist die Bildung von Keimzentren jedoch inhibiert
(Uchida et al.,, 1999). Die bisherigen Ergebnisse zum Einfluss von EBV auf die
Keimzentrumsreaktion lassen sich noch nicht zu einem kongruenten Bild zusammenfassen
(Kuppers, 2003; Thorley-Lawson, 2001).

Um den Einfluss von EBV auf die Keimzentrumsreaktion und die damit einhergehenden
genetischen Prozesse besser zu verstehen, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit der Effekt
viraler Latenzgene auf die Expression von AID untersucht. Hierfiir wurde die
lymphoblastoide Zelllinie EREB2-5 verwendet, in der die EBNA2-Funktion durch die
Ostrogen-abhingige nukledre Lokalisation eines Ostrogenrezeptor-EBNA2-Fusionsproteins
(ER-EBNAZ2) reguliert wird (Abb.8) (Kempkes et al., 1995). Durch Ostrogenzugabe wird in
dieser Zelllinie EBNA2 in den Kern transloziert und somit aktiviert. Zur Etablierung dieser
Zelllinie waren Nabelschnurblut-B-Zellen mit dem EBNA2-defizienten EBV-Stamm P3HRI
infiziert und mit einem Viruspartikel kotransduziert worden, der ein Plasmid enthielt, das fiir
ein ER-EBNA2-Fusionsprotein kodiert. Bei der resultierenden lymphoblastoiden Zelllinie
wird mittels Ostrogenzugabe das Latenzprogramm III von EBV angeschaltet, welches die
Zellen immortalisiert (Kempkes et al., 1995). Durch Auswaschen von Ostrogen wird EBNA2
wieder inaktiv und das Wachstumsprogramm wird abgeschaltet, was einen Zellzyklusarrest
und letztendlich das Sterben der Zellen innerhalb von fiinf bis sechs Tagen zur Folge hat.

Die EREB2-5-Zellen wurden fiir drei Tage mit bzw. ohne Ostrogen kultiviert, und
anschlieBend wurden die AID-mRNA- und Proteinlevel mit Hilfe von quantitativer RT-PCR
bzw. Western-Blot-Analysen bestimmt. Die Normalisierung der AID-mRNA-Level erfolgte
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Etablierung der lymphoblastoiden Zelllinie EREB2-5 (nach
Schlee et al., 2007)

Naive Nabelschnurblut B-Zellen wurden kotransduziert mit dem EBNA2-defizienten Virus-Stamm P3HR1 und

einem Viruspartikel, der ein ER-EBNA2 kodierendes Plasmid enthilt. Bei Zugabe von Ostrogen proliferieren

diese Zellen aufgrund des durch EBNA2 induzierten Wachstumsprogramms (Latenz III). Unter

Zellkulturbedingungen ohne Ostrogen wird EBNA2 inaktiviert und die Zellen sind ruhenden B-Zellen Zhnlich.

auf die mRNA-Level von CD19, da die Expression dieses Gens durch EBNA2 nicht reguliert
wird (Schlee et al., 2007). Die Aktivierung des Wachstumsprogramms durch Ostrogenzugabe
hatte erstaunlicherweise einen klaren negativen Effekt auf die AID-Expression sowohl auf
mRNA- als auch Proteinebene (Abb.9A+B) (Tobollik et al., 2006). Die EBNA2-Aktivitit
wurde iiber die Bestimmung der mRNA-Menge zweier bekannter EBNA2-Zielgene mit
quantitativer RT-PCR {iberpriift. CD21 wird positiv von EBNA2 beeinflusst (Jochner et al.,
1996) und die Expression steigt bei Ostrogenzugabe an (Abb.9D). Der mRNA-Level der
Immunglobulin p schweren Kette sinkt wie erwartet (Abb.9C), da es sich um ein negativ-
reguliertes Zielgen von EBNA2 handelt (Jochner et al., 1996). Der Haupttranskriptionsfaktor
von EBV, EBNA2, schaltet das gesamte Latenz III Programm an. Da die AID-Menge
abhingig von der EBNA2-Expression abnimmt, muss also mindestens eines der Latenz III-
Gene einen negativen Effekt auf die AID-Expression haben.

Ein Zeitkinetik-Experiment mit der EREB2-5-Zelllinie sollte Aufschluss iiber die
Eigenschaften dieses Inhibitors geben. Nach drei Tagen Ostrogenentzug wurde dem
Kulturmedium wieder Ostrogen zugefiigt und das AID-mRNA-Expressionsniveau wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten ermittelt. Der AID-Level ist in den ersten vier Stunden nach der

EBNAZ2 Induktion sehr stark abgefallen (Abb.10A) und erreichte dann wieder einen
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Abbildung 9: Einfluss des EBV-Latenzprogramms III auf die AID-Expression

Die EREB2-5 Zellen wurden fiir drei Tage mit bzw. ohne Ostrogen kultiviert. A) Die relative AID-mRNA-
Kopienzahl wurde durch quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert. B) Das AID-Protein
wurden mit dem Antikdrper EK2-5G9 im Western-Blot nachgewiesen und GAPDH wurde als Ladekontrolle
verwendet. Das EBV-Latenzprogramm III hat einen negativen Effekt auf die AID-Expression sowohl auf
Protein- wie auch auf mRNA-Ebene. C)+D) Die EBNA2-Aktivitdt wurde iiber die Bestimmung der mRNA-
Level zweier EBNA2-Zielgene gepriift. Die relative IgM- bzw. CD21-mRNA-Kopienzahl wurde durch
quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert. IgM ist ein negativ und cd21 ein positiv
reguliertes EBNA2-Zielgen. Alle quantitativen RT-PCR-Reaktionen wurden in Duplikaten durchgefiihrt.

Hochstwert nach 8h (Abb.10A). Dieser Hochstwert erscheint mit einer leichten Verzogerung
nach den EBNAZ2-Zielgenen c-myc und LMP1 (Abb.10B+C). LMP1 induziert nach
Uberexpression die AID-Expression in EREB2-5 (Daten nicht gezeigt) und in anderen B-
Zellen (He et al., 2003). Der finale Gleichgewichtslevel von AID nach 50 Stunden liegt klar
unter dem Expressionsniveau, das nach Ausschalten von EBNA2 gemessen wurde, was den
negativen Effekt des Latenz III Programms auf AID bestitigt. Der starke Abfall der AID-
mRNA-Level direkt nach EBNA2-Aktivierung, d.h. vor der Induktion von EBNA2-
Zielgenen, ldsst vermuten, dass EBNA2 einen direkten negativen Effekt auf die AID-
Expression hat.

Um diese Annahme zu testen, nutzten wir zwei EBV-negative Zelllinien, die nur ein fiir das
ER-EBNAZ2-Fusionsprotein kodierendes Plasmid enthalten und ansonsten keine anderen
EBV-Gene besitzen. Es handelt sich um Derivate der BL-Zelllinie BL41 (BL41/K3) bzw. der
BL-dhnlichen Zelllinie BJAB, die keine c-myc-Translokation besitzt (BJAB/K3) (Jochner et
al., 1996). Nach Aktivierung von EBNA2 mittels Ostrogenzugabe zum Zellkulturmedium

wurden auch hier zu verschiedenen Zeitpunkten die AID-mRNA-Mengen mit quantitativer
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Abbildung 10: AID-Expressionsinderungen in einem Kinetikexperiment mit der Zelllinie EREB2-5

Die Zelllinie EREB2-5 wurde drei Tage ohne Ostrogen kultiviert (- Oh). Nach Ostrogenzugabe wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten (+ lh, + 2h usw.) Proben entnommen. Einer Kontrollkultur mit Ostrogen im
Kulturmedium wurde nach drei Tagen zum Zeitpunkt Oh eine Probe entnommen (+ Oh). A) Die relative AID-
mRNA-Kopienzahl wurde durch quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert. B) Die EBNA2-
Aktivitdt wurde tber die Bestimmung der Proteinmenge des viralen EBNA2-Zielgens LMP1 {iberpriift. Es
wurden je 20ug Gesamtproteinextrakt pro Bahn geladen. n.s.: nicht spezifisch C) Die EBNA2-Aktivitat wurde
iiber die Bestimmung der mRNA-Level des EBNA2-Zielgens c-myc iiberpriift. Die relative c-myc-mRNA-
Kopienzahl wurde durch quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert.

RT-PCR bestimmt. Es konnte ein kontinuierlicher Abfall der AID-Level in beiden Zelllinien
beobachtet werden (Abb.11A+E). Um auszuschlieBen, dass Ostrogen selbst die AID-
Expression beeinflusst, wurde Ostrogen ins Kulturmedium von BL-Zelllinien oder
lymphoblastoiden Zelllinien ohne ER-EBNA2-Fusionsprotein zugegeben und die AID-
mRNA-Level bestimmt. Es konnte so gezeigt werden, dass Ostrogen keinerlei negativen
Effekt auf die AID-Expression hat (Daten nicht gezeigt). Die Aktivitdit von EBNA2 in
BL41/K3 und BJAB/K3 wurde auch hier iiber das Expressionsniveau der EBNA2-Zielgene
IgM und cd21 kontrolliert (Abb.11B+C und 11F+G). Die IgM-Mengen sanken und die von
CD21 stiegen in beiden Zelllinien an, so dass die Aktivitit von EBNA2 bestétigt werden
kann. Bei der Zelllinie BL41/K3 konnte der negative Effekt von EBNA2 auf die AID-
Expression ebenfalls auf Proteinebene gezeigt werden (Abb.11D). Fiir die Zelllinie BJAB/K3
war dies nicht moglich, da hier die AID-Proteinlevel unter der Detektionsgrenze des
Antikorpers lagen. Dieses Ergebnis bestétigt, dass EBNA2 alleine, ohne andere EBV-Gene,
die AID-Expression inhibiert.



Ergebnisse 30

A BL41/K3 E BJAB/K3
— 004 2 0,14
Q oo .
¢ 0,12
Ej 0.03 o)
< 0025 o o
é 0,02 = oo
€ 0015 <Z(
DI 0,01 Y 0.00
<_( 0,005 a g 0,04
ol I | I a) -
v 5 £ £ & & < ]
+QOstr. S = © = ] 6 == =
o = < = & &
+Ostr. o = © = @
1000 1 F
© so
o #0 __ 1800 -
- 700 Cl>-> 1600 -
< &00 O 1400
E s00 = 1200
c 00 <Zt 1000
T 300 800 -
= 200 x
[=) € 600
-_ 100 [
o . . E 400 4
D 200 4
£ £ —
s, &5 5 & & 8§ o] .
= L
< < © o
- ©

8h

+
(@]
w
<3
=

S =

@

3 160
q>, 140 D
—Il 120 q>) 14
<Z( 100 =
< 10
X 80 zZ
€ &0 x s
N 4o £ s
D 20 A 4
N
© Ll pmem s o 2
QO ol — — =
3 = P & & < £
+ . © = @ © =
str - +Qstr. © = o o &
A aeen o-AlD

W w— W @ | 0-GAPDH

+Ostr.  0h 4h 8h 16h  32h

Abbildung 11: EBNA2 inhibiert die AID-Expression

Die EBV-negativen Zelllinien BL41/K3 und BJAB/K3 enthalten ein ER-EBNA2 kodierendes Plasmid und durch
die Zugabe von Ostrogen wird EBNA?2 aktiviert. A)+E) Die relative AID-mRNA-Kopienzahl wurde in beiden
Zelllinien durch quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert. EBNA2 inhibiert die AID-
Expression auch in Abwesenheit anderer EBV-Proteine B)+F) und C)+G) Die EBNA2-Aktivitit wurde in
beiden Zelllinien iiber die Bestimmung der mRNA-Level zweier EBNA2-Zielgene gepriift. Die relative IgM-
bzw. CD21-mRNA-Kopienzahl wurde durch quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert. IgM
ist ein negativ und cd21 ein positiv reguliertes EBNA2-Zielgen. D) In der Zelllinie BL41/K3 konnte der negative
Effekt von EBNA2 auch auf Proteinebene gezeigt werden. Das AID-Protein wurde mit dem Antikorper EK2-
5G9 im Western-Blot nachgewiesen und GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet.

+Ostr.: Ostrogenzugabe fiir angegebene Zeitspanne.
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Mit dem monoklonalen AID-Antikorper EK2-5G9 ist es moglich, den Effekt von EBV auf die
AID-Expression auch in vivo zu untersuchen. Hierfiir wurden EBV-infizierte Zellen in Féllen
von Infektidser Mononukleose (IM) analysiert. Bei dieser akuten EBV-Infektion findet man
typischerweise B-Zellen, die angeregt durch das Virus stark proliferieren. Um einen
Uberblick iiber die Anzahl der EBV-infizierten AID-positiven Zellen wihrend einer akuten
IM zu erhalten, wurde im Labor von G. Niedobitek eine in situ Hybridisierung fir EBV-
spezifische EBER-Transkripte, die in allen EBV-positiven Zellen exprimiert werden, und eine
darauf folgende immunhistochemische Féarbung mit dem AID-Antikérper EK2-5G9
durchgefiihrt. Diese Doppelfarbung zeigte, dass die Mehrzahl der EBER-exprimierenden und
damit EBV-positiven Zellen AID-negativ ist (Abb.12A). Dieses Ergebnis ist kongruent mit
den in vitro Daten dieser Arbeit, in denen gezeigt wurde, dass das EBV-Wachstumsprogramm
einen negativen Einfluss auf die AID-Expression hat.

Es findet sich vor allem in den interfollikuldren Bereichen eine geringe Anzahl von AID und
EBER-doppelpositiven Zellen (Abb.12A, Pfeil), was vermuten ldsst, dass entweder AID-
exprimierende Zellen priferentiell infiziert werden konnen, oder dass EBV die Expression
von AID in einigen Zellen in vivo durch ein bestimmtes virales Genexpressionsmuster
induziert (z.B. durch die Latenz II), oder dass AID noch nicht negativ reguliert wurde oder
degradiert wurde. Bei den weder EBV- noch AID-positiven Zellen in diesem Gewebeschnitt
handelt es sich hochstwahrscheinlich um zytotoxische T-Zellen. Da diese durch die EBV-
Infektion zu vermehrter Proliferation angeregt werden, ist die normale histologische
Kompartimentierung in B-Zell-Follikel und T-Zell-Bereiche in IM-Tonsillen iiberwiegend
zerstort. Die Farbung von hyperplastischen Tonsillen von Patienten mit latenter EBV-
Infektion zeigt, dass EBV-infizierte Zellen wihrend der Viruspersistenz fast nie AID
exprimieren und auBBerhalb des Keimzentrums liegen (Abb.12B, Pfeile).

Die Expression der EBER-Transkripte sagt nichts {iiber das aktuelle EBV-
Genexpressionsprogramm in der jeweiligen B-Zelle aus. Deshalb wurden Doppelfarbungen
fiir AID und Latenz III-Proteine durchgefiihrt, um den Einfluss von Latenz III-Proteinen auf
die AID-Expression in vivo zu untersuchen. Die Doppelfirbungen wurden fiir AID und
EBNA2 bzw. LMP1 durchgefiihrt.

Die meisten der EBNA2-positiven Zellen sind AID negativ (Abb.12C, rotes Signal: EBNA2,
griines Signal: AID). Dieses Ergebnis korreliert mit den in vitro Daten dieser Arbeit und
bestitigt den inhibitorischen Effekt von EBNA2 auf die AID-Expression auch in vivo. Bei den
Doppelfarbungen fiir AID und LMP1 zeigen die meisten LMP1-positiven Zellen kein AID-

Signal, so dass davon ausgegangen werden kann, dass in vivo der inhibitorische Effekt des
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Abbildung 12: Einfluss der EBV Latenz I1I Proteine auf die AID-Expression in vivo (durchgefiihrt im
Labor von G. Niedobitek)
A) Kombination von in situ Hybridisierung fir EBER-Transkripte (Schwarzes Signal) und
immunhistochemische Farbung fiir AID mit dem EK2-5G9-Antikdrper (rotes Signal) auf
Tonsillengewebeschnitten von IM-Patienten. Die Mehrzahl der EBER-positiven Zellen ist AID-negativ. Nur eine
geringe Anzahl an Zellen ist doppelpositiv (Pfeil). B) Die gleiche Féarbekombination auf hyperplastischen
Tonsillen von Patienten mit latenter EBV-Infektion zeigt, dass EBV-infizierte Zellen kein AID exprimieren und
auflerhalb des Keimzentrums liegen. GC: Keimzentrum (,,Germinal Center”). C) Doppelfarbungen fiir AID
(griines Signal) und EBNA?2 (rotes Signal) auf Tonsillengewebeschnitten von IM-Patienten zeigen, dass auch
hier die meisten EBNA2-positiven Zellen AID nicht exprimieren. Nur selten werden doppelpositive Zellen
detektiert (kleines Bild). D) Doppelfarbungen fiir AID (griines Signal) und LMP1 (rotes Signal) auf
Tonsillengewebeschnitten von IM-Patienten zeigen, dass der inhibitorische Effekt von EBNA2 auch in vivo iiber
den positiven Effekt von LMP1 dominiert.

Wachstumprogramms bzw. EBNA2 auf die AID-Expression dominant {iber den kiirzlich
beschriebenen positven Effekt von LMP1 ist (He et al., 2003; Abb.12D, rotes Signal: LMP1,
griines Signal: AID). Die geringe Anzahl an AID und EBNA2 doppelpositiven Zellen kann
z.B. durch den Verzug zwischen Aktivierung des Wachstumprogramms und vollstdndiger
Degradation des AID-Proteins erklédrt werden (Abb.12C, kleines Bild).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die meisten B-Zellen, die durch die Latenz III-Gene
von EBV zum Wachstum angeregt werden, kein AID exprimieren. Auch die durch
Aktivierung induzierte AID-Expression, die wahrscheinlich durch LMP1-vermittelte NFkB-
Aktivierung erfolgt, wird in den EBNA2 positiven Zellen inhibiert. Der negative Effekt dieses
viralen Transkriptionsfaktors dominiert auch in vivo tiber die Wirkung der anderen Latenz I1I-

Proteine.
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3.3 Identifikation von AID-Interaktionspartnern

Um die Regulation von AID im zelluliren Kontext zu untersuchen, wurden native AID-
Komplexe aufgereinigt und potentielle AID-Interaktionspartner identifiziert. Mit der
Identifizierung potentieller AID-interagierender Proteine wird es moglich, gezielt weitere
AlD-regulierende Mechanismen zu untersuchen und damit zum Gesamtbild der AID-
Regulation beizutragen.

In Abbildung 13 ist die Herangehensweise zusammengefasst, wie AID-Interaktionspartner in
dieser Arbeit identifiziert wurden. Als erste Schritte standen die Aufreinigung nativer AID-
Komplexe sowie die Reduzierung der Komplexitit der Proben im Vordergrund, die dringend
fiir die weitere massenspektrometrische Analyse erforderlich sind.

Die in dieser Arbeit generierten Antikorper sind prinzipiell fiir die Immunpréizipitation des
AID-Proteins geeignet, jedoch sind sie flir den Einsatz der Aufreinigung und spiteren
Identifikation mit dem Massenspektrometer nur bedingt einsetzbar, da keine geniigend hohe
Reinheit der AID-Komplexe erzielt werden konnte (F. Riickerl, GSF, Doktorarbeit).

Deshalb wurde in dieser Doktorarbeit die Tandem Affinititsreinigung in einem humanen B-
Zellsystem etabliert. Fiir die Aufreinigung von nativen AID-Komplexen wurde die BL-
Zelllinie Raji gewdhlt, die einen Keimzentrumsursprung hat (Kanda et al., 2000), und die
auch unter Kulturbedingungen SHM-Aktivitdt auf einem Transgen und am endogenen Ig-
Locus zeigt (Ruckerl et al., 2006). Die finalen Eluate nach dieser Aufreinigung wurden in
einem SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefend eine Trypsinspaltung der Proteine im Gel
durchgefiihrt. Das resultierende Peptidgemisch wurde mit Hilfe von Nano-
Fliissigkeitschromatographie in seiner Komplexitit reduziert und die Peptide nach ihrer
Hydrophobizitit auf einer C-18 Sdule aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen wurden durch
einen Roboter mit einer Zimtsdure-Matrix gemischt und auf eine MALDI-Platte aufgetropft.
AnschlieBend wurden diese Proben in einem MALDI-TOF-TOF-Massenspektrometer
analysiert. Die daraus resultierenden Daten wurden mit der GPS Explorer-Software, der
MASCOT-Suchmaschine und der Swiss Prot-Datenbank verarbeitet. Fiir besonders
interessant erscheinende Interaktionspartner wurde die Koreinigung tiiber Western-Blot-

Analysen bestitigt.
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Abbildung 13: Uberblick iiber Herangehensweise zur Identifikation AID-interagierender Proteine

3.3.1 Tandem Affinitatsreinigung

3.3.1.1 Konstruktion verschiedener TAP-AID-Expressionsvektoren

Die TAP-Struktur besteht zum einen aus dem Calmodulinbindungspeptid (CBP), das immer
direkt an das zu untersuchende Protein fusioniert wird, da durch CBP der zweite
Reinigungsschritt vermittelt wird (Abb.14). So muss die Struktur, je nach Terminus an den sie
fusioniert wird, gedreht werden. Zum anderen besteht sie aus den zwei IgG-bindenden
Dominen des Protein A (Prot A) aus S. aureus. Diese beiden Epitope sind durch eine TEV-
Protease-Spaltungssequenz getrennt (Abb.14). Bevor die TAP-Struktur an das AID-Protein
fusioniert wurde, wurde abgeklirt, dass diese Spaltungssequenz nicht in der AID-
Aminosduresequenz enthalten ist.

Die TAP-Sequenz wurde sowohl N-terminal als auch C-terminal an das AID-Gen fusioniert
und die Fusionen werden im Weiteren als N-TAP-AID bzw. C-TAP-AID bezeichnet
(Abb.14). Als Negativkontrolle diente ein Vektor, der nur fiir die TAP-Struktur kodiert
(spater als TAP bezeichnet). Die detaillierten Klonierungsschritte sind im Methodenteil
beschrieben (siche 6.2.1).

AuBerdem wurden zwei AID-Mutanten, deren Phénotyp bereits beschrieben wurde, C-

terminal an die TAP-Markerstruktur fusioniert: AIDANES-Mutante und AIDbix-Mutante
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N- AID | cBp | TEV | ProtA |-C C-TAP-AID
N-| ProtA | TEV | CBP AID -C N-TAP-AID
N-| cBP | TEV | ProtA |-C TAP
N- AID CBP | TEV | ProtA |-C  TAP-AIDdeltaNES
N-| X AID | cBP | TEV | ProtA |-C TAP-AIDbix

Abbildung 14: Schematische Darstellung der TAP-AID-Fusionsproteine

Die TAP-Struktur wurde C- und N-terminal an Wildtyp-AID fusioniert. Die TAP-Struktur alleine dient als
Negativkontrolle. Die beiden Mutanten AIDANES und AIDbix wurden C-terminal an die TAP-Struktur
fusioniert. Fiir die Beschreibung der Mutanten siche Text. CBP: Calmodulinbindungspeptid, TEV: Tabacco Etch
Virus Protease-Spaltungssequenz, Prot A: IgG-bindende Doménen des Protein A.

(Abb.14). Bei der AIDANES-Mutante wurden die letzten 14 Aminosduren und damit die
nukledre Exportsequenz (NES) von AID deletiert. Durch Studien mit dieser Mutante konnte
gezeigt werden, dass der C-Terminus von AID essentiell fiir die CSR ist, jedoch fiir die SHM
vernachléssigbar (Barreto et al., 2003; Ta et al., 2003). So konnte diese AID-Mutante spéter
fir vergleichende Analysen verwendet werden, um reaktionsspezifische AID-
Interaktionspartner zu identifizieren.

Die AIDbix-Mutante hat eine Punktmutation im AlD-Gen, wobei an Nukleotid-Position 70
statt einem C ein T zu finden ist, was einen AS-Austausch zur Folge hat (R24W). Diese
Mutation wurde im Rahmen von Studien mit Hyper-IgM-Patienten beschrieben (Revy et al.,
2000), deren B-Zellen weder SHM noch CSR durchfiihren konnen. Da die Mutation im
putativen nukledren Lokalisationssignal (NLS) von AID liegt, konnte die Translokation von
AID in den Kern unterbunden sein und AID wire nicht in der Lage, sein Substrat zu
erreichen. Die AIDbix-Mutante konnte in spéteren Studien filir die Identifikation eines

Transportfaktors eingesetzt werden.
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3.3.1.2 Funktioneller Test der TAP-AID-Fusionsproteine

Da die TAP-Struktur mit 25 kDa ungefahr so gro3 wie das AID-Protein ist (24 kDa), konnte
es sein, dass die Funktionalitidt des AID-Proteins durch die Fusion beeintrachtigt wird. Durch
inkorrekte Faltung des Enzyms oder sterische Behinderung durch die groBe angehingte
Struktur konnte das aktive Zentrum inaktiviert werden oder Bindungsstellen zu anderen
Proteinen und/oder DNA gestort werden. Deshalb wurde die Funktionalitdt der
Fusionsproteine getestet.

Fiir die Uberpriifung der SHM-Aktivitit wurde ein von J. Bachl und C. Olsson entwickeltes
Versuchssystem verwendet (Bachl und Olsson, 1999). Der Assay basiert auf einem GFP-
Reporterkonstrukt, bei dem in ein GFP-Transgen (Reporter) ein vorzeitiges TAG-Stopp-
Codon eingefiihrt wurde (pI-GFP-stop). Dieses transkribierte GFP ist verkiirzt und zeigt somit
keine fluoreszierende Eigenschaft. Finden in der Zelle, die das verkiirzte Transgen exprimiert,
Hypermutationsereignisse statt, kann es zur Reversion des Stopp-Codons kommen und ein
funktionelles GFP-Protein wird exprimiert. Dieses kann in den Revertanten mit Hilfe von
FACS-Analysen nachgewiesen werden. Die TAP-AID-Expressionvektoren wurden in einen
Subklon (8-11-10) der Mauszelllinie 18-81 transfiziert, der das pI-GFP-stop-Konstrukt stabil
enthdlt. Humanes AID ist in Mauszellen funktionell (J. Bachl, GSF, Miinchen, personl.
Mitteilung). Die Transkription des pl-GFP-stop-Vektors wird mittels Doxyzyklin-
induzierbarem tet-Promotor reguliert. Nach Doxyzyklinzugabe wurden je Konstrukt 24
Einzelzellklone mit Durchflusszytometrie analysiert und die GFP-Expression ermittelt. Die
Reversionsfrequenz (Anzahl GFP-Revertanten pro 10° lebender Zellen) wurde fiir die Klone
bestimmt (Abb.15A).

Die C-terminale AID-TAP-Fusion besitzt funktionelle Aktivitét, denn in 35 % (7 aus 20) der
Zellklone konnte revertiertes GFP nachgewiesen werden (die durchschnittliche
Reversionsfrequenz betrug 27,8 GFP-Revertanten pro 10° Zellen). Bei der Positivkontrolle
mit Wildtyp-AID konnten 21 % (5 aus 24) der Klone mit revertiertem GFP nachgewiesen
werden mit einer durchschnittlichen Frequenz von 8 GFP-Revertanten pro 10° Zellen. Durch
die N-terminale Fusion scheint die Funktionalitdt sehr stark eingeschrinkt, denn nur 8 % (2
aus 24) der Klone hatten Zellen mit revertiertem GFP (durchschnittliche Frequenz 3,5 GFP-
Revertanten pro 10° Zellen). Die leichte Hintergrundaktivitit in der Leerkontrolle (19 % (4
aus 21) der Klone mit revertiertem GFP, durchschnittliche Frequenz 1,75 GFP-Revertanten
pro 10° Zellen) kann durch das in geringem MaBe endogen exprimierte AID in den 18-81

Zellen erklart werden.
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Abbildung 15: Funktioneller Test der TAP-AID-Fusionsproteine

A) GFP-Reversionsfrequenzen fiir C-TAP-AID und N-TAP-AID, die stabil in den Subklon 8-11-10 der
Mauszelllinie 18-81 transfiziert wurden. Der Subklon 8-11-10 enthélt den SHM-Reporter pl-GFP-stop. Die
Reversionsfrequenz pro 10° lebende Zellen wurde durch FACS-Analysen von je 24 unabhingigen Klonen
bestimmt. B) Analyse der Oberflichen IgM-Expression der DT40 Subklone AID™ ¥, die mit den verschiedenen
TAP-AID-Fusionen stabil transfiziert wurden. FACS-Analysen der anti-IgM-Farbung von reprisentativen
urspriinglich sigM " Klonen sind gezeigt. C) Durchschnittliche Prozentzahlen der sigM™-Zellen, die in die sIgM" -
Region (R2) fallen, basierend auf der Messung von je 24 unabhingigen Klonen.
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Die Funktionalitdt der AID-Fusionsproteine wurde zusétzlich in einem zweiten Zellsystem
getestet, wobei auch die AID-Mutanten mitgefiihrt wurden. Der Vorteil dieses Systems liegt
darin, dass es sich um eine AID , knock out“- Zelllinie handelt und so kein endogenes AID in
den Zellen vorliegt. Bei der Zelllinie DT40, die fiir diesen Funktionstest verwendet wurde,
handelt es sich um Keimzentrums-B-Zellen aus dem Huhn, die sich durch eine hohe
Homologe Rekombinationseffizienz auszeichnen. In dem verwendeten DT40 Klon waren die
Pseudogene auf dem rearrangierten Ig-Locus deletiert worden, so dass anstelle von
Genkonversion (charakteristisch fiir Hithner B-Zellen) nur noch SHM durchgefiihrt werden
kann. Dies geschah auf einem genetischen Hintergrund, bei dem die beiden AID-Allele
deletiert und durch ein loxP-flankiertes Transgen rekonstituiert worden waren (AID'/ "0y
(Arakawa et al., 2002; Arakawa et al., 2004). AnschlieBend war das AID-Transgen durch Cre-
Rekombinase deletiert worden (C. Glon und B. Jungnickel, GSF, Miinchen, personl.
Mitteilung), so dass es sich nun um einen AID-negativen, IgM-positiven und nicht
hypermutierenden DT40 Zellklon handelt (AID'/', ¥Y7). Wird in diesen Zellen AID re-
exprimiert, kommt es zur Hypermutation des endogenen Ig-Locus, wobei durch Nonsense-
Mutationen Zellen mit nicht funktionellen IgM-Molekiilen entstehen konnen. Die IgM-
negativen Zellen lassen sich mit Durchflusszytometrie nachweisen.

Es wurden pro transfiziertem Konstrukt 24 Einzelzellklone generiert, die auf ihre IgM-
Expression iiberpriift wurden. In Abbildung 15B ist fiir jedes Konstrukt exemplarisch die
FACS-Analyse eines Klones dargestellt. Der Ausgangsklon ist IgM-positiv und die Zellklone,
die mit dem Leervektor transfiziert wurden, sind zu 2 % IgM-negativ (Hintergrundlevel des
Assays, Abb.15C). Die Zellklone, die mit einem Wildtyp-AID transfiziert wurden, weisen
durchschnittlich 6,7 % IgM-negative Zellen auf (Abb.15C). Wie schon im ersten
Funktionalitétstest gezeigt, beeintrichtigt die C-terminale Fusion die SHM-Aktivitit von AID
nicht (14,5 % IgM" Zellen, Abb.15C). Auch das Ergebnis fiir die N-terminale Variante konnte
mit diesem Test bestdtigt werden, mit nur 2,9 % IgM™ Zellen liegt dieses Fusionsprotein im
Bereich der Negativkontrolle (Abb.15C). Die AIDbix-Mutante ist wie zu erwarten
funktionslos (0,44 % IgM™ Zellen, Abb.15C) und die AIDANES-Mutante zeigte eine erhohte
SHM-Aktivitit (33.9 % IgM™ Zellen, Abb.15C).

3.3.1.3 Expression der TAP-AID-Fusionsproteine in Raji-Einzelzellklonen

In dieser Arbeit wurde die native Reinigung von AID-Komplexen in der humanen,
hypermutierenden  B-Zelllinie Raji  durchgefiihrt, um mdglichst physiologische

Interaktionspartner zu identifizieren. Fiir die Expression der AID-TAP-Fusionsproteine wurde
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Abbildung 16: Expression der TAP-AID-Fusionen in Raji-Einzelzellklonen

A) Die relative AID-mRNA-Kopienzahl der TAP-AID-Fusionen und des endogenen AIDs wurde in den Raji-
Einzelzellklonen durch quantitative RT-PCR ermittelt und auf CD19 [%] normalisiert. B) Die Expression des
TAP-AID-Proteins wurde durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des anti-Peroxidase-Antikorpers
iiberpriift. Es wurden pro Klon dquivalente Mengen aufgetragen (1/1600 bezogen auf die Ausgangsmenge).

ein pCAGGS-Expressionsvektor verwendet, in den die verschiedenen AID-Fusionen kloniert
wurden. Die Transkription der Transgene erfolgt iiber den B-Aktin-Promotor des Huhns.
Dieses Expressionssystem wurde gewdhlt, da die Expression der Transgene ungefdhr auf
physiologischem Level erfolgt (Abb.16A). In diesem Vektorsystem ist eine
Puromycinresistenzkassette iiber eine IRES (Interne Ribosomen Eintrittsstelle) an das
jeweilige rekombinante AID angeschlossen; so kann auf die Zellklone positiv selektioniert
werden, die das Expressionsplasmid enthalten.

Nach der Transfektion von Raji-Zellen mit den verschiedenen TAP-AID-Expressionsvektoren
wurden durch serielle Verdiinnung und Verwendung des Selektionsmarkers Puromycin
stabile Einzelzellklone generiert, die auf die TAP-AID-Expression hin getestet wurden. Die
mRNA-Expressionslevel des endogenen und des rekombinanten AID konnen durch

Verwendung von quantitativer RT-PCR verglichen werden. Fiir die weiteren Experimente
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wurde fiir das N-TAP-AID der Klon 208-4 ausgewihlt, der das exogene TAP-AID 30fach
starker exprimiert als das endogene AID (Abb.16A). Fiir das C-TAP-AID wurde zunédchst der
Klon 209-8 verwendet, der eine nur 6fach hohere Expression des exogenen AIDs gegeniiber
dem endogenen zeigte. Doch nach anfénglichen Versuchen stellte sich heraus, dass diese
AID-Mengen fiir die weiteren Versuche aus Detektionsgriinden nicht ausreichten. So wurde
fiir die in dieser Arbeit gezeigten Experimente der Klon 209-1 verwendet, der um den Faktor
16 mehr exogenes als endogenes AID exprimiert (Abb.16A). Obgleich die Expressionsstérke
des TAP-AID in den ausgewéhlten Klonen etwas hoher liegt als das endogene AID, sollten
die AID-Level im physiologischen Bereich liegen, da uns bekannt ist, dass Keimzentrums-B-
Zellen in vivo eine hohere AID-Exression zeigen als Raji-Zellen (Daten nicht gezeigt).

Die AID-TAP-Proteinexpression wurde mit Hilfe von Western-Blot-Analysen {iberpriift
(Abb.16B). Der Vergleich zu endogenen Proteinexpressionsleveln ist hier nicht moglich, da
beim Nachweis der TAP-Fusionsproteine der AID-Antikorper durch das in der TAP-Struktur
enthaltene Protein A gebunden wird und so das Signal bei der Detektion mit ECL um ein
vielfaches verstirkt wird. Das Fusionsprotein wird von allen getesteten Klonen exprimiert.
Man sieht deutlich, dass Klon 209-8 (C-TAP-AID) viel weniger Protein exprimiert als die
anderen Klone und dieses Ergebnis korreliert mit den mRNA-Daten (Abb.16A+B). Bei der
Leerkontrolle TAP wurde nur auf der Proteinebene tliberpriift, ob die TAP-Struktur exprimiert
wird, auch hier ldsst sich das TAP-Protein in fast allen analysierten Klonen nachweisen
(Daten nicht gezeigt). Fiir den Nachweis der TAP-Fusionsproteine und der TAP-Struktur
alleine wurde ein Antikorper gegen das Enzym Peroxidase verwendet, der vom Protein A-

Epitop in der TAP-Struktur gebunden wird.

3.3.1.4 AID-Komplexe in der Zelle

Die Gelfiltration macht es moglich native Proteinkomplexe ihrer GroBe nach aufzutrennen.
Mit Hilfe dieser Methode sollte geklart werden, ob AID und vor allem die AID-
Fusionsproteine in der Zelle in komplexierter Form vorliegen.

Um die Grofe der Komplexe einschitzen zu konnen, ldsst man iiber die Sdule einen
GroBenstandard laufen. In Abbildung 17A ist das UV-Elutionsprofil des verwendeten
GroBenstandards dargestellt. Bei dieser Methode eluieren die Proteine mit hohem
Molekulargewicht als erste. Die Proteine definierter GroBe finden sich nach einer gewissen
Laufzeit der Sdule in bestimmten Elutionsfraktionen wieder. So eluiert z.B. das Protein mit

der GroBe von 158 kDa nach ungefdhr 16 ml.
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In den Abbildungen 17B-D sind die UV-Elutionsprofile dreier Gelfiltrationsexperimente mit
Zellextrakten gezeigt. Das Ausschlussvolumen der verwendeten Sdule liegt bei ca. SMDa.
D.h., dass Proteinkomplexe, die gréBer als 5 MDa sind nicht weiter aufgetrennt werden
konnen und so in den ersten Elutionsfraktionen zu finden sind. Der Ausschlusspeak ist nach
ungefahr 8 ml im Elutionsprofil zu sehen. Ab Erscheinen des Ausschlusspeaks werden
verschiedene, aufeinander folgende Fraktionen iiber einen definierten Zeitraum gesammelt,
die anschlieBend mit Western-Blot-Anlayse auf das Vorhandensein bestimmter Proteine
tiberpriift werden.

Die Western-Blot-Analysen sind in den Abbildungen 17E-G dargestellt. Die Proteine des
GroBenstandards befinden sich in folgenden Fraktionen: in Fraktion 5 ist der Standard der
molekularen Grof3e von 680 kDa zu erwarten, in Fraktion 8 von 158 kDa, in Fraktion 9 von
44 kDa, in Fraktion 10 von 17 kDa und in Fraktion 13 von 1 kDa. Die Auftrennung eines
Zellextraktes der Zelllinie Raji zeigte, dass das endogene AID-Protein iiberwiegend in sehr
grolen Komplexen vorliegt, die grofler als 680 kDa sind (Abb.17E). Ebenso lassen sich
unkomplexierte AID-Monomere in Fraktion 10 nachweisen. Der bekannte Interaktionspartner
Replikationsprotein A (RPA) (Chaudhuri et al., 2004) scheint weniger stark in Komplexe
eingebunden zu sein. Es liegt grofitenteils als Monomer vor, da der Hauptpeak in den
Fraktionen 9 und 10 zu finden ist und RPA ein Molekulargewicht von 32 kDa besitzt. Die
GroBenauftrennung eines Zellextrakts mit Raji-Zellen, die das C-terminale TAP-AID
exprimieren, zeigte, dass das Fusionsprotein ebenfalls in groBen Komplexen vorliegt
(Abb.17F). Auch konnen C-TAP-AID-Dimere (ca. 100 kDa) in Fraktion 8 detektiert werden.
Das Protein RPA ist hier etwas vermehrt in Komplexe eingebunden. In Abbildung 17G ist das
Gelfiltrationsexperiment fiir Zellen dargestellt, die das N-TAP-AID exprimieren. Dieses ist
im Vergleich zu endogenem AID verstirkt in groen Komplexen gebunden. Dimere bzw.
Monomere sind hier nicht zu detektieren. RPA ist ebenso wie beim C-TAP-AID vermehrt in
komplexierter Form vorhanden.

Diese Experimente zeigen, dass die AID-Fusionsproteine in Komplexe eingebunden sind und
keine Aggregatbildung bzw. Komplexzerstorung aufgrund der Fusion mit der TAP-Struktur
erfolgt. Ebenso bestitigt das Vorhandensein von groBBen AID-Komplexen die Existenz von
AlID-Interaktionspartnern. In einer Studie konnten Chaudhuri et al. durch eine andere
Methode gleichfalls grole AID-Komplexe in der Zelle nachweisen (Chaudhuri et al., 2003).
Auch konnte F. Riickerl (GSF, Miinchen, personl. Mitteilung und Doktorarbeit) mit
Gelfiltrationsexperimenten und Sucrose-Gradienten zeigen, dass AID in groen Komplexen

gebunden in der Zelle vorliegt.
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Abbildung 17: AID-Komplexe in der Zelle

Grofle AID-Komplexe wurden mit Gelfiltrationsexperimenten und anschlieBender Western-Blot-Analyse
nachgewiesen. A) UV-Elutionsprofil des Grofenstandards mit folgenden Komponenten: Thyroglobulin (680
kDa), Rinder Gamma-Globulin (158 kDa), Hithner-Ovalbumin (44 kDa), Pferde-Myoglobulin (17 kDa) und
Vitamin By, (1.35 kDa). B) UV-Elutionsprofil eines Gelfiltrationsexperiments mit untransfizierten Raji-Zellen.
C) UV-Elutionsprofil eines Gelfiltrationsexperiments mit dem Raji-Zellklon, der das C-TAP-AID-
Fusionsprotein exprimiert. D) UV-Elutionsprofil eines Gelfiltrationsexperiments mit dem Raji-Zellklon, der das
N-TAP-AID-Fusionsprotein exprimiert. E)-F) Fiir die Western-Blot-Analysen wurden von den gesammelten
Proben je drei aufeinander folgende zu je einer Fraktion (1 bis 13) vereinigt (folglich entspricht eine Fraktion
900ul Elutionsprobe), mit Trichloressigsdure prézipitiert und anschlieBend auf den Gehalt an endogenem AID,
C-TAP-AID, N-TAP-AID und RPA-Protein iiberpriift. Der Nachweis der AID-Proteine erfolgte mit dem
Antikorper EK2-5G9 und die AID-interagierende 32 kDa-Untereinheit von RPA wurde mit dem Antikorper
RBF-4E4 nachgewiesen. Die Zuordnung des Standards zu den einzelnen Fraktionen erfolgte iiber das
entsprechende Elutionsvolumen. Fraktion 5: 680 kDa, Fraktion 8: 158 kDa, Fraktion 9: 44 kDa, Fraktion 11: 17
kDa und Fraktion 13: 1 kDa.
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Abbildung 18: Lyse der Zellen fiir die
C-TAP-AID P — anschliefende TAP-Reinigung
Fiir den C-TAP-AID Klon und TAP Klon wurden
6x10° Zellen und fiir den N-TAP-AID Klon 3x10®
Zellen in einem Dounce Homogenisator lysiert
und fiir eine Stunde zentrifugiert. Die TAP-AID-
N-TAP-AID - Fusionsproteine bzw. das TAP-Protein wurden
mit dem Peroxidase-Antikorper in der Western-
Blot-Analyse in den einzelnen Extraktions-
fraktionen detektiert. Es wurden pro Fraktion
aquivalente Mengen aufgetragen.

Spur 1: Gesamtzellextrakt, Spur 2: Lysat

TAP ” (Uberstand), Spur 3: Pellet
1 2

3.3.1.5 Etablierung der TAP-Reinigung

Die Zellen miissen als erstes aufgeschlossen werden, um die Proteine zuginglich fiir die
Aufreinigung zu machen. 3x10° Zellen des N-TAP-AID Klons 208-4, 6x10° Zellen des C-
TAP-AID Klons 209-1 und 6x10°* Zellen des TAP Klons 252-10 wurden in Lysepuffer in
einem Dounce Homogenisator lysiert. Fiir den C-TAP-AID Klon wurden doppelt so viele
Zellen bendtigt wie fiir den N-TAP-AID Klon, da die Level des exogen exprimierten Proteins
fiir einen Nachweis im Western-Blot sonst nicht ausreichend waren. Fiir den TAP-AID Klon
wurde die gleiche Anzahl an Zellen wie fiir den C-TAP-AID Klon verwendet, um
ausschlieBen zu konnen, dass durch Verwendung einer groBeren Menge an Ausgangsprotein
mehr Protein unspezifisch gebunden wird. Die Lyse der Zellen wurde wéhrend der Prozedur
im Mikroskop iiberpriift. Nach abgeschlossener Lyse wurde der Zellextrakt fiir eine Stunde
abzentrifugiert, um Aggregate und Membranpartikel zu separieren. In Abbildung 18 ist je eine
repriasentative Western-Blot-Analyse fiir die verschiedenen Extraktionen gezeigt. Die
einzelnen Extraktionsfraktionen (Gesamtzelllysat, Uberstand (Lysat) und Pellet) wurden in
einem SDS-PAGE aufgetrennt und die TAP-Fusionsproteine bzw. das TAP-Peptid mit dem
Peroxidase-Antikorper nachgewiesen. Wie nach einer erfolgreichen Lyse erwartet, wurde der
Hauptanteil der Fusionsproteine bzw. des TAP-Peptids im Lysat detektiert. Das Lysat mit den
16slichen Proteinen und Proteinkomplexen wurde fiir die weiteren Analysen verwendet.

Alle folgenden Etablierungsschritte der TAP-Reinigung wurden aus praktischen Griinden mit
dem N-TAP-AID durchgefiihrt, da dieses hoher exprimiert wird. In Abbildung 19 ist die IgG-

Bindung fiir zwei Zeitpunkte dargestellt. Man kann deutlich erkennen, dass nach zwei
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Abbildung 19: Vergleich der IgG-Bindung

fiir 2h und iiber Nacht
lgG-Bindung lgG-Bindung tber Spur 1: Uberstand nach IgG-Bindung
2h Nacht Spur 2: IgG-Sepharose vor Waschschritten

Spur 3: Erster Waschschritt

Spur 4: Zweiter Waschschritt

Spur 5: IgG-Sepharose vor TEV-Spaltung
Spur 6: TEV-Eluat

® ‘- - Spur 7: IgG-Sepharose nach TEV-Spaltung

Nach 2 h ist noch keine Bindung des TAP-

AID-Proteins an die IgG-Sepharose zu

beobachten (2h Spur2). Erfolgt die Bindung

iiber Nacht ist das an die IgG-Sepharose

gebundene TAP-AID nachweisbar (iiber

12345 67 1234567 Nacht Spur 2). Es wurden pro Fraktion
dquivalente Mengen aufgetragen.

Stunden noch keine Bindung des Fusionsproteins an die IgG-Sepharose erfolgt ist (Abb.19,
2h Spur 2). Erst als die Bindung iiber Nacht durchgefiihrt wurde, konnte man das an die IgG-
Sepharose gebundene Fusionsprotein nachweisen (Abb.19, iiber Nacht Spur 2). Um das
Fusionsprotein von der IgG-Matrix zu eluieren, muss eine TEV-Proteasespaltung
durchgefiihrt werden. Diese erwies sich hier zunichst als erfolglos, da sich das TAP-AID-
Protein noch ungespalten an die Matrix gebunden nachweisen liel (Abb.19, liber Nacht Spur
7). AuBBerdem wire eine Bande im TEV-Eluat (Abb.19, {iber Nacht Spur 6) zu erwarten
gewesen, die um 15 kDa leichter ist als das gesamte Fusionsprotein, da das Protein A
abgespalten werden sollte.

Um die TEV-Proteasespaltung zu optimieren, wurde sie mit verschiedenen Puffervarianten
durchgefiihrt. Es konnte festgestellt werden, dass die TEV-Protease den Zusatz von EDTA
zum Spaltungspuffer benétigt, um das TAP-AID-Fusionsprotein zu spalten (Abb.20A+B).
Die erfolgreiche Spaltung ist in Abbildung 20B dargestellt, wo das abgespaltene CBP-AID
mit dem AID-Antikérper EK2-2HS5 nachgewiesen werden kann. Dieses Experiment zeigt
auch, dass sich die Spaltungseffizienz nach drei Stunden nicht erhdht, vergleicht man die
Stirke des Signals des ungespaltenen N-TAP-AID mit der Starke des Signals des gespaltenen
CBP-AID (Abb.20B). So wurde die Inkubationszeit fiir diesen Schritt auf drei Stunden
festgelegt. Nach Abspaltung des Protein A wire eine Ablosung des gespaltenen Proteins von
der IgG-Matrix zu erwarten gewesen. Doch das AID-CBP-Protein lie sich nicht in der
Uberstandsfraktion nachweisen, sondern wurde in der IgG-Sepharose-Fraktion detektiert
(Abb.20B).

Um zu testen, ob das AID-Protein selbst an die IgG-Matrix bindet, wurde ein Zellklon der

Raji-Zelllinie lysiert, der mit einem Expressionsplasmid fiir HA-markiertes AID transfiziert
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Abbildung 20: TEV-Proteasespaltung mit und ohne EDTA

A) Ohne Zugabe von EDTA spaltet die TEV-Protease das TAP-AID-Protein nicht. Die Probenentnahme erfolgte
nach 3h, 4h, 6h und 8h. Die Detektion der Proteine in der Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem EK2-2HS5-
Antikoérper. Es wurden pro Fraktion dquivalente Mengen aufgetragen. B) Die TEV-Proteasespaltung des TAP-
AID-Proteins ist bei Zugabe von 0,5 mM EDTA erfolgreich. Das um 15 kDa kleinere CBP-AID ist bereits nach
drei Stunden Inkubationszeit nachweisbar. Die Probenentnahme erfolgte wie bei A). Das CBP-AID-Protein lie3
sich in diesem Experiment nicht von der IgG-Sepharose ablosen. Die Detektion der Proteine in der Western-
Blot-Analyse erfolgte mit dem EK2-2H5-Antikorper. Es wurden pro Fraktion dquivalente Mengen aufgetragen.

wurde. Das Lysat wurde in zwei Teile geteilt und entweder mit Lysepuffer oder mit TEV-
Spaltungspuffer zur IgG-Sepharose zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert
und der Uberstand mit der abzentrifugierten Matrix verglichen (Abb.21A). Nur ein sehr
geringer Teil des AID-Proteins bindet an die Matrix, etwas mehr in Anwesenheit des TEV-
Spaltungspuffers. AID selbst bindet also nicht nennenswert an die IgG-Sepharose.

Um das Ablosen des CBP-AID-Proteins von der IgG-Matrix zu verbessern, wurde der TEV-
Spaltungsschritt in verschiedenen Reaktionsgefden getestet. In Abbildung 21B ist die
Reaktion dargestellt, die in LUERLOCK-ReaktionsgefaBen durchgefiihrt wurde. Da hier der
Elutionsschritt nach der TEV-Proteasespaltung liber Zentrifugation erfolgen kann, konnte die
Effizienz der Elution um ein Vielfaches verbessert werden. Ein zusétzlicher Elutionsschritt
mit Hilfe von Zentrifugation konnte aber die Effizienz nicht weiter steigern (Abb.21C).

Der nichste Schritt in der TAP-Reinigung ist die Bindung des CBP-AID an eine Calmodulin-
Matrix. Da die Bindung iiber zweiwertige Ca*"-Ionen vermittelt wird, wurde die Bindung
unter verschiedenen Ca’’-Ionenkonzentration getestet (Abb.22A). Bei Ca’*-Konzentration
zwischen 1 mM und 3 mM war die Bindungseffizienz der Reaktion sehr gering (Abb.22A).
Auch eine weitere schrittweise Erhéhung der Ca®"-Konzentration bis hin zu 8 mM ergab

keinen Unterschied (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Versuche zur Etablierung der TEV-Elution

A) Das HA-AID-Protein bindet nur zu einem geringen Anteil an die IgG-Sepharose. Die Detektion des HA-
AID-Proteins in der Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem HA-Antikdrper 3F10. Es wurden pro Fraktion
dquivalente Mengen aufgetragen. B) Der TEV-Elutionsschritt konnte durch die Verwendung von LUERLOCK-
Reaktionsgefdafien entscheidend verbessert werden. IgG vor TEV: Probenentnahme von IgG-Sepharose vor der
TEV-Spaltung; IgG nach TEV: Probenentnahme von IgG-Sepharose nach der TEV-Spaltung; ns: nicht
spezifisch. Die Detektion der AID-Fusionsproteine in der Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem EK2-2H5-
Antikorper. Es wurden pro Fraktion dquivalente Mengen aufgetragen. C) Ein zusitzlicher Elutionsschritt (TEV-
Eluat 2) erhoht die Ausbeute nicht. IgG vor TEV: Probenentnahme von IgG-Sepharose vor der TEV-Spaltung;
IgG nach TEV: Probenentnahme von IgG-Sepharose nach der TEV-Spaltung; ns: nicht spezifisch. Die Detektion
der AID-Fusionsproteine in der Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem EK2-2H5-Antikérper. Es wurden pro
Fraktion dquivalente Mengen aufgetragen.

Ein Versuch den zweiten Reinigungsschritt durch eine Immunprézipitation gegen AID zu
ersetzen, ergab ebenfalls kein effizienteres Ergebnis. Die Bindung der AID-Komplexe ist zu
schwach, um im Western-Blot nachgewiesen zu werden (Abb.22B). Das Signal, das in der
Western-Blot-Analyse zu sehen ist, entspricht der leichten Immunglobulin-Kette des AID-
Antikorpers, der an die Matrix gekoppelt wurde. Dieses Signal ist ebenfalls in der
Negativkontrolle zu beobachten (Abb.22B).

Letztendlich gelang es durch den parallelen Ansatz von zwei IgG-Bindungen und die
anschlieBende Vereinigung der TEV-Eluate, die Ausbeute bei der Calmodulin-Bindung zu
erhohen. Fiir das N-TAP-AID ist eine exemplarische TAP-Reinigung in Abbildung 23A
dargestellt. Mit dem C-TAP-AID wurden alle etablierten Reinigungsschritte wie beschrieben
durchgefiihrt. In Abbildung 23B ist fiir dieses AID-Fusionsprotein eine exemplarische TAP-
Reinigung gezeigt.

Um die Abreicherung wihrend der gesamten Affinititsreinigung zu iiberpriifen, wurden
Proben der einzelnen Schritte der TAP-Reinigung in einem SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend die Proteine mit Silberfarbereagenzien sichtbar gemacht (Abb.24A-C).
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Abbildung 22: Versuche zur Calmodulinbindung

A) Durch Erhohung der Kalziumionenkonzentration konnte keine Verbesserung der Calmodulinbindung erreicht
werden. Die Detektion der AID-Fusionsproteine in der Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem EK2-5G9-
Antikorper. Es wurden pro Fraktion dquivalente Mengen aufgetragen. Calm.: Calmodulin. B) Das Ersetzen des
Calmodulinbindungsschritts durch eine Immunprézipitation fiihrt nicht zur Anreicherung des CBP-AID-Proteins.
Die Detektion der AID-Fusionsproteine in der Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem EK2-5G9-Antikorper. Es
wurden pro Fraktion dquivalente Mengen aufgetragen. L-Kette: Leichte Kette des in der Immunprézipitation
eingesetzten Antikorpers; ns: nicht spezifisch.

Schon der erste Reinigungsschritt fithrte zur Depletion vieler Proteine, die nicht spezifisch an
die IgG-Sepharose binden. Das TEV-Eluat erscheint bei dquivalenter Probenauftragsmenge
fast leer. Bei der zweiten Affinitdtsreinigung kommt es zu einer weiteren Depletion von
Proteinen. Im finalen Calmodulin-Eluat ist bei dquivalenter Auftragsmenge nicht genug
Protein vorhanden, um mit dieser Proteinnachweismethode detektiert zu werden (fiir
Silberfarbungen werden Proteinmengen im pg-Bereich benoétigt).

Tragt man die 20fache Proteinmenge auf, so kann man im hochmolekularen Bereich einige
Proteine detektieren (Abb.24D). Im niedermolekularen Bereich sind nur sehr wenige Proteine
detektierbar, was aber darauf zurlickzufiihren sein konnte, dass diese zu geringe Mengen an
Silberpartikeln binden, um ein Signal zu ergeben (Abb.24D). Da fiir die anschlieBende
massenspektrometrische Analyse der AID-Komplexe nur Proteinmengen im fmol-Bereich
bendtigt werden (siehe 3.3.2), sind die hier gereinigten Mengen ausreichend fiir dieses
Analyseverfahren. Die finalen Calmodulin-Eluate wurden fiir die Analyse im
Massenspektrometer verwendet und die Identifikation von AID-Interaktionspartnern ist

moglich (siehe 3.3.3 und Tab.4).
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Abbildung 23: TAP-Reinigung von N-TAP-AID und C-TAP-AID

Durch Vereinigung von zwei TAP-Eluaten konnte die Anreicherung der TAP-AID-Fusionsproteine gesteigert
werden. Gezeigt ist eine Western-Blot-Analyse einer TAP-Reinigung fiir A) das N-TAP-AID-Fusionsprotein
und B) das C-TAP-AID-Fusionsprotein. Die Detektion der AID-Fusionsproteine in der Western-Blot-Analyse
erfolgte mit dem EK2-5G9-Antikorper. Auftragsmengen bezogen auf Ausgangsmenge wie folgt: Lysat: 1/1000;
US nach Ig-Bdg.: 1/1000; Ig vor TEV: 1/80; Ig nach TEV: 1/80; TEV-Eluat 1+2: 1/40; Calm. Durchlauf: 1/40;
Calm Eluat: 1/40; Calm. Matrix: 1/40. Calm.: Calmodulin, degr.: Degradationsprodukt des AID-Fusionsproteins;
IgG vor TEV: Probenentnahme von IgG-Sepharose vor der TEV-Spaltung; IgG nach TEV: Probenentnahme von
IgG-Sepharose nach der TEV-Spaltung; US nach Ig-Bdg.: Uberstand nach Ig-Bindung.

Fiir das finale N-TAP-AID Calmodulin-Eluat sind insgesamt mehr Proteine sichtbar, was an
der hoheren Expression und somit Ausgangsmenge an Komplexen liegen konnte. Bei dem C-
TAP-AID ist eine wesentlich geringere Menge an Proteinen aufgereinigt worden, auch hier
konnte die Expressionsstirke ursidchlich sein. Bei der Negativkontrolle wurden unspezifisch
an die Calmodulin-Matrix gebundene Proteine eluiert, die dann nach der
massenspektrometrischen ~ Bestimmung  als spezifische  AID-Interaktionspartner

ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 24: Abreicherung von Gesamtprotein und Anreicherung spezifischer Proteine wihrend der
TAP-Reinigung von N-TAP-AID und C-TAP-AID

A-C) Silbergelfirbungen von Fraktionen der TAP-Reinigung. Calm.: Calmodulin; Uberst. Ig-Bdg..: Uberstand
der Ig-Bindung. D) Silberfarbung der finalen Calmodulin-Eluate. 1/5000, 1/500 und 1/25: Auftragsmenge
bezogen auf Ausgangsmenge der entsprechenden Fraktionen.
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3.3.2 Nano-Flussigchromatographie und MALDI-TOF-TOF-

Massenspektrometrie

Es gibt mehrere Moglichkeiten mit denen man ein Proteingemisch fiir die
massenspektrometrische Detektion vorbereiten kann. Es konnen einzelne Proteinbanden aus
einem 1D-Gel ausgeschnitten werden, anschlieBend mit dem Enzym Trypsin in Peptide
gespalten und das Protein durch die Bestimmung der Massen seiner Peptide identifiziert
werden (,,Peptide Mass Fingerprint“ (PMF)) (Cottrell, 1994; Pappin, 1997). Konnte das
Protein mittels PMF nicht identifiziert werden oder soll das Ergebnis nochmals bestdtigt
werden, kann anschlieBend noch eine MS/MS-Messung (MS-Sequenzierung) durchgefiihrt
werden (Steen und Mann, 2004). Hierbei wird ein einzelnes Peptid im Massenspektrometer in
charakteristische Peptidfragmente zerschlagen und deren Aminosiuresequenz bestimmt. Die
zu analysierende Probe kann aber auch ohne eine vorherige Trennung der Proteine {iber ein
ID-Gel mit einem Enzym in Losung gespalten werden, wobei nun ein komplexes
Peptidgemisch entsteht. Die Reduktion der Komplexitit erfolgt durch eine Auftrennung der
Peptide mit Hilfe einer Nano-Fliissigkeitschromatographie. Da die einzelnen Peptide nun
nicht mehr direkt einem einzelnen Protein zugeordnet werden konnen, ist eine MS-
Sequenzierung zur Identifikation der Proteine obligatorisch.

Um die beiden Moglichkeiten der Proteinvorbereitung fiir die massenspektrometrische
Analyse zu vergleichen, wurden Titrationsexperimente mit dem Standardprotein Rinder-
serumalbumin (BSA) durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Experimente wurde auch die
Sensitivitdt des Applied Biosystem 4700 Massenspektrometers bestimmt.

Es wurden definierte Mengen BSA auf ein SDS-PAGE aufgetragen, die Proteinbanden
ausgeschnitten und eine enzymatische Spaltung mit Trypsin im Gel durchgefiihrt. Von den
trypsinierten Proben wurde ein Teil direkt auf eine MALDI-Platte aufgetropft und dann im
MALDI-TOF-TOF-MS analysiert. Da es durch die hohen Salzkonzentrationen im
Spaltungspuffer oft zur Reduzierung der Sensitivitdit kommen kann, wurde ein weiterer Teil
der gleichen Probe vor der massenspektrometrischen Analyse mit so genannten Zip-Tips
(Millipore, Bedford, USA) behandelt. Hierbei handelt es sich um kleine C;s Séulen, an die
Peptide unter hydrophilen Bedingungen binden, die Salze werden hingegen entfernt.
AuBerdem wurde ein dritter Teil der Probe zuerst mit Hilfe einer Nano-
Fliissigkeitschromatographie (Nano-LC) aufgetrennt, und daraufhin im Massenspektrometer

analysiert.
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Tabelle 3: Versuche zur Sensitivitit der MALDI-TOF-TOF-Massenspektrometrie

BSA BSA Identifikation mit
[ng] [fmol] MALDI-TOF-TOF-MS
Zip-Tip 750 11300
252 7900
175 2600
70 1050 -
50 750 -
35 500 -
17,5 260 -
7 100 -
0,7 10 -
direktes 500 7500 +
Auftragen auf 375 5600 +
MALDI-Platte 250 3700 +
125 1900 +
50 750 +
37,5 600 +
25 400 +
12,5 200 -
5 75 -
25 40 -
Nano-LC 26 400
20 300
13 200

In Tabelle 3 sind die Nachweisgrenzen von BSA mit der jeweiligen Herangehensweise
aufgefiihrt. Hierbei kann die Variante {iber die Nano-LC als die sensitivste von den Dreien
angesehen werden. Mit diesem Ansatz war es moglich, BSA ab 200 fmol nachzuweisen
(Tab.2). Die scheinbar geringere Sensitivitdt nach der Zip Tip Behandlung ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass man bei diesem Verfahren sehr viele Peptide verliert. Die
Tatsache, dass viel Probenmaterial verloren geht, ist bei einer Anwendung bei der man mit
sehr geringen Ausgangsmengen arbeitet nicht wiinschenswert.

Somit wurden die weiteren Analysen mit Nano-LC-Auftrennung durchgefiihrt. Da eine
Trypsinspaltung in Losung wegen Problemen bei der vorausgehenden Fillung der Proteine
nicht mdglich war, wurde das Eluat nach der TAP-Reinigung auf ein SDS-PAGE aufgetragen.

Die geringe Menge an Probenmaterial bedingte, dass keine einzelnen Banden ausgeschnitten
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Abbildung 25: UV-Spektrum eines Nano-LC-Experiments mit einem finalen Calmodulin-Eluat des C-
TAP-AID

Die verschiedenen Peptide wurden nach ihrer Hydrophobizitét aufgetrennt und in einem UV-Detektor bei 214nm
detektiert.

werden konnten. Das Proteingemisch wurde nur lcm weit elektrophoretisch getrennt und
anschlieBend wurden zwei Gelstiicke ausgeschnitten. Die Proteine im Gel wurden
enzymatisch mit Trypsin gespalten und dann mittels Nano-LC chromatographisch
aufgetrennt, wobei die hydrophilen Peptide zuerst eluieren. In Abbildung 25 ist exemplarisch
ein Chromatographiespektrum einer finalen TAP-Eluat-Probe (C-TAP-AID) gezeigt. Die
Peptidauftrennung wurde mit einem UV-Detektor bei Ajjsnm gemessen und aufgezeichnet.
Die aufgetrennten Peptide wurden mit Hilfe eines Roboters (Probot) mit der Matrix im
Verhéltnis 1:4 vermischt und auf eine MALDI-Platte millimetergenau und auf einander
folgenden Punkten fiir eine definierte Zeitspanne aufgetropft. Auf dieselbe MALDI-Platte
wurde noch ein Peptidstandardgemisch definierter GroBe aufgetragen, mit dessen Hilfe die
Peptidgroen im Massenspektrometer ermittelt werden.

Jeder Probenpunkt enthielt mehrere Peptide, die im Massenspektrometer in der MS-Messung
analysiert wurden. In Abbildung 26A ist ein MS-Spektrum dargestellt, das sich aus der
Analyse eines Probentropfens ergab. Auf der x-Achse sind die Gréfen der Peptide
aufgetragen (von 900Da bis 4000Da), und auf der y-Achse die Intensitdt des Signals. Das
Massenspektrometer wihlte nach benutzerdefinierten Kriterien aus diesem Peptidgemisch die
Vorléufer (,,precursor) fiir den MS-Sequenzierungsschritt aus. Der Peptidvorldufer wurde in
der Kollisionszelle des Massenspektrometers in definierte Fragmente zerschlagen und deren

Massen ermittelt. In Abbildung 26B ist fiir einen Peptidvorlaufer das MS/MS-Spektrum
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dieser Fragmente dargestellt. Hier bewegen sich die molekularen GréBen zwischen 57Da und
1400Da, welche je nach GroBe und Sequenz des Vorlduferpeptids variieren. Je Probentropfen
auf der Platte konnen mehrere Vorldufer gefunden werden, d.h. das Massenspektrometer
analysiert viele tausend Vorliuferpeptide und sequenziert diese. Die Proteinidentifizierung
erfolgt anschlieBend durch einen Abgleich mit der Proteindatenbank Swiss Prot mit
entsprechenden Computeralgorithmen (MASCOT).

Die Analysen fiir die Identifikation der AID-interagierenden Proteine wurden aus technischen
Griinden teilweise am ABI 4800-Analyzer in Darmstadt bei der Firma Applied Biosystems
durchgefiihrt. Das hatte den Vorteil, dass ein Gerdt verwendet werden konnte, das um den

Faktor 10 sensitiver ist als der hauseigene ABI 4700-Analyzer.

3.3.3 Potentielle AID-Interaktionspartner

Die im Rahmen zweier TAP-Reinigungen identifizierten potentiellen Interaktionspartner des
Enzyms AID sind in Tabelle 4 zusammengestellt. In dieser Tabelle wurden die Proteine fiir
das N- und C-TAP-AID vereinigt. Die Liste der Interaktionspartner wurde nach im
Methodenteil 6.18 beschriebenen Kriterien analysiert und nur Proteine mit mindestens einem
signifikanten Peptid wurden in sie aufgenommen. Die Proteine wurden in funktionelle
Gruppen eingeteilt. In der Negativkontrolle (TAP) identifizierte Proteine wurden als falsch-
positive Interaktionen gewertet und aus der Kandidatenliste gestrichen. Im Anhang sind die
jeweiligen Listen getrennt und mit Signifikanzscores dargestellt.

Das AID-Protein konnte in beiden Reinigungen und reproduzierbar in weiteren TAP-Eluaten
detektiert werden. Es konnten des Weiteren potentielle AID-interagierende Proteine
identifiziert werden, die drei sehr interessanten Gruppen angehoren: Transkriptionsfaktoren,
Mitglieder des Ubiquitin-Proteasom-Systems und DNA-Reparatur-Faktoren.

In der Gruppe der Transkriptionsfaktoren sind drei der Faktoren besonders zu erwihnen:
TFE3, TFEB und MITF. Sie gehoren der TFE/MITF-Familie an, von deren Mitgliedern
einige an das E-Box-Motiv im IgH-Intron-Enhancer binden. Diese Eigenschaft ldsst sie als
Targetingfaktoren fiir AID an den Ig-Locus in Frage kommen. Da diese
Transkriptionsfaktoren Homologiebereiche aufweisen, wie z.B. das Helix-Loop-Helix (Albert
et al.)-Motiv, sind einige der Peptide fiir die Mitglieder der TFE/MITF-Familie identisch
(Abb.28). So konnten nur zwei der Transkriptionsfaktoren spezifisch nachgewiesen werden.
Fir TFE3 und TFEB wurden in der MALDI-MS/MS-Analyse je zwei signifikante Peptide
identifiziert und von diesen war je eines spezifisch, d.h. diese Peptide liegen nicht im

Homologiebereich.
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Tabelle 4: Liste mit Proteinen, die potentiell mit AID interagieren

Markiertes
Ausgangsprotein

Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase

Transkriptionsfaktoren

Hamatopoetische Zelllinien-spezifisches Protein (HS1)
Microphthalmia-assoziierter Transkriptionsfaktor (MITF)
Nukleares Protein SkiP

Transkriptionsfaktor EB (TFEB)

Transkriptionsfaktor E3 (TFE3)

Ubiquitin-Proteasom-
System

Proteasom-Aktivator-Komplex Untereinheit 3

Ubiquitin

Ubiquitin-Carboxyl-Terminale Hydrolase 36
Ubiquitin-konjugierendes Enzym 7 interagierendes Protein 3
Ubiquitin-Protein-Ligase EDD

DNA-Reparatur

CAF (“Chromatin assembly factor 1”) Untereinheit C
PCNA (“ Proliferating cell nuclear antigen”)

Transkription

RuvB-like 2 (ATPase und DNA-Helikase Aktivitat)
TATA-Element modulierender Faktor (TMF)

Zytoskelett

Aktin

Emerin
Serin/Threonin-Protein Kinase PLK3
Spektrin beta Kette
Tubulin alpha-1 Kette
Tubulin alpha-4 Kette
Tubulin alpha-6 Kette
Tubulin beta-1 Kette
Tubulin beta-2 Kette
Tubulin beta-5 Kette
Vimentin

Hitzeschockproteine

Hitzeschockprotein 1 70 kDa (HSP70.1)
Hitzeschockprotein 1-HOM 70 kDa (HSP70-HOM)
Hitzeschockprotein 6 70 kDa
Hitzeschockprotein“cognate” 71 kDa
Hitzeschockprotein HSP 90-beta (HSP 84)
Hitzeschockprotein HSP 90-alpha (HSP 86)
Hitzeschockprotein 75 kDa

Heterogene nukleare
Ribonukleoproteine
(hnRNP)

Heterogenes nukleares Ribonukleoprotein F (hnRNP F)
Heterogenes nukleares Ribonukleoprotein H (hnRNP H)
Heterogenes nukleares Ribonukleoprotein H' (hnRNP H')
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Fortsetzung Tabelle 4:

Andere

ADP,ATP ,carrier Protein

Amyotrophe Lateral Sklerose 2 chromosomal
C-1-Tetrahydrofolat Synthase

CDCA45-,related” Protein

Copine VII

Deoxycytidin Kinase

Desmocollin 1A/1B Vorlaufer

Ectonukleotid Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 2
Elongationsfaktor 1-alpha 1
Exocyst-Komplex-Komponente Sec6

78 kDa Glucose-regulierter Proteinvorlaufer
Glutamat Rezeptor-interagierendes Protein 1
GPI Transamidase Komponente PIG-T

HLA Klasse | Histokompatibilitatsantigen, Cw-3
Hypothetisches Protein C140rf39
Hypothetisches Protein KIAA0196
Interleukin-17E Vorlaufer (IL-17E)

Mevalonat Kinase

Mitochondriales 28S ribosomales Protein S22
Neurofilament Triplet H Protein

Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase “like” 1
Phosphat ,carrier” Protein
Polyadenylat-bindendes Protein 3

Polycystin 1 Vorlaufer

Protein KIAA0539

40S ribosomales Protein S10

SCO2 Protein Homolog

Serin/Threonin Protein Phosphatase 2B (Untereinheit A und C)
Serumalbumin Vorlaufer

Kontamination

Calmodulin

Ig gamma-1 Kette C-Region
Ig gamma-2 Kette C-Region
Ig gamma-4 Kette C-Region
Keratin, type Il

Trypsin Il Vorlaufer
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Der Faktor MITF konnte nach den in dieser Arbeit angewandten Kriterien nicht eindeutig
identifiziert werden, da nur ein signifikantes Peptid identifiziert wurde, welches im bHLH-
Motiv liegt.

Faktoren des Ubiquitin-Proteasom-Systems konnten ebenfalls im AID-Komplex
nachgewiesen werden. Es konnten Ubiquitin, eine E3 Ubiquitin-Ligase EDD, eine Ubiquitin-
Hydrolase und eine Proteasom-Untereinheit identifiziert werden. Dieses System spielt eine
Rolle bei der Proteinregulation z.B. {iber proteasomale Degradation.

Des Weiteren wurden Komponenten der DNA-Reparatur-Maschinerie gefunden, wie PCNA
(,,Proliferating Cell Nuclear Antigen*), das eine wichtige Rolle z.B. bei der Rekrutierung von
fehlerhaft replizierenden DNA-Polymerasen spielt.

AuBerdem konnten Faktoren, die eine Rolle bei der Transkription spielen nachgewiesen
werden. Die DNA-Helikase RuvBL2 ist eine Komponente des RNA-Polll
Holoenzymkomplexes. Transkription ist fiir den Prozess der SHM unabdinglich, denn ohne
Transkription wird auch keine Einfiihrung von Mutationen beobachtet.

Des Weiteren wurden Faktoren nachgewiesen, die zum Zytoskelett, den Hitzeschock
Proteinen und den heterogenen nukledren Ribonukleoproteinen zdhlen. Bei diesen Gruppen
ist der Bezug zu AID weniger klar. Es handelt sich hierbei um Proteine mit sehr heterogenen
Funktionen, so dass eine Beteiligung an Ig-diversifizierenden Prozessen durchaus im
Moglichen liegt.

Die Gruppe der Proteine, deren Zusammenhang mit AID und SHM nicht erkennbar oder
deren Funktion noch nicht bekannt ist, wurde unter ,,Andere* zusammengefasst. Eindeutige
Kontaminationen wie z.B. Calmodulin oder IgG, die von den Matrizes der TAP-
Reinigungsschritte stammen, wurden unter dem Punkt Kontamination eingeordnet.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Koreinigung von je einem Mitglied der drei wichtigsten
Gruppen mit Hilfe einer unabhéngigen Methode, der Western-Blot-Analyse, gezeigt werden
(Abb.27A). In den finalen Eluaten der zwei TAP-Reinigungen (N-TAP-AID und C-TAP-
AID) konnte die Koreinigung des Transkriptionsfaktors TFEB, des Replikations- und
Reparaturfaktors PCNA und von monomerem Ubiquitin bestdtigt werden. Bei der
Negativkontrolle (TAP) werden die Faktoren im Durchlauf der Calmodulinbindung
nachgewiesen, binden also nicht an die Calmodulin-Matrix. Das zeigt, dass unspezifisch-
bindende Proteine aus dem ersten Affinitdtsschritt im zweiten Reinigungsschritt eliminiert
werden. Aus volumentechnischen Griinden konnte von der TEV-Eluat-Probe nur 1/60

aufgetragen werden, so dass die Proteinmenge der AID-interagierenden Proteine wohl unter



Ergebnisse 58

A B
L
- .4 et «TFEB X AID-CBP
B CBP-AID
M 8§ eow
_ NS®XNS5E XN5 R X
— 0 My
= W o < §CL.=88L=80 .2
Y 35£3 3R 5L Sofcgafinate
T e o= = i = i © . . .
58U g5U= 88432 @gooégooégoo
. . = 3 . ©
DARE WAGE WA g E S S 8
: O ® : © = O
W ETOC wE ©8 E% O N-TAP-  C-TAP-  TAP
-8 -8 S AID AID
N-TAP- C-TAP- TAP
AID AID

Abbildung 27: Koreinigung von AID-interagierenden Proteinen

A) Detektion kogereinigter Proteine mit Antikorpern gegen TFEB, PCNA bzw. Ubiquitin. Die Membranen
wurden nacheinander mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert. Auftragsmengen bezogen auf
Ausgangsmenge wie folgt: TEV-Eluat 1+2: 1/60; Calm. Durchlauf: 1/20; Calm Eluat: 1/20; Calm. Matrix: 1/40.
Calm.: Calmodulin. B) Detektion der AID-Fusionsproteine mit dem EK2-5G9-Antikorper. Auftragsmengen
bezogen auf Ausgangsmenge wie folgt: TEV-Eluat 1+2: 1/60; Calm. Durchlauf: 1/40; Calm Eluat: 1/40; Calm.
Matrix: 1/40. Calm.: Calmodulin.

der Detektionsgrenze der Western-Blot-Analyse lag (Abb.27A). Bei den Calmodulinproben
konnte 1/20 der Probe aufgetragen werden, also um den Faktor drei mehr als im TEV-Eluat.
In Abbildung 27B ist die Detektion des CBP-AID in den zwei TAP-Eluaten gezeigt. Wie zu
erwarten ist es in der Negativkontrolle nicht detektierbar. Die Fusion des CBP-Peptids an den
C-Terminus des AID-Proteins dndert das Laufverhalten des Proteins in der Gelelektrophorese.
So wird das AID-CBP-Fusionsprotein mit einem scheinbar hoheren Molekulargewicht
detektiert als erwartet (Abb.27B).

Im Rahmen der Tandem Affinititsreinigung konnte insgesamt eine Abreicherung von
Proteinen ca. um den Faktor 1/200.000 erreicht werden. Aus dem Proteingehalt der
Fraktionen der TAP-Reinigung und den Intensititen der AID-Signale im Western-Blot ldsst
sich abschitzen, dass das AID-Protein ca. um den Faktor 4000 angereichert wurde. Fiir den
potentiellen Interaktionspartner TFEB konnte eine Anreicherung ca. um den Faktor 3000
erreicht werden. Der Unterschied zwischen Proteinabreicherung und Anreicherung von AID
und Interaktionspartner (200.000 vs. 3-4000) spiegelt den Verlust an eingesetztem Protein
wiahrend der Reinigung wieder (insbesondere beim Calmodulin-Bindungsschritt). Trotz einer
Wiederfindung von nur ca. 2 % des Ausgangsproteins ist es mit der entwickelten Methodik
moglich, bei physiologischer Expression von AID in B-Zellen biologisch relevante

Interaktionspartner zu identifizieren.
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4 Diskussion

Es ist seit mehr als 30 Jahren bekannt, dass in vivo die Affinitit eines Antikorpers zu einem
bestimmten Antigen bei wiederholter Exposition erhdht wird und dass dieses durch den
Mechanismus der SHM im Rahmen der T-Zell abhingigen Immunantwort geschieht. Man
weill auch, dass wihrend der Immunantwort, abhéngig von der Natur des Erregers, die
Effektorfunktion des Antikorpers durch CSR gewechselt werden kann. Doch die detaillierten
biochemischen und molekularen Mechanismen dieser Prozesse sind bis heute nicht
vollstindig entschliisselt. Die Entdeckung eines einzigen Enzyms, das fiir beide Prozesse
notwendig ist, hat den Stand der Forschung rasant vorangebracht. Dieses Enzym, AID, wurde
1999 von der Gruppe von T. Honjo entdeckt (Muramatsu et al., 1999) und die beiden als
bisher vollig unterschiedlich angesehenen Prozesse, SHM und CSR, konnten durch AID auf
einen gemeinsamen Teilmechanismus zuriickgefiihrt werden. Bis dato sind die verschiedenen
Regulationsstufen von AID Bestandteil intensiver Forschung. Es ist noch nicht bekannt, was
AID zum transkribierten Ig-Locus leitet, noch welche Signalkaskaden in die AID-Regulation
involviert sind, noch wie es zur Umgehung der fehlerfreien Reparaturmechansimen kommen
kann und ebenso wenig wie diese Prozesse wieder abgestellt werden. So ist die Untersuchung
der Regulation oder der Deregulation von AID von grofler Bedeutung, da die Deregulation

von AID auch in Zusammenhang mit Lymphomentstehung gebracht wird.

4.1 AID-Expression in humanen B-Zellen und in primarem
Lymphomgewebe

In der westlichen Welt werden iiber 20 neue Lymphomfille pro 100.000 Menschen pro Jahr
diagnostiziert. 95% der Lymphome sind B-Zell-Ursprungs (Kuppers, 2005). Hiervon
entstehen wiederum viele aus Keimzentrums-B-Zellen, so ist es nahe liegend die genetischen
Ereignisse, die in diesen Zellen stattfinden, fiir das transformierende Potential verantwortlich
zu machen. Man nimmt an, dass es durch die Fehlsteuerung der Keimzentrums-Prozesse zu
Translokationsereignissen kommen kann, die Protoonkogene unter die Kontrolle des Ig-
Promoters bringen Die daraus resultierende konstitutive und deregulierte Expression dieser
Gene kann zur klonalen Entartung der Zellen fithren. Als Beispiel wurde schon das c-myc-
Gen erwihnt, das in BL in den Ig-Locus transloziert vorliegt (Taub et al., 1982).

Das AID-Protein ist in diesem Zusammenhang besonders interessant, da es die Prozesse im

Keimzentrum reguliert, die den Immunglobulinlocus genetisch verdndern. AuBerdem kann
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AID auch direkt als Mutator an der Pathogenese von Lymphomen beteiligt sein, da eine
deregulierte AID-Expression zum Verlust der Zielspezifitdit von SHM fiihren kann. Die
Mechanismen, die die genomische Integritit der Zelle gewihrleisten, konnten durch die
deregulierte AID-Expression iiberlastet werden und dieses kann eine inkorrekte DNA-
Reparatur zur Folge haben.

Basierend auf mRNA-Daten ist bekannt, dass AID in Keimzentrums-B-Zellen und in
Lymphomen, die von diesen abstammen, exprimiert wird. Das Proteinexpressionsmuster
konnte mangels eines spezifischen Antikdrpers bis jetzt nicht untersucht werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden AID-spezifische monoklonale Antikorper generiert und etabliert.

In Lymphomzellinien konnte AID mit diesen Antikdrpern in Western-Blot-Analysen
nachgewiesen werden und die mRNA-Daten in verschiedenen BL-Zelllinien bestdtigt werden.
Die Analysen zeigen, dass das AID-Protein in allen untersuchten BL-Zelllinien mit
unterschiedlichen Leveln exprimiert wird.

Mit den hier generierten AID-Antikorpern ist es erstmals moglich, die Expression und
Lokalisation des AID-Proteins auch in vivo zu untersuchen. So konnten verléssliche Daten fiir
die AID-Proteinexpression in primédren Geweben gewonnen werden. Der Antikorper EK2-
5G9 farbt AID immunhistochemisch auf Gewebeschnitten an. Farbungen von
Lymphommaterial zeigten, dass die AID-mRNA-Expressionsdaten im Falle von BL und FL
unterstiitzt werden konnen. Die AID-Proteinexpression in HL war bisher unbekannt, da
Techniken, die das Protein aus dem Gesamttumorgewebe isolieren, fiir die Analyse von HL
bis jetzt nicht anwendbar waren, denn die neoplastischen Zellen stellen nur eine Minderheit
im Gewebe dar und sind von zahlreichen reaktiven, lymphoiden Zellen umgeben. Mit dem
AID-Antikorper EK2-5G9 war es zum ersten Mal moglich, die AID-Proteinexpression in HL-
Féllen zu untersuchen. AID wird in den L und H Zellen des nlpHL in allen untersuchten
Fillen und in den HRS Zellen des cHL in nur 8% der Fille, und dann auch nur sehr schwach,
exprimiert. AID konnte somit immunhistochemisch als differentieller Marker fiir die zwei
HL-Entitéten identifiziert werden. Da sich die beiden Tumorentitdten beziiglich der Prognose
unterscheiden (Nogova et al., 2006), ist es von immenser Wichtigkeit fiir die Patienten, dass
sie mit moglichst vielen Markern leicht und definitiv unterschieden werden konnen.

Die physiologische AID-Expression konnte in vivo auf Schnitten von hyperplastischen
Tonsillen untersucht werden. AID wird in Keimzentrums-B-Zellen vor allem in der dunklen
Zone exprimiert, wo die Zentroblasten zu finden sind. Aulerdem konnte die AID-Expression
auch auBlerhalb des Keimzentrums beobachtet werden, in extrafollikuldren groen aktivierten

B-Zell-Blasten, die wahrscheinlich Ig-Diversifizierung au3erhalb des Keimzentrumskontextes
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durchfithren. Fiir die CSR ist schon beschrieben worden, dass diese auch aullerhalb des
Keimzentrums in B-Zell-Foci stattfinden kann (Jacob und Kelsoe, 1992).

Die AID-Lokalisation in der Zelle im physiologischen wie auch im pathologischen Kontext
bei den hier durchgefiihrten Fiarbungen ist iiberwiegend zytoplasmatisch. Sowohl in den
Keimzentrums-B-Zellen, in den extrafollikuldren Blasten, in den BL- und FL-Zellen, als auch
in den L und H Zellen des nlpHL konnte AID nur im Zytoplasma nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis erscheint widerspriichlich zur angenommenen enzymatischen Aktivitit von
AID, die den Transport von AID in den Kern voraussetzt. Die Menge des nukledren AIDs
héngt von vielen Faktoren ab, die bis jetzt noch nicht bekannt sind. Man weill weder welche
AID-Menge ausreicht um SHM zu induzieren, noch wie lange AID im Kern verweilt, noch
wie schnell es wieder aus dem Kern transportiert wird, noch wie oft es zwischen Kern und
Zytoplasma in einem Mutationszyklus hin und her pendelt. So kann es sein, dass die AID-
Menge zu einem gegebenen Zeitpunkt unter der Detektionsgrenze der angewandten Methode
liegt. Diese Annahme wird durch eine Studie von Cattoretti et al. gestiitzt, die unter
Verwendung desselben Antikorpers, aber mit Modifikationen des Farbeprotokolls, nukledres
AID in einer geringen Anzahl von Zentroblasten und extrafollikuldren Blasten nachweisen
konnte (Cattoretti et al., 2006). Der Nachweis von nukledrem AID mit dem EK2-5G9-
Antikorper wird zusidtzlich durch die Tatsache erschwert, dass das nukledre AID in
Komplexen eingebunden vorliegt und so die Antikdrperbindungsstelle am C-Terminus
eventuell durch AID-Interaktionspartner blockiert wird (F. Riickerl, Doktorarbeit). Es konnte
auch sein, dass nur geringe AID-Mengen nukledr vorliegen und diese ausreichend sind fiir die
SHM. Es wire hilfreich, einen Antikérper der gegen ein anderes Epitop gerichtet ist oder
einen polyklonalen Antikdrper zur Verfligung zu haben, um diese Fragestellung zu kliren.
Zudem wire es interessant, die physiologische AID-Lokalisation mit der in Lymphomzellen
zu vergleichen, um Hinweise darauf zu bekommen, ob z.B. eine vermehrte Lokalisation von
AID im Kern zur Fehlsteuerung von SHM oder CSR fiihrt und somit zur
Lymphomentstehung beitrigt.

Fir die Pathogenese von B-Zellen wird nicht nur die Fehlsteuerung der
Keimzentrumsreaktion in Betracht gezogen, auch Viren stehen im Verdacht hier mitzuwirken.
Deshalb ist es sehr interessant den Einfluss von EBV auf ein Protein wie AID zu untersuchen,

das die genetische Stabilitéit der Zelle beeinflusst.
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4.2 Der Einfluss von EBV auf die AID-Expression wahrend des
Latenz IlI-Programm

Ob EBV-positive B-Zellen die Keimzentrumsreaktion durchlaufen miissen, um die virale
Persistenz zu etablieren, ist zur Zeit Thema intensiver, wissenschaftlicher Diskussion. Die
Gruppe von Thorley-Lawson geht davon aus, dass EBV-positive B-Zellen das Keimzentrum
durchlaufen, um dann in latent infizierte B-Gedachtniszellen zu differenzieren (Babcock et
al., 2000) (siehe Einleitung S.9). Die Beobachtungen, dass EBV-positive B-Zellen sehr selten
in Keimzentren von normalen Tonsillen nachzuweisen sind und dass die seltenen EBV-
positiven B-Zellen in Keimzentren von IM-Patienten nicht die charakteristische
Keimzentrumsreaktion, SHM, durchfiihren (Kurth et al., 2003; Niedobitek et al., 1992),
werfen kritische Fragen zum Modell der Etablierung der viralen Latenz nach Thorley-Lawson
auf. Weitere Forschungsergebnisse sprechen e¢her gegen das Durchlaufen der
Keimzentrumsreaktion von EBV-positiven Zellen, denn die Expression von LMP1 interferiert
negativ mit der Bildung von Keimzentren in transgenen Miusen (Uchida et al., 1999) (C.
Hoemig, GSF, Miinchen, Doktorarbeit) und lymphoblastoide Zelllinien exprimieren LMP1,
filhren aber keine CSR durch und sind meist [gM-positiv (Ounanian et al., 1992).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der Effekt der EBV-Latenz III-Gene auf die AID-
Expression analysiert, um den Einfluss von EBV auf die Keimzentrumsreaktion zu
untersuchen. Hierfiir wurde ein lymphoblastoides Zellsystem verwendet, in dem die AID-
Expression wéhrend des Latenz III-Programms oder wihrend des Ruhezustands detektiert
werden kann. Des Weiteren wurden in Kooperation mit G. Niedobitek (Universitét, Erlangen)
Studien zur in vivo Expression des AID-Proteins und der EBV-Proteine in B-Zellen von IM-
Patienten durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der Einfluss der Latenz III-Gene auf
die AID-Expression durch einen dominanten negativen Effekt von EBNA2 beherrscht wird.
Die durch LMP1 induzierte AID-Expression (He et al., 2003) wird in vitro sowie auch in vivo
durch den negativen Einfluss von EBNA2 inhibiert. Die SHM-Aktivitit ist abhidngig vom
AlID-Level in der Zelle (Zhang et al., 2001). Zellklone, die eine AID-Menge unter einer
bestimmten Schwelle haben, zeigen keine SHM. Bedenkt man diesen Dosiseffekt, dann sollte
die Modulation der AID-Expression durch EBNA2 einen drastischen Effekt auf die Aktivitit
der Ig-diversifizierenden Prozesse haben.

In der Tat liefert dieses Ergebnis eine molekulare Erkldrung fiir die Diskrepanz in der SHM-
Aktivitat verschiedener EBV-assoziierter B-Zell-Lymphoproliferationen. Vergleicht man die
in vivo Daten der EBNA2-Expression und der SHM bei diesen Erkrankungen, dann findet

man eine Situation der inversen Korrelation vor. So exprimieren die proliferierenden EBV-
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positiven B-Zellen wihrend der IM meist EBNA2 und zeigen keine fortlaufende SHM, auch
wenn diese Zellen im Keimzentrum lokalisiert sind (Kurth et al., 2003; Kurth et al., 2000).
Andererseits ist es fiir die EBV-positiven EBNA2-negativen B-Zellen in BL charakteristisch,
dass sie fortlaufende SHM durchfithren (Chapman et al., 1995; Kuppers, 2003). In EBV-
positiven Post-Transplantations-Lymphomen (PTL) wurden Félle identifiziert, die sich
beziiglich der EBNA2-Expression unterschieden. In den EBNA2-negativen B-Zellen konnte
fortlaufende SHM-Aktivitdt nachgewiesen werden, wohingegen in den EBNA2-positiven
Féllen keine solche Aktivitit zu beobachten war (Brauninger et al., 2003; Capello et al.,
2003). Klonale Expansion von EBV-infizierten B-Zellen kommt nicht nur wéhrend der IM
oder in EBV-assoziierten B-Zell Lymphomen vor, sondern auch bei anderen Krankheiten wie
z.B. bei der Angioimmunoblastischen Lymphadenopathie mit Dysproteindmie (AILD).
Hierbei handelt es sich um ein T-Zell Lymphom, in dessen Verlauf EBV-positive B-Zell-
Klone expandieren konnen. Diese EBV-positiven EBNA2-negativen B-Zellpopulationen
zeigen fortlaufende SHM wihrend der klonalen Expansion (Brauninger et al., 2001).

Im BL scheint es zu einer Gegenselektion des EBNA2-Gens zu kommen, da in einigen
Tumorfillen das Gen des viralen Transkriptionsfaktors sogar deletiert wird (Kelly et al.,
2002). In diesen Zellen ist das c-myc-Gen in den Ig-Locus transloziert und die Expression
dieses Onkogens wird durch EBNA2 ebenso wie die des IgM-Gens negativ reguliert (Jochner
et al., 1996). Die somit verminderte Expression des c-myc-Gens konnte eine Erkldrung fiir das
Phinomen der Gegenselektion sein. Die von uns beobachtete negative AID-Regulation durch
EBNAZ2 konnte ein weiterer Grund hierfiir sein, da durch die Hemmung der AID-induzierten
Prozesse sowohl die Translokation als auch die Hypermutation des Onkogens c-myc
verhindert werden wiirde. Experimentell macht es der inhibitorische Einfluss von EBNA2 auf
die c-myc-Expression unmdglich, in den verfiigbaren menschlichen Hypermutationsmodellen
(BL-Zelllinien) den Einfluss der EBV-Latenzgene auf die SHM zu untersuchen.

Der Mechanismus der Inhibition von AID durch EBNA2 scheint unabhédngig vom
Transformations- oder Differenzierungsstatus der Zellen zu sein, da die Inhibition in allen
untersuchten B-Zelllinien (LCL, BL wund BJAB) =zu beobachten war. Die
Transformationsereignisse bei diesen Zelllinien sind unterschiedlich, zudem reprisentieren
LCLs aktivierte B-Zellen, wohingegen BLs und BJAB Keimzentrums-B-Zellen dhneln.

Fiir die Etablierung der EBV-Persistenz in nicht-malignen B-Zellen erscheint die Inhibition
eines mutagenen Proteins wie AID sinnvoll. Jede Mutation, die zu einem nicht-funktionellen
BCR fiihrt, wiirde mit der viralen Persistenz interferieren. Da es in Vivo zu einer intrinsischen

Oszillation des Gebrauchs der verschiedenen EBV-Promotoren kommt (Thorley-Lawson,
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2001), um der Eliminierung durch zytotoxische T-Zellen zu entkommen, wiirde der Verlust
des BCR zu Anfang noch von LMP2A kompensiert werden (Thorley-Lawson, 2001). Wird
die Expression von LMP2A jedoch schlieBlich im B-Zell-Gedichtnisstadium eingestellt,
wiirde das den Tod der B-Zelle und damit das Ende der EBV-Persistenz bedeuten. Ebenso
sollte die allgemeine genetische Stabilitdt in der Zelle gegeben sein, um ein Persistieren des
Virus zu ermoglichen.

Ein weiterer moglicher Punkt, warum es fiir EBV vorteilhaft wére, die AID-Expression
negativ zu regulieren ist, die Beteiligung von Deaminasen an der angeborenen Immunantwort
gegen Viren. Fiir ein Mitglied der Deaminase-Familie, APOBEC3G konnte gezeigt werden,
dass es durch die Deaminierung der retroviralen cDNA zur Zerstérung des Retrovirus beitragt
(Harris et al., 2003; Mangeat et al., 2003; Mariani et al., 2003; Zhang et al., 2003). Auch fiir
AID konnte eine antivirale Aktivitit gegen einen Retrovirus nachgewiesen werden (Gourzi et
al., 2000).

Die AID-Funktion und —(De)Regulation sind Inhalt intensiver Forschung. Neue Einblicke in
diese Mechansimen kann man {iber die Identifizierung von AID-Interaktionspartnern

erlangen.

4.3 AlDosom- neue Einblicke in die AID-Regulation

4.3.1 Aufreinigung von AID-Komplexen

In den letzten Jahrzehnten wurde es immer deutlicher, dass man Proteine nicht isoliert,
sondern in ihrer Organisation in Multi-Protein-Komplexen betrachten muss. Proteine treffen
auf ithr Substrat nicht diffusionsabhingig, sondern sie interagieren miteinander und formen
grof3e, molekulare Maschinen. Innerhalb des Proteinkomplexes hat jedes individuelle Protein
eine spezifische Funktion, die zur Gesamtfunktion des Komplexes beitridgt. Diese spezielle
Proteinfunktion ist hdufig von der Interaktion mit benachbarten Proteinoberflichen abhéngig,
die zur Modulation der Proteinaktivitit durch z.B. Konformationsédnderung oder post-
translationale Modifikationen fithren kann. Prominente Beispiele fiir Proteinkomplexe sind
die Ribosomen, das Spleiosom oder der Kernporenkomplex. Oft gehdren Proteine mehr als
einem Proteinkomplex an, die sich auch in unterschiedlichen, subzelluldren Kompartimenten
befinden konnen. Weiteres Wissen iiber diese Zusammenhinge kann helfen, bisher als
unabhéngig geltende zelluldre Aktivitdten miteinander zu verkniipfen.

Im Feld der funktionellen Proteomik sind durch die Kombination von biochemischen

Methoden und Massenspektrometrie sehr grole Fortschritte gemacht worden. So ist es zum
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Beispiel moglich, durch Affinitdtsreinigungen die Komplexitit der zu analysierenden Probe
zu reduzieren und so eine weitere Untersuchung mit dem Massenspektrometer durchzufiihren.
Der klassische Ansatz fiir die Aufreinigung von interagierenden Proteinen wird mit Hilfe
eines Antikorpers gegen das spezifische Protein durchgefiihrt. Diese Methode hat den Vorteil,
dass sie sehr nah an der physiologischen Situation ist, da der endogene Komplex direkt
gereinigt wird, ohne dass die ektopische Expression des Proteins ndtig ist. Nachteilig ist, dass
der Antikorper, sofern er Kreuzreaktivitit zeigt, auch viele falsch-positive Proteine
aufreinigt. Das groBite Problem bei dieser Methodik ist aber, dass ein guter Antikdrper gegen
das zu reinigende Protein zur Verfiigung stehen muss. Fiir AID war zu Beginn des Projektes
kein AID-Antikorper vorhanden, mit dem AID spezifisch hitte aufgereinigt werden konnen;
so kam diese Art der Affinititsreinigung zunéchst nicht in Frage.

Eine weitere Moglichkeit zur Identifikation von interagierenden Proteinen ist der so genannte
,GST-Pulldown®. Hierbei wird das zu analysierende Protein als rekombinantes GST-
Fusionsprotein in E.coli exprimiert und an einer festen Matrix immobilisiert. Interagierende
Proteine werden hier durch das Auftragen eines Zelllysats an die Sdule gebunden. Fiir diese
Methode ist es essentiell, dass das zu analysierende Protein 16slich in E.coli iiberexprimiert
werden kann. Fiir AID war bekannt, dass es bei Uberexpression in E.coli nicht 18slich
vorliegt, da im Rahmen der Antikérpergenerierung rekombinantes AID aus E.coli nur unter
Verwendung von Guanidinhydrochlorid isoliert werden konnte.

Eine 1999 von B. Seraphin und seiner Arbeitsgruppe entwickelte Methode zur Aufreinigung
von nativen Proteinkomplexen aus dem Modellorganismus Hefe, die TAP-Reinigung,
erschien die geeignete Methode, um AID-Komplexe in hoher Reinheit fiir die
Massenspektrometrie zu gewinnen. Die Gruppe verglich mehrere Markerstrukturen, die an
das zu analysierende Protein fusioniert wurden und konnte zeigen, dass die Aufreinigung mit
Hilfe der TAP-Markerstruktur sowohl bei der Ausbeute eines in geringen Mengen
vorhandenen Proteinkomplexes, als auch bei der Kontaminationsbilanz am Besten abschnitt
(Rigaut et al., 1999). Der Vorteil der Methodik liegt darin, dass zwei Affinitdtsreinigungen
hintereinander geschaltet werden, und vor der Elution die an den Komplex oder die Matrix
unspezifisch gebundenen Proteine durch Waschschritte vermindert werden koénnen. Die
Elutionsschritte der Komplexe sind dann jeweils unter nativen Bedingungen mdoglich. Durch
die hohe Spezifitit der Reinigung kann stringentes Waschen (z.B. unter Verwendung eines
Waschpuffers mit hoher Salz- bzw. Detergenzkonzentration) vermieden werden. So ist die

Wabhrscheinlichkeit erhoht, dass auch weniger stabile Multiproteinkomplexe aufgereinigt
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werden. Da es sich aber durch das duale Reinigungsschema um eine relativ lange Prozedur
handelt, konnten wiederum sehr schwach assoziierte Interaktionpartner verloren gehen.

Die hohe Effizienz von Homologer Rekombination (HR) in Hefezellen erlaubt es in diesem
System, die TAP-Markerkassette C- wie auch N-terminal in den genomischen Locus zu
integrieren. Die Expression des Fusionsproteins erfolgt somit auf physiologischem Level, da
sich das TAP-Gen unter der Kontrolle des endogenen Promotors befindet (Puig et al., 2001).
Der Vorteil dieses Systems liegt ganz klar in der Kombinationsmoglichkeit von Biochemie
und Genetik.

In humanen Zellen wurde die TAP-Methode bisher nur in einer embryonalen
Nierenkarzinomzelllinie HEK 293 verwendet (Bouwmeester et al., 2004). Der Nachteil dieses
Systems ist, dass durch die Uberexpression des zu untersuchenden Proteins die Stochiometrie
des Proteins zu seinen Bindungspartnern drastisch gedndert wird und es dadurch sehr
schwierig wird, auch wenig abundante Interaktionspartner zu identifizieren. Ebenso wird
durch die grole Menge an iiberexprimiertem Protein die Wahrscheinlichkeit erhdht, falsch-
positive Interaktionen mit aufzureinigen.

In humanen B-Zelllinien ist die TAP-Reinigung bis dato noch nicht durchgefiihrt worden. In
diesem Zellsystem ist es uns gelungen, durch die Wahl eines addquaten Promotors und die
Verwendung von stabil transfizierten Zellklonen die Expressionshohe des rekombinanten
Proteins an den physiologischen Level anzugleichen. Die Expressionstirke der verwendeten
Klone liegt etwas hoher als das endogen exprimierte AID. Da uns aber bekannt ist, dass
Keimzentrums-B-Zellen in vivo im Vergleich zu den verwendeten Raji-Zellen mehr AID
exprimieren, sollten die verwendeten Klone im physiologischen Expressionsbereich liegen.
Allerdings ist bei diesem Zellsystem noch zu beachten, dass neben dem exogenen TAP-AID
Protein noch das endogene AID-Protein in der Zelle vorhanden ist und mit dem TAP-AID um
bindende Proteine kompetitiert, was die mdgliche Ausbeute an Interaktionspartnern
reduzieren konnte.

In unserem Labor ist in der Zwischenzeit ein Zellsystem etabliert worden, in dem wir die
TAP-Technik mit , knock-out“- Zelllinien kombinieren konnen. Hierbei handelt es sich um
die Hiihnerzelllinie DT40, in der es verhéltnisméBig einfach ist durch die hohe HR-Effizienz
das zu untersuchende Gen zu deletieren (Buerstedde und Takeda, 1991).

Da es sich bei der TAP-Markerstruktur (25 kDa) im Vergleich zu dem markierten AID-
Protein (24 kDa) um eine verhdltnismafBig grofle Struktur handelt, war es denkbar, dass durch
die Fusion die Funktionalitit des AID-Proteins beeintrachtigt wird. Deshalb wurden Versuche

durchgefiihrt, um die Funktionalitdt der N- und C-terminalen Fusionsproteine zu iiberpriifen.
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Am Anfang der Studien stand uns ein System zur Verfligung, bei dem neben der TAP-AID-
Fusion zusitzlich das endogene AID-Protein in der Zelle vorlag. Spéter erst konnte der
Funktionalitétstest im DT40-System in AID-defizienten Zellen durchgefiihrt werden. Beide
Tests bestitigen die Funktionalitit der C-terminalen Fusion, wohingegen die an den N-
Terminus fusionierte Variante keine SHM-Aktivitit zeigt. Die Ursache fiir den Verlust der
SHM-Aktivitdt ist mit dem verwendeten Versuch nicht unmittelbar zu kliaren. Durch die N-
terminale Fusion konnte die Faltung des AID-Proteins so gestért worden sein, dass die
enzymatische Aktivitdt des Enzyms verloren gegangen ist oder Interaktionspartner, die fiir die
AID-Aktivitdt oder die Zielrichtung der Aktivitdt bendtigt werden, nicht mehr binden konnen.
In dieser Arbeit konnten viele identische potentielle Interaktionspartner fiir das N- und C-
terminale Fusionsprotein identifiziert werden. So konnte es sich bei der N-TAP-AID-Fusion
um einen enzymatischen Aktivititsverlust handeln. Doch diese Annahme miisste mit einem
Experiment iiberpriift werden, das die Deaminase-Aktivitdt ermittelt.

Das urspriingliche TAP-Protokoll von Bertrand Seraphin ist auf die Verwendung in
Hefezellen oder das Zielprotein-iiberexprimierenden 293-Zellen ausgelegt. So war ein
Hauptziel der Doktorarbeit, diese Reinigungsmethode fiir B-Zellen zu etablieren, die das
Zielprotein in physiologischen Mengen exprimieren. Jeder einzelne Schritt der TAP-
Reinigung musste an die Verhiltnisse in B-Zellen angepasst und optimiert werden. Auch die
verwendeten Puffer mussten modifiziert und die Dauer der einzelnen Reinigungsschritte
entsprechend angeglichen werden.

Bei der Bindung an die Ig-Matrix konnte meist bis zu ca. 70% Bindungseffizienz erreicht
werden, ebenso konnte eine hohe Effizienz bei der TEV-Protease-Spaltung erzielt werden (ca.
80-100%). Die Calmodulinbindung war zumindest fiir die CBP-AID Fusion sehr schwach
(ungefdhr 2-10% Bindungseffizienz). Die Vereinigung von zwei TEV-Eluaten in der gleichen
Calmodulin-Bindungsreaktion konnte die Ausbeute dieses Reinigungsschrittes erhdhen, so
dass genug Probenmaterial fiir die weitere Analyse im Massenspektrometer zur Verfiigung
stand. Die nicht sehr effektive Bindung an die Calmodulinsdule scheint ein
proteinspezifisches Problem darzustellen, da in unserem Labor mittlerweile die TAP-
Reinigung fiir ein anderes TAP-Protein (TAP-Rad18) durchgefiihrt wird und bei diesem
Fusionsprotein der Calmodulin-Bindungsschritt deutlich effektiver ist (S.Gowri Sreekumar,
GSF, Miinchen, personl. Mitteilung).

Die in B-Zellen optimierte TAP-Reinigung steht nun als allgemeine Labormethode fiir die
Aufreinigung weiterer, beliebiger Proteinkomplexe zur Verfiigung. Durch die Markierung

einzelner, bekannter Komponenten eines biologischen Prozesses (wie z.B. der
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Hypermutation) und die anschlieBende Kombination mit Massenspektrometrie macht es diese
Methode mdglich, grofle physische Interaktionsnetzwerke zu identifizieren. Mit
anschlieBenden funktionellen Versuchen kann aus diesem physischen ein funktionelles
Netzwerk erstellt werden. Bouwmeester et al. haben zum Beispiel mit Hilfe einer grof3
angelegten TAP-Analyse und anschlielenden funktionellen Methoden in humanen HEK 293-
Zellen zur weiteren Aufklirung des TNFo/NF-kB-Signaltransduktionsweges beigetragen

(Bouwmeester et al., 2004).

4.3.2 Prozessierung der gereinigten AID-Komplexe

Nachdem die Komplexitit der zu analysierenden Probe mit Hilfe der TAP-Reinigung stark
reduziert wurde, musste das Probenmaterial fiir die weitere massenspektrometrische Analyse
vorbereitet werden. Es gibt zwei Moglichkeiten weiter mit den Proben zu verfahren: einmal
konnen die gereinigten Komplexe durch SDS-PAGE aufgetrennt werden und nach Anfédrben
der Proteine einzelne Banden ausgeschnitten werden. Die Proteine werden anschlieBend mit
Trypsin im Gel gespalten und die entstandenen Peptide werden direkt auf eine MALDI-
Metallplatte aufgetropft und analysiert. Als zweite Mdglichkeit kann das Eluat aus der TAP-
Reinigung direkt in Losung mit Trypsin gespalten werden und die entstandenen Peptide nach
threr Hydrophobizitdt mittels Nano-LC aufgetrennt und in definierten Fraktionen auf eine
MALDI-Metallplatte aufgetropft und anschlieend analysiert werden.

Da jede Bande in einem SDS-PAGE nicht nur ein Protein, sondern mehrere Proteine enthalten
kann, ist die Gefahr grof3, dass bei der anschlieBenden MALDI-Analyse weniger abundante
Proteine nicht identifiziert werden konnen. Der limitierende Schritt ist die Peptid-Detektion
der massenspektrometrischen Methode. Ubersteigt die Anzahl der Peptide, die in einem
Tropfen enthalten sind, die Anzahl der Sequenzierungszyklen wihrend einer MS/MS-
Analyse, dann werden einige Peptide nicht erfasst. Wiederholt man die Analyse einer
komplexen Probe, so wird die Uberlappung der identifizierten Peptide/Proteine nie 100%
erreichen (Gingras et al., 2005). Auch konnen beim Ausschneiden von Coomassie-gefdrbten
Proteinbanden Proteine verloren gehen, die unter der Detektionsgrenze des Coomassie-
Féarbereagenz liegen, aber wohl noch im Rahmen der MALDI-Detektionsgrenze wiaren. Die
Moglichkeit der Trypsinspaltung von gereinigten Komplexen in Lésung hat den Vorteil, dass
hier kaum Proteine verloren gehen. Auflerdem erhélt man durch den folgenden Nano-LC-
Schritt eine bessere Trennung der einzelnen Peptide, da sie sich iiber eine groflere Anzahl an

Tropfen aufteilen als bei der Isolation einzelner Banden. So ist die Peptid-Detektions-
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Limitation der MS/MS-Analyse geringer und es konnen auch weniger abundante Peptide
detektiert werden. Ebenso wird durch die Nano-LC-Anwendung das Salz aus der
Trypsinspaltung aus der Probe entfernt und kann so nicht mehr bei der lonisierung der Peptide
storen.

Die Sensitivitit des ABI Proteomics Analyzers-4700 wurde durch Titrationsexperimente mit
bekannten Mengen des kommerziell gereinigten Proteins, BSA, bestimmt. Im Rahmen dieser
Experimente wurden auch die beiden Moglichkeiten der Probenaufbereitung miteinander
verglichen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die vorherige Auftrennung der Peptide
mit Hilfe der Nano-LC zu einer héheren Sensitivitit fiihrt (Tab.3). Das kann unter anderem
daran liegen, dass durch die Chromatographie das in der Probe enthaltene Salz, das bei der
MALDI-Analyse stort, entfernt wird. Die hohe Sensitivitit der Nano-LC-MALDI-MS/MS-
Methodik hat zur Folge, dass in der gereinigten-BSA Probe nicht nur BSA, sondern weitere
Proteine detektiert werden, auch wenn der Hersteller eine Reinheit von 99% verspricht.
Aufgrund dieser Ergebnisse sollte fiir die weitere Verarbeitung der TAP-Eluate in dieser
Arbeit die Trypsin-Spaltung in Losung und die anschlieBende Nano-LC-Autrennung
verwendet werden. Da die Trypsin-Spaltung in Losung aus experimentellen Griinden nicht
moglich war, wurde das gereinigte Eluat alternativ mit SDS-PAGE 1 cm aufgetrennt,
Coomassie gefarbt, zwei 0,5 cm groBBe Gelstiicke ausgeschnitten und die Trypsin-Spaltung im
Gel durchgefiihrt. Da somit keine einzelnen Banden ausgeschnitten wurden, sondern das
Eluat in zwei Teile geteilt wurde, wurden nach der Trypsin-Spaltung die Peptidlosungen mit
Nano-LC aufgetrennt und anschlieBend massenspektrometrisch analysiert.

Es gibt Peptide, die mit Hilfe der MALDI-Technik nicht gut ionisiert werden und so auch
nicht mit dieser Methode identifiziert werden konnen. Die alternative lonisierungstechnik
erfolgt iliber eine so genannte Elektrospray Ionifizierung (ESI) und die zugehdrigen
Massenspektrometer werden als ESI-MS  bezeichnet. Da mit diesen zwei
Massenspektrometern oft unterschiedliche Proteine identifiziert werden, konnen die beiden
Methoden als komplementir betrachtet werden (Domon und Aebersold, 2006). So kdnnte
dieses Phidnomen einer der Griinde sein, warum einige schon bekannte Interaktionspartner
von AID wie z.B. RPA (Chaudhuri et al., 2004) nicht mit der hier verwendeten Methodik
nachgewiesen werden konnen.

Wihrend der Arbeiten am hauseigenen MALDI-Massenspektrometer ergaben sich nach
einiger Zeit Probleme mit der Sensitivitdt. Da auch von Seiten der Firma ABI kein schneller
Losungsvorschlag gegeben werden konnte, wurden die Proben im Rahmen dieser

Doktorarbeit auch bei ABI in Darmstadt am Proteomics Analyzer-4800 analysiert. Diese neue
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Generation von Massenspektrometern weist eine 10fach hohere Sensitivitit auf als die alte
4700-Generation. Die identifizierten potentiellen Interaktionspartner werden im folgenden

Abschnitt diskutiert.

4.3.3 Interessante AID-Interaktionspartner

Die Liste der identifizierten mdglichen AID-Interaktionspartner wurde nach bestimmten
Signifikanz-Kriterien durchgesehen (siche Methoden 6.18). Es wurden nur Proteine
ausgewdhlt, die mindestens ein signifikantes Peptid enthielten. Fiir viele der hier ndher
besprochenen Proteine wurden auch zwei signifikante Peptide gefunden. Die Proteine, die
diesen Kriterien entsprachen, wurden in funktionelle Gruppen -eingeteilt, wie z.B.
Transkriptionfaktoren, Proteine des Ubiquitin-Proteasom-System oder Komponenten der
Transkriptions- und/oder DNA-Reparatur-Maschinerie. Bei diesen funktionellen Gruppen ist
die Relevanz fiir die von AID induzierten Prozesse oder fiir die AID-Regulation sehr deutlich.
Bei den Faktoren, die zum Zytoskelett, den Hitzeschockproteinen und den heterogenen
nukledren Ribonukleoproteinen zdhlen, ist es schwieriger einen direkten Zusammenhang zu
erkennen. Die Gruppe der Proteine, deren Zusammenhang mit AID und SHM nicht erkennbar
oder deren Funktion noch nicht bekannt ist, wurde unter ,,Andere* zusammengefasst.
Eindeutige Verunreinigungen wurden unter dem Punkt ,,Kontamination* zusammengefasst.
Die Transkription ist fiir den Prozess der SHM unabdinglich, denn ohne Transkription kann
auch keine Einfilhrung von Mutationen beobachtet werden (Fukita et al., 1998). Fiir das
»largeting” der SHM-Maschinerie scheint der Transkriptionsvorgang aber nicht ausreichend
zu sein, denn die meisten der in B-Zellen stark transkribierten Gene akkumulieren keine
Mutationen (Shen et al., 2000). Wahrscheinlich regulieren cis-Elemente, die im Ig-Locus
liegen und/oder kombinatorische Effekte dieser Elemente die Zielfiihrung der SHM-
Maschinerie. Diese cis-Elemente im Ig-Locus, an die Transkriptionfaktoren binden, konnten
eine Rolle beim ,,Targeting™ eines Mutators wie AID spielen. Es wurde gezeigt, dass die
Einfiihrung mehrerer E-Box-Sequenzen in ein Transgen eine starke Erhohung der SHM
bewirkt ohne den Transkriptionslevel des Transgens zu verdndern (Michael et al., 2003). Fiir
die von E2A-kodierten, E-Box-bindenden Proteine konnte im DT40-System eine Stimulation
der Genkonversions- bzw. SHM-Aktivitit gezeigt werden (Conlon und Meyer, 2006; Schoetz
et al., 2006). Bisher konnte aber noch keine physische Interaktion dieser E-Box-bindenden
Proteine mit AID gezeigt werden.

Unter den in dieser Arbeit identifizierten AID-Interaktionspartnern befinden sich drei

Transkriptionsfaktoren, die der TFE/MITF Familie angehoren: TFE3, TFEB und MITF. Die



Diskussion 71

basisch Helix Loop

380
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Abbildung 28: Darstellung des Homologiebereichs der bHLH-LZ Transkriptionsfaktorfamilie MITF
Die Mitglieder der MITF-Transkriptionsfaktorfamilie haben eine fast identische basische Region und sehr
dhnliche HLH- und LZ-Regionen. Die Sequenzen sind aus der SwissProt-Datenbank mit den angegebenen
»Accession“-Nummern entnommen. Fiir den Sequenzvergleich wurde CLUSTALW Multiple Alignment
verwendet. (*): Identische AS in rot; (:): sehr dhnliche AS in griin, (.): geringfiigig dhnliche AS in schwarz.

Mitglieder dieser Familie sind basische Helix-Loop-Helix Leucine-Zipper (bHLH-LZ)
Transkriptionsfaktoren (Abb.28), die als Homo- wie auch als Heterodimere an E-Box-Moitve
in der DNA binden kénnen (Hemesath et al., 1994). Potentielle Heterodimerpartner sind die
Mitglieder derselben Familie (Hemesath et al., 1994). TFE3 ist ubiquitdr exprimiert und
bindet unter anderem an die microE3 E-Box (nE3) des IgH-Intron-Enhancers (Beckmann et
al., 1990); es ist das primire zellulire bHLH-LZ Protein, das den IgH-Enhancer aktiviert
(Carter et al., 1997). Miuse, deren B- und T-Zellen kein TFE3 exprimieren, zeigen eine
geringe B-Zellaktivierung, die IgM-Serumlevel sind ebenso wie die IgG- und IgA-Level
reduziert (Merrell et al., 1997). Fiir den Transkriptionsfaktor MITF sind mehrere Isoformen
bekannt, die tiberwiegend gewebsspezifisch exprimiert werden. Die in B-Zellen exprimierte
Isoform MITF-L inhibiert die Plasmazellentwicklung von ruhenden B-Zellen (Lin et al.,
2004). Ebenso sind fir TFEB mehrere Spleilvarianten beschrieben worden, von denen
TFEB-F spezifisch in Milzgewebe exprimiert wird (Kuiper et al., 2004). In B-Zellen wurden
zu TFEB noch keine Studien durchgefiihrt. Fiir TFEB konnte gezeigt werden, dass es ebenso
wie TFE3 und MITF in vitro an pE3-Stellen bindet (Aksan und Goding, 1998). TFEB
defiziente Mausembryos sterben friih in der Entwicklung, da sie Defekte in der plazentalen

Gefaflbildung haben (Steingrimsson et al., 1998).
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Abbildung 29: Modell der Zielfiihrung von AID an den IgH-Locus

Die Transkriptionsfaktoren der MITF-Familie sind Kandidaten fiir die Zielfiilhrung von AID an den IgH-Locus.
Die TFs binden als Homo- bzw. Heterodimere an den Ep-Enhancer. AID bindet an die TFs, die es somit an das
transkribierte V-Gen des IgH-Locus fiihren konnten. (Anmerkung: vereinfachtes Modell, in dem die Ep3°-
Enhancer, die fiir die SHM wichtig sind, nicht miteinbezogen sind).

Diese Transkriptionsfaktoren stellen exzellente Kandidaten flir die gerichtete
Hypermutationsaktivitdit von AID an den Ig-Locus dar (Abb.29). Erstmalig konnte im
Rahmen dieser Arbeit eine physische Interaktion von AID mit einem moglichen Zielfaktor
gezeigt werden. Mit Western-Blot-Analyse konnte fiir den Transkriptionsfaktor TFEB eine
Koreinigung mit AID bestétigt werden (Abb.27A). Fiir den Faktor MITF ist kein funktioneller
Antikorper verfiigbar und fiir TFE3 ist keine Koreinigung mit AID sichtbar. Da iiber die
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Stochiometrie dieses Komplexes keinerlei Daten bekannt sind, kdnnte es auch sein, dass
TFE3 unterhalb der Detektionsgrenze der Western-Blot-Analyse vorliegt.

Das HSI1-Protein (,,Hematopoietic lineage cell-specific protein 1) wird spezifisch in
hamatopoetischen Zellen exprimiert (Kitamura et al., 1989). Seine Funktion ist noch nicht
bekannt. Da es Motive enthilt, die charakteristisch fiir Transkriptionsfaktoren sind, nimmt
man an, dass es die Genexpression wie ein Transkriptionsfaktor reguliert (Kitamura et al.,
1989). HSI wird in B-Zellen nach BCR-Quervernetzung von den Nicht-Rezeptor
Phosphotyrosinkinasen (NR-PTK) wie Lyn und Syc phosphoryliert (Yamanashi et al., 1997).
Das HS1-Protein enthilt eine putative NLS und transloziert, nachdem es phosphoryliert
wurde, in den Kern (Yamanashi et al., 1997). B- und T-Zellen von Méusen, denen ein
funktionelles HS1-Gen fehlt, zeigen klare Defekte in der Antigenrezeptor-Antwort (Taniuchi
et al., 1995). HS1 wére somit ein viel versprechender Kandidat fiir die nukleére Translokation
von AID abhingig von einem BCR-Signal bzw. fiir die Retention im Zytoplasma ohne ein
adidquates BCR-Signal. Durch eine Deletion der NLS-Sequenz im HS1-Gen in DT40-Zellen
konnte diese Hypothese liberpriift werden.

Fiir den transkriptionellen Regulator SKIP (,,Ski Interacting Protein) sind einige Funktionen
bekannt, jedoch wurde keine davon bisher mit der Regulation der Transkription des Ig-Locus
in Zusammenhang gebracht (Folk et al., 2004). SKIP kann sowohl als Transkriptionsinitiator
als auch als Repressor fungieren, je nach Interaktionspartner.

Eine weitere interessante Gruppe sind Proteine, die mit dem Ubiquitinsystem in Verbindung
stehen. Dieses System markiert Proteine mit Ubiquitin und reguliert so die Proteinaktivitit
bzw. die Degradation durch das Proteasom. Auflerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der
Regulation der DNA-Reparatur (siehe unten). Die Polyubiquitinierung eines Proteins fiihrt zu
seinem Abbau iiber das Proteasom. In dem gereinigten AID-Komplex konnte Ubiquitin selbst
identifiziert werden, was darauf hinweist, dass mindestens eines der im Komplex befindlichen
Proteine modifiziert ist. Es wurden weitere Proteine gefunden, die zum Ubiquitin-Proteasom-
System gehoren, so z.B. die Ubiquitin-Protein-Ligase EDD, eine E3 Ubiquitin-Ligase, die
Ubiquitin auf Zielproteine direkt iibertrdgt. Fiir EDDI ist eine Rolle bei der DNA-
Schadensantwort in Zusammenhang mit TopBP1 (Topoisomerase bindendes Protein 1)
beschrieben worden (Honda et al., 2002). Die Ubiquitin-Hydrolase ist ein Gegenspieler der
Ubiquitin-Ligasen und die Proteasom-Aktivator-Komplex-Untereinheit ist eine Untereinheit
des Proteasoms. Die potentielle Regulation von AID durch das Ubiquitin-Proteasom-System

wird in unserem Labor untersucht (M. Eder und I. Pfeil, GSF, Miinchen).
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Es wird angenommen, dass die durch AID eingefiihrten Mutationen wéahrend der DNA
Replikation fixiert werden (Rada et al., 2004). So ist es moglich, dass sich unter den
Komponenten eines postulierten ,,AIDosoms* auch Proteine befinden, die fiir die DNA-
Reparatur und -Replikation wichtig sind. Als wichtiger Faktor ist hier PCNA (,,Proliferating
Cell Nuclear Antigen®) zu erwédhnen, das in unserer Studie als Komponente des AID-
Komplexes identifiziert wurde. Dieses Protein erhoht die Prozessivitidt der DNA-Pol 6, die in
Eukaryoten {iberwiegend fiir die Replikation zustindig ist. Wird der Replikationsprozess
durch DNA-Schédden gestort oder kommt die Replikationsgabel zum Stillstand, dann wird
PCNA an einem konservierten Lysin (K164) monoubiquitiniert (Hoege et al., 2002). Dieses
monoubiquitinierte PCNA rekrutiert fehlerhaft-replizierende DNA-Polymerasen (z.B. DNA-
Pol m, v oder ), die dann DNA-Pol 6 ersetzen und bei der DNA-Synthese Mutationen
einfithren (Stelter und Ulrich, 2003; Ulrich und Jentsch, 2000). Die Beteiligung der durch
Rad18 induzierten Monoubiquitinierung von PCNA am Prozess der SHM ist erst kiirzlich in
unserer Arbeitsgruppe und anderen gezeigt worden (Arakawa et al., 2006; Bachl et al., 2006).
Fir PCNA konnte in dieser Doktorarbeit eine Koreinigung mit AID iiber Western-Blot-
Analyse gezeigt werden und auch in einer unabhingigen Immunprézipitation konnte die
Interaktion von AID und PCNA bestitigt werden (I. Pfeil, GSF, personliche
Kommunikation). Fiir den hier identifizierten moglichen AID-Interaktionspartner CAF1
(,,Chromatin Assembly Factor) und PCNA ist bereits eine Kolokalisation an DNA-
Schadensstellen gezeigt worden (Gerard et al., 2006).

Ein Bestandteil des Zytoskeletts, die Mikrotubuli, wurde bereits als Interaktionspartner von
AID veroffentlicht und von den Autoren als Retentionsfaktor postuliert (Wu et al., 2005). Im
Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten TAP-Reinigung konnte Tubulin als
Interaktionspartner von AID bestétigt werden.

Mit der Identifizierung von AID-Interaktionspartnern im Rahmen dieser Arbeit konnte das
physische Netzwerk beziiglich der AID-Regulation erweitert werden. Es konnten
entscheidende FEinblicke in potentielle Mechanismen der Zielfilhrung von AID oder des
Kerntransportes von AID gewonnen werden. Als wesentlicher ndchster Schritt mufl aus dem

physischen ein funktionelles Netzwerk der AID-Regulation erstellt werden.
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4.4 Ausblick

AID wird in vielen B-Zell Lymphomen exprimiert. Es wird angenommen, dass es durch eine
konstitutive AID-Aktivitét zu aberranter SHM in Protoonkogenen (Pasqualucci et al., 2001)
und/oder zur Translokation derselben in den Ig-Locus kommen kann (Magrath, 1990). In
Féillen von Non-Hodgkin Lymphomen konnten unterschiedliche AID-mRNA-
Expressionslevel und damit oft korrelierende aktive SHM beobachtet werden (Smit et al.,
2003). Auch konnte bei einigen FL-Féllen ein selektives Auswachsen von AID-
exprimierenden Klonen detektiert werden, die wahrscheinlich eine aktive SHM-Maschinerie
exprimieren (Smit et al., 2003). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die durch
fortlaufende SHM bedingte genomische Instabilitit nicht nur fiir die Initiation von
Tumorzellen essentiell sein konnte, sondern auch eine Rolle beim Prozess der
Tumoraufrechterhaltung und/oder —progression spielt. Deshalb untersuchen wir in
Kooperation mit M.-L. Hansmann (Universitdt, Frankfurt) mit dem von uns generierten
Antikorpern Fille von FL auf ihre AID-Expression in vivo und versuchen diese mit der
Prognose der Patienten zu korrelieren. Je nach Ergebnis dieser Studie soll die Untersuchung
auf weitere Tumorentititen ausgeweitet werden. Korreliert ein hoher AID-Level mit einer
schlechteren Prognose, konnte das Einfluss auf die Therapie der Lymphom-Patienten haben.
Weitere Untersuchungen zur physiologischen AID-Regulation sind wichtig fiir das
Verstindnis des SHM-Prozesses. So kann man in einer BL-Zelllinie (BL2), die durch CD40L
und BCR-Stimulation zur SHM induziert werden kann, das TAP-AID-Fusionsprotein
exprimieren, anschlieBend die Komplexe aus den induzierten mit denen aus den nicht
induzierten Zellen vergleichen und bei eventuell unterschiedlichen Interaktionspartnern einen
Hinweis auf die AID-Regulation erhalten. Die Untersuchung von nukledren und
zytoplasmatischen AID-Komplexen in diesem Zellsystem konnte Aufschluss dariiber geben,
ob die AID-Mengen oder die AID-Komplexzusammensetzung im Kern von Signalen des
BCR oder CD40 abhéngig sind.

Mit den in dieser Arbeit identifizierten AlID-Interaktionspartnern stehen unserer
Arbeitsgruppe gute Ausgangspunkte zur Verfligung, um weitere Einblicke in das funktionelle
AID-Netzwerk zu erlangen. Es wird z.B. untersucht, ob die Transkriptionsfaktoren der MITF-
Familie mechanistisch fiir die SHM eine Rolle spielen. Im Hinblick auf die Beteiligung von
AID bei der DNA-Reparatur wird untersucht, ob AID mit der PCNA-Ubiquitinierung
interferiert. Des Weiteren werden Versuche durchgefiihrt, die kliaren sollen, ob AID {iber

proteasomalen Abbau reguliert wird.
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Mit der DT40-Zelllinie steht uns ein Zellsystem zur Verfligung mit dem es moglich ist, die
wichtigen funktionellen Analysen beziiglich der AID-Regulation durchzufiihren. Man kann
durch HR bekannte AID-Interaktionspartner deletieren und den Effekt dieses Genverlusts auf
die SHM bzw. Genkonversion untersuchen. In DT40-Zellen ist es auch moglich genetische
Manipulation mit biochemischen Methoden zu verbinden. Man kann in DT40-AID”-Klonen
TAP-AID-Mutanten bzw. TAP-Wildtyp-AID exprimieren und vergleichende Studien der

Zusammensetzung der AID-Komplexe durchfiihren.
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5 Material

5.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

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

5.2 Verwendete Kits

DC Protein Assay (BioRad, Miinchen); ECL Kit (Amersham Biosciences, Freiburg); FastStart
DNA Master SYBR Green I Kit (Roche Applied Science, Mannheim); 1st Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim); GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham
Biosciences, Freiburg); Jet Star 2.0 Plasmid Purification Kit (Genomed, Lohne); QIAgen Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden); QIAgen PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden); RNeasy Kit
(Qiagen, Hilden).

5.3 Bakterien

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


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

Material 78

5.4 Enzyme

Restriktionsenzyme sowie dazugehorigen Reaktionspuffer (10x) wurden von MBI-Fermentas
(St.Leon-Rot), NEB (Schwalbach) und Roche Applied Science (Mannheim) bezogen.

T4-DNA-Ligase sowie dazugehoriger Puffer kamen von Roche Applied Science (Mannheim).
Tag-Polymerase und Puffer wurde von Roche Applied Science (Mannheim) und Qiagen
(Hilden) bezogen. TurboPfu-Polymerase wurde von Stratagen (Amsterdam, Niederlande)
erstanden. TEV Protease wurde von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Trypsin Gold

kam von Promega (Mannheim).

5.5 ProteingroRRenstandard

Um das molekulare Gewicht von Proteinen zu bestimmen, die in einem SDS-PAGE
aufgetrennt worden sind, wurde neben den Proben ein Marker geladen. Der Proteinstandard
enthidlt 10 Proteine, die ecine GroBe zwischen ca. 10 und 190kD haben. Um die
Standardproteine sichtbar zu machen, ist ein blauer Farbstoff kovalent an diese gebunden. Fiir
eine leichtere Orientierung und Identifikation der Proteine wurde an das ca. 60kD grof3e
Protein ein roter Farbstoff gekoppelt. Der verwendete Standard ist der Proteinstandard Bench

Mark™ Pre-stained Protein Ladder von Invitrogen (Karlsruhe).

5.6 Antikorper

Tabelle 5: Antikorper, die fiir den Proteinnachweis verwendet wurden

Erstantikorper Verdiinnung aus gegen Bezugsquelle
IAID 5G9 1:5 Ratte AID E.Kremmer

IAID 5C7 1:5 Ratte AID E Kremmer

IAID 2H5 1:5 Ratte AID E.Kremmer

Aktin 1:1000 Maus Aktin Santa Cruz

3F10 1:100 Ratte HA E. Kremmer, GSF
RBF 4E4 1:10 Ratte RPA E. Kremmer, GSF
GAPDH 1:2000 Kaninchen GAPDH Abcam/Biozol
Tubulin 1:20000 Maus Tubulin Promega

OE10 1:1000 Maus c-Myc Santa Cruz

TFEB 1:1000 Kaninchen TFEB Biochrom

PCNA 1:10000 Maus PCNA Promega
[Ubiquitin 1:1000 Maus Ubiquitin Promega
IgM-FITC 1:40 Chicken IgM Natutec
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Zweitantikorper Verdiinnung aus gegen Bezugsquelle

anti-goat-HRP 1:10000 Kaninchen Ziege Sigma

anti-mouse-HRP 1:2000 Schaf Maus Amersham
Jackson Immuno

anti-rat-HRP 1:10000 Ziege Ratte Research

anti-rabbit-HRP 1 :10000 Esel Kaninchen Promega

5.7 Oligonukleotide

Tabelle 6: DNA-Oligonukleotide fiir (quantitative) RT-PCR-Reaktionen

Primer-Name Nukleotidsequenz (5" — 3")
hAIDRTI GAGGCAAGAAGACACTCTGG
hAIDRT2 GTGACATTCCTGGAAGTTGC
hAIDRT3 CCAACCTCAGTCTGAGGATCTTC
hAIDRT12 AACCAGGTGACGCGGTAG
hAIDRT13 GACGTTCCTGACTATGCCG
hCD21RTI AGATCCTAAGAGGCCGAATGG
hCD21RT2 CACATAGCCAGGGTTACAGC
CD19fw CTCCTTCTCCAACGCTGAGT
CD19rv TGGAAGTGTCACTGGCATGT
hemycRT! CAGCAGCCTCCCGCGACGATG
hemycRT4 GGACATTTCTGTTAGAAGGAATCG
hmuHCRT]1 CTGACCTTCCAGCAGAATGCG
hmuHCRT2 AAGTAGACATCGGGCCTGTGC
C-TAPI GTATCGGCAGAGTCGTCGGTTG
N-TAP3 TAGCCGTCTCAGCAGCC

Tabelle 7: Primer zur Amplifikation der AID- bzw. TAP-Fragmente

Primer-Name

Nukleotidsequenz (5"'— 3")

Enzym

N-TAPI CGTTCGAATTCGCCACCATGGCAGGCCTTG BstBI, EcoRI
N-TAP2 CGGGATCCAAGTGCCCCGGAGGATGAG BamHI
N-TAP4 GGAATTCTCAAAGTGCCCCGGAGGATG EcoRI
AIDI16 GACTAGTGAATTCGCCACCATGGACAGCCTCTTG |Spel, EcoRI
AID17 CGGGATCCAAGTCCCAAAGTACGAAATG BamHI
AID18 CGGGATCCATACAGGGGCAAAAGGATGCG BamHI

Unterstrichen: Restriktionssequenz.
Durch die verwendeten Primer wurden an den Enden der PCR-Produkte Restriktionsstellen

eingefiihrt, die fiir die Klonierung in den Expressionsvektor genutzt wurden.
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5.8 Zelllinien

Tabelle 8: Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Bezugsquelle

Bemerkungen

Burkitt Lymphom-Zelllinien EBV-negativ

BL41 H. Tesch, Koln

BL41-K3 B. Kempkes, Miinchen mit Ostrogen regulierbarem EBNA2
BL100 B. Jungnickel, Miinchen

Ramos M. Neuberger, Cambridge

Burkitt Lymphom-Zelllinie EBV-positiv

Elijah B. Jungnickel, Miinchen

Mutu | J. Bachl, Miinchen

Raji ATCC J. Bachl, Miinchen

Burkitt Lymphom-&hnliche Zelllinien

BJAB B. Kempkes, Miinchen EBV negativ

BJAB-K3 B. Kempkes, Miinchen mit Ostrogen regulierbarem EBNA2

Lymphoblastoide Zelllinie

721

B. Kempkes, Miinchen

Konditional immortalisierte Zelllinie

EREB2-5 (MS oder BK)

M. Schlee + B. Kempkes,

Miinchen

mit Ostrogen regulierbarem EBNA2 und
EBNAZ2 defizientem EBV Stamm (P3HR1)

Maus pra-B-Zelllinie

18-81 | J. Bachl, Miinchen ‘ mit humanem HA-AID transfiziert
Hiihner B-Zelllinie

DT40 | H. Arakawa, Neuherberg ‘

Nicht-B-Zelllinie

HEK 293 | Dr. Engert, Ko6In ‘ embryonale Nierenzelllinie

5.9 Datenverarbeitung

Folgende Programme wurden benutzt:

Sci Ed Central (Clone Manager 6)

Microsoft Word 2003
Adobe Photoshop 6.0
Excel 2003

Power Point 2003
CellQuest

GPS Data Explorer 2.0
MASCOT

SwissProt

AIDA 2.0 Image Analyzer

Sequenzverarbeitung

Textverarbeitung

Bildverarbeitung

zum Erstellen der Tabellen

Grafiken

FACS Datenaquisition und -auswertung
MS/MS-Auswertung

Such-Maschine

Proteindatenbank

Densitometrie
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5.10 Peptide fur AID-AntikGrpergenerierung

Alle Peptide wurden von der Firma PSL (Heidelberg) synthetisiert und an KLH oder OVA
gekoppelt. Die Aminoséduresequenz wurde dem humanen AID-Protein Swiss Prot Accession
Nummer Q9GZX7 entnommen.

EK1: N-terminales Peptid von Aminosdure 8 bis 30 mit der Sequenz
RRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLC

EK2: C-terminales Peptid von Aminosdure 184 bis 198 mit der Sequenz
CEVDDLRDAFRTLGL

EK3: Peptid aus dem Mittelbereich von Aminosdure 116 bis 132 mit der Sequenz
CEDRKAEPEGLRRLHRA
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6 Methoden

6.1 Standardmethoden

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

kommerziellen Produkten wurde gemil3 den Herstellerangaben vorgegangen.

6.2 Klonierung

Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle PCR-Reaktionen mit Pfu-Polymerase nach
Angaben des Herstellers in einem TRIO-Thermoblock (Biometra, Goéttingen) durchgefiihrt.
Als Standardprogramm wurde iiber 30 Zyklen amplifiziert, wobei jeder Zyklus 45 s bei 94 °C,
30 s bei 45, 56, 58 bzw. 68°C und 2 min bei 72 °C umfasste. Alle PCR Produkte wurden nach
Subklonierung in einen pGEM-T Vektor (Promega, Mannheim) sequenziert. Diese

Sequenzierungen wurden von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgefiihrt.

6.2.1 TAP-AID Expressionsvektoren

pST8 N-TAP-AID

Um den Vektor pST8 N-TAP-AID zu generieren, wurde der N-terminale TAP-tag aus dem
Vektor pZomel-N (Cellzome, Heidelberg) mittels PCR amplifiziert. Als Primer wurden N-
TAPI1 und N-TAP2 benutzt. Der 5’-Primer fiihrt eine BstBI und ECORI Schnittstelle und der
3’-Primer eine BamHI Schnittstelle ein. Das PCR-Produkt wurde mittels BstBI und BamHI
Restriktion in den pSTI1-AIDpGEX2T-Vektor (S.Tobollik, Diplomarbeit) kloniert und
sequenziert (Zwischenvektor pST5). Hierbei wurde der N-TAP-tag in frame an den
kodierenden Bereich von AID gebracht. Die N-TAP-AID-Kassette wurde dann als EcoRI-
Fragment ausgeschnitten und in die ECORI-Schnittstelle des Vektors pCAGGS-IRES-PURO
(J. Bachl, Miinchen) ligiert, wodurch das N-TAP-AID-Fusionsgen unter die Kontrolle des B-
Aktin-Promotors des Huhns gebracht wurde. Die richtige Orientierung der Kassette wurde

mittels BgIIT Restriktion tiberpriift.
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pST10 C-TAP-AID

Zur Herstellung des Plasmids pST10 C-TAP-AID wurde der kodierende Bereich fiir humanes
AID (hnAID) mittels PCR aus dem Vektor pST1-AIDpGEX2T (S.Tobollik, Diplomarbeit)
amplifiziert. Als Primer wurden AID16 und AID17 benutzt. Der 5’-Primer fiihrt eine Spel
und EcoRI Schnittstelle und der 3’-Primer eine BamHI Schnittstelle ein. Das PCR-Produkt
wurde in den pGEM-T-Vektor kloniert und anschlieBend sequenziert. Aus diesem wurde es
mittels Spel und BamHI Restriktion in den pZomelC-Vektor (Cellzome, Heidelberg) kloniert,
wodurch das AID Gen in frame an den C-TAP-tag gebracht wurde (Zwischenvektor pST7).
Die C-TAP-AID-Kassette wurde dann als ECORI-Fragment ausgeschnitten und in die ECORI-
Schnittstelle des Vektors pPCAGGS-IRES-PURO (J. Bachl, Miinchen) ligiert, wodurch das C-
TAP-AID-Fusionsgen unter die Kontrolle des B-Aktin-Promotors des Huhns gebracht wurde.

Die richtige Orientierung der Kassette wurde mittels BsaAl Restriktion tiberpriift.

pSK1 TAP

Um den Expressionsvektor fiir den TAP-tag alleine herzustellen, wurde aus dem
Zwischenvektor pSTS (siche pST8 N-TAP-AID) die N-TAP-Kassette mittels PCR
amplifiziert. Als Primer wurden N-TAP1 und N-TAP4 verwendet. Nach Klonierung in den
pGEM-T Vektor wurde das PCR-Produkt sequenziert und iiber die ECORI-Schnittstelle des
Vektors pCAGGS-IRES-PURO (J. Bachl, Miinchen) ligiert. Die richtige Orientierung der
Kassette wurde mittels Ncol Restriktion tiberpriift.

pSK3 C-TAP-AIDbix

Zur Herstellung dieses Vektors wurde der kodierende Bereich der AIDbix Mutante (R24W)
aus dem Vektor pCAGGS HAhnAIDbix (F. Riickerl, Miinchen) mittels PCR amplifiziert.
Die verwendeten Primer waren AID16 und AID17. Das PCR-Produkt wurde in den pGEM-T-
Vektor kloniert und sequenziert. Uber Spel und BamHI Restriktionsstellen wurde das Produkt
in den Zwischenvektor pST7 (siehe pST10 C-TAP-AID) ligiert, wobei die AIDbix Mutante in
frame an den C-TAP-tag gebracht wurde. Die C-TAP-AIDbix-Kassette wurde dann als
EcoRI-Fragment ausgeschnitten und in die ECORI-Schnittstelle des Vektors pCAGGS-IRES-
PURO (J. Bachl, Miinchen) ligiert. Die richtige Orientierung der Kassette wurde mittels Ncol
Restriktion iiberpriift.
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pSKS C-TAP-AIDANES

Zur Generierung des Vektors pSK5 C-TAP-AIDANES wurde aus dem Zwischenvektor pST7
(siche pST10 C-TAP-AID) mittels PCR AID amplifiziert. Als Primer wurden AID16 und
AID18 verwendet, wobei der 3’-Primer AID18 nicht das gesamte AID abdeckt, sondern 42bp
kiirzer ist, somit erhilt man ein verkiirztes AID Produkt, AIDANES. Das PCR-Produkt wurde
in den pGEM-T-Vektor kloniert und sequenziert. Uber Spel und BamHI Restriktionsstellen
wurde das Produkt in den Zwischenvektor pST7 (siehe pST10 C-TAP-AID) ligiert, wobei die
AIDANES Mutante in frame an den C-TAP-tag gebracht wurde. Die C-TAP-AIDANES-
Kassette wurde dann als ECORI-Fragment ausgeschnitten und in die ECORI-Schnittstelle des
Vektors pST10 C-TAP-AID ligiert. Durch die EcoRI Restriktion wurde bei Vektor pST10 C-
TAP-AID die C-TAP-AID-Kassette entfernt. Die richtige Orientierung der Kassette wurde
mittels BsaAl Restriktion iiberpriift.

6.3 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden, um sterile Bedingungen zu gewdhrleisten, in einer Umluft-
Sterilbank (Heareus Christ Instruments, Diisseldorf) mit sterilen Glas- oder Plastikpipetten
vorgenommen. Die Zellen wurden in einem Inkubator (Heareus Christ Instruments,
Diisseldorf) bei 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit und 37°C bzw. 41°C fiir Hiihner DT40
Zellen kultiviert.

Kulturmedium

500 ml RPMI 1640 Medium (Invitrogen, Karlsruhe)

50 ml FKS (Biochrom KG, Berlin und PAA, Pasching, Osterreich) 10 %
Sml Penicillin (Invitrogen, Karlsruhe) 100U/ml
5ml Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe) 100pg/ml
5ml Glutamin (200 mM) (Gibco BRL, Schottland) 2 mM
Sml Natriumpyruvat (100 mM) (Gibco BRL, Schottland) 1 mM

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit einer Neubauer Zahlkammer durchgefiihrt.
Die Maus pra-B Zelllinie 18-81 wurde zusitzlich mit 50 mM B-Mercaptoethanol kultiviert.
Stabile Transfektionsklone mit pI-GFPstop wurden zusétzlich in Gegenwart von 400 pg/ml

G418 kultiviert, um den Verlust des Reporter-Transgens zu verhindern. Stabile
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Transfektionsklone von 18-81 mit pST-Vektoren wurden in Gegenwart von 1.25 pg/ml
Puromycin kultiviert.

Die pri-B-Zelllinie Nalm-6, alle Burkitt-Lymphom Zelllinien, die Lymphoblastoiden
Zelllinien und die Nicht-B-Zelllinie 293 wurden in in oben genanntem Medium kultiviert. Bei
der konditional immortalisierten Zelllinie EREB2-5 wurde zusitzlich 2 uM Ostrogen zum
Kulturmedium gegeben. Bei den Zelllinien BL41-K3 und BJAB-K3 wurde fiir die
Aktivierung von EBNA2 1 uM Ostrogen ins Kulturmedium gegeben. Stabile
Transfektionsklone der Zelllinie Raji mit pST- oder pSK-Vektoren wurden in Gegenwart von
0,8 ug/ml Puromycin kultiviert.

Bei der Hiithner Zelllinie DT40 wurden zusétzlich ins Kulturmedium 10 % Hiihnerserum
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und 100 pM B-Mercaptoethanol zugegeben. Stabile
Transfektionsklone der Zelllinie DT40 mit pST- oder pSK-Vektoren wurden in Gegenwart

von 0,5 pg/ml Puromycin kultiviert.

6.3.1 Inaktivierung und Reaktivierung von EBNA2 in der Zelllinie
EREB2-5

Es wurden 9,6x10” Zellen aus einem Kulturmedium mit 2 uM Ostrogen durch Zentrifugation
mit 1200 rpm fiir 5 Minuten in einer Varifuge (Heareus Christ Instruments) sedimentiert und
in 40 ml Kulturmedium gewaschen. Nach Zentrifugation wie beschrieben wurde das
Zellpellet in 40 ml Kulturmedium resuspendiert und fiir 20 Minuten bei 37°C im
Zellinkubator inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut sedimentiert und in 160 ml
Kuturmedium resuspendiert und fiir drei Tage inkubiert. Zu 20 ml der Zellkultur wurden 2
uM Ostrogen zugegeben und die Zellen wurden in den Inkubator gestellt. Vor der
Ostrogenzugabe und 1, 2, 4, 8, 24 und 50 Stunden nach Ostrogenzugabe wurden je drei
Zellfraktionen zu je 3x10° Zellen sedimentiert. Eine Kontrollkultur wurde mit 2 pM Ostrogen

im Zellkulturmedium kultiviert.

6.4 Transfektion

Fiir die Etablierung stabiler Transfektionsklone wurden 1x 107 Zellen der Zelllinie Raji mit
250 V und 850 pF elektroporiert. 1x 107 293 Zellen wurden transient mit Polyfect (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Fiir die stabile Transfektion von DT40
Zellklonen wurden 1,5x 107 Zellen mit 800V und 50uF elektroporiert.
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6.5 Generierung von Einzelzellklonen

Die Zellen wurden wie unter 6.4 beschrieben mit pST- bzw. pSK-Vektoren transfiziert. Je
100pul der transfizierten Zellen wurden auf die Locher einer 96 Lochplatte verteilt und
inkubiert. Nach drei Tagen wurden 0,8 pg/ml (fiir die Raji-Klone) bzw. 0,5pg/ml (fiir die
DT40-Klone) Puromycin zum Kulturmedium gegeben und die Zellen positiv selektioniert.

Die Einzelzellklone wurden in 48 Lochplatten umgesetzt und weiter expandiert.

6.6 Western-Blot-Analyse

Fiir Western-Blot-Analysen wurden ca. 3 x 10° Zellen mit PBS gewaschen und in 2x Lammli
Puffer (Laemmli, 1970) lysiert. Der Proteingehalt dieser Zellysate wurde mit Hilfe des D¢
Protein Assay von Bio-Rad (Miinchen) nach Angaben des Herstellers bestimmt. 60 pg Protein
pro Spur wurden mittels Elektrophorese in 12 % SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und
auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran transferiert. Die Proben der TAP-
Reinigung wurden direkt bzw. mittels TCA-Féllung eingeengt in 2x Laemmli Puffer
aufgenommen, wie angegeben aufgetragen und mittels Elektrophorese wie oben beschrieben
aufgetrennt. Nach Blocken der Membran mit 5 % Magermilch in PBS wurde die Membran
tiber Nacht bei 4°C mit dem priméiren Antikdrper inkubiert. Die Membran wurde danach mit
PBS gewaschen und anschlieBend fir 3 h bei Raumtemperatur mit dem
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundérantikorper inkubiert. Nach erneutem Waschen
mit PBS wurde die Chemi-Lumineszenzreaktion mit Hilfe des ECL Kits bzw. des ECL
Advance™ Western Blotting Detection Kits gestartet und auf ECL-Chemilumineszenzfilmen

visualisiert (alle drei GE Healthcare, Freiburg).

6.7 ReverseTranskription-PCR

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) kann RNA in einzelstrdngige cDNA transkribiert
werden. Fiir die cDNA-Synthese wurde 1pg Gesamt-RNA eingesetzt, die mit dem RNeasy
Kit (Qiagen, Hilden) aus ca. 3x 10° Zellen nach Herstellerangaben isoliert wurde. Mit dem 1st
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim) wurden aus der Gesamt-
RNA spezifisch die mRNA-Molekiile umgeschrieben, indem die im Kit enthaltenen Oligo-
p(dT);s Primer verwendet wurden. Der Reaktionsansatz wurde fiir die Anlagerung der Primer
fiir 10 Minuten bei 25°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die reverse Transkription bei 42°C
fiir 1 Stunde. Durch Erhitzen auf 99°C fiir 5 Minuten wurde die RT denaturiert. Die
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erhaltenen cDNA-Molekiile wurden bei —20°C gelagert und in der quantitativen RT-PCR-

Reaktionen eingesetzt.

6.8 Quantitative RT-PCR

Die LightCycler-Methode nach Roche ist eine PCR-Reaktion, die mit einer Faststart Taq
DNA-Polymerase und dem dsDNA-spezifischem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Greenl
arbeitet. Die Taq Polymerase ist mit hitzelabilen Blockgruppen modifiziert und so bei
Raumtemperatur inaktiv. Erst durch Erhitzen auf 95° wird die Reaktion gestartet.

SYBR Green 1 ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch an die kleine Furche der dsDNA
bindet und dessen Fluoreszenz durch diese Bindung um das 100fache gesteigert wird. So
konnen die bei der Amplifikation entstehenden Produkte mittels ihrer Fluoreszenz detektiert
werden. Die Primer fiir diese Methode sollten Exon-iibergreifend sein, um zu vermeiden, dass
eventuelle Verunreinigungen mit genomischer DNA Amplifikationsprodukte bilden.

Die benutzten Primer-Oligonukleotide wurden bei Metabion (Miinchen) bestellt und sind in

Tab.6 aufgelistet.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem LightCycler (Roche) mit dieser Temperaturabfolge mit

55 Zyklen durchgefiihrt:

Denaturierung der DNA

und Aktivierung der Polymerase 95°C fiir 10 min
Zyklische Denaturierung 95°C fiir 1 sec

Zyklische Anlagerung 50-65°C fiir 10 sec
Zyklische Verldngerung 72°C fiir Imin pro 1,5 kb
Aufschmelzen 70°C bis 97°C in 10 sec
Abkiihlen 40°C fiir 15 sec

Es wurde eine 1:10 Verdiinnung einer cDNA-Matrize nach den oben beschriebenen
Bedingungen amplifiziert. Die entstandenen PCR-Produkte wurden seriell verdiinnt, um eine
Eichgerade zu erstellen. Folgende Verdiinnungsserie wurde erstellt: 102 :10°:107; 10 und
Wasser als Negativkontrolle. Wéhrend der Amplifikation nimmt die Fluoreszenz des
Reaktionsansatzes mit steigender Zykluszahl zu. Diese Fluoreszenzzunahme wird von dem
LightCycler gemessen und eine Kurve erstellt. Das LightCycler-Programm ermittelt aus

dieser Amplifikationskurve den crossing point (Cp). Dieser gibt die Anzahl der Zyklen an, die
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nétig sind um eine definierte Menge an PCR-Produkt zu erzeugen. So ist der Cp des 107
Verdiinnungsansatzes kleiner als der des 10” Ansatzes.

Tragt man nun den Logarithmus der Konzentrationen gegen die Anzahl der Zyklen auf, die
ndtig waren, um den Cp zu erreichen, erhdlt man die Eichgerade. Die Effizienz (E) der
Reaktion errechnete sich mit Hilfe der Steigung (m) der Eichgeraden mit folgender Formel: E
—10-Vm

Wenn nun K die Anzahl der PCR-Produkte darstellt, die am crossing point préasent sind, Ty
die Ausgangskonzentration der Probe und Cp die Anzahl der Zyklen, die nétig sind um die
definierte Menge an PCR-Produkt zu erhalten, dann ergibt sich folgende Gleichung:

K =T, (E)P

Da die Menge an PCR-Produkt am Cp fiir alle Proben gleich ist, ergibt sich folgende Formel:

Cpgesucht __ CpHaushaltsgen

TOgesucht X (Egesucht) - TOHaushaltsgen X (E Haushaltsgen)

Wird T, der Haushaltsgenreaktion gleich 100 % gesetzt, so ergibt sich fiir die Errechnung der

relativen Kopienzahl des gesuchten PCR-Ansatzes :

CpHaushaltsgen
(E Haushaltsgen) P &

TOgesucht =100 x

Cpgesucht
(E Qesucht) P&

Da die Ausgangsmatrize der PCR-Reaktion eine cDNA war, die aus mRNA revers
transkribiert wurde, konnte das Ergebnis als die relative Kopienzahl der mRNA, die in den
Zellen zum gegebenen Zeitpunkt vorhanden war, normalisiert auf ein Haushaltsgen,

angegeben werden.

6.9 FACS (Fluorescence activated cell scanner)

Fiir die Analyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen erst in PBS gewaschen und dann
in PBS/0,5 % BSA resuspendiert. Fiir die Analyse der GFP-Revertanten wurde 1pg/ml
Propidiumiodid zugesetzt, um tote Zellen anzufarben. Fiir die Analyse der IgM negativen
Zellen wurden die DT40 Zellen nach dem Waschen in PBS mit einem anti-IgM-FITC
Antikorper gefarbt und anschliefend gewaschen und ebenso in PBS/0,5 % BSA resuspendiert

und Propidiumiodid zugegeben. Die Messungen wurden auf einem FACSscan Gerit (BD
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Biosciences, Heidelberg) vorgenommen. Die Analyse der aufgezeichneten Daten wurde mit

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

6.10Generierung monoklonaler anti-AlID-Antikdrper

Die Antikorperherstellung wurde durchgefiihrt wie in Greiner et al. (Greiner et al., 2005)

beschrieben.

6.11 Gelfiltration

Pro Gelfiltrationsexperiment wurden 1 x 10® Zellen in ca. 500 ul Lysepuffer (30 mM Tris-
HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10 uM ZnCl,; 0.5 % IGEPAL; 1,5 mM MgCl,; 10 % Glycerin, 1
mM B-Mercaptoethanol; Protease Inhibitoren [Roche Applied Science, Mannheim])
aufgenommen und mit einem Dounce Homogenisator lysiert. Die so gewonnen
Gesamtextrakte wurden zentrifugiert und der Uberstand (ca. 400 ul) auf eine Superose6 HR
10/30-Gelfiltrationssdule (Amersham Biosciences, Freiburg) geladen. Mit Hilfe einer
AKTAbasic FPLC-Anlage wurden die Extrakte bei einer Flussrate von 300 pl/min in 300 pl
Fraktionen aufgetrennt. Der Beginn der Proteinelution konnte iiber die gemessene Ajgp
bestimmt werden. Um das Molekulargewicht der Proteine/der Proteinkomplexe in den
gesammelten Fraktionen einschitzen zu konnen, wurde ein Gelfiltratiosstandard (Biorad,
Miinchen) bei 150 mM Salz ebenfalls iiber die Sdule gegeben. Der Standard enthielt folgende
Substanzen: Thyroglobulin (670 kDa), Rinder-Gamma-Globulin (158 kDa), Hiihner-
Ovalbumin (44 kDa), Pferde-Myoglobin (17 kDa) und Vitamin B, (1.35 kDa). Von den
gesammelten Fraktionen wurden je 100 pl von drei direkt aufeinander folgenden Fraktionen
(1+2+3; 4+5+6; etc.) vereinigt, mit Trichloressigsdure (final 15 %) gefillt, in 2x Lidmmli
resuspendiert und mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse (siehe 6.5) auf ihren Gehalt an TAP-
AID, AID, RPA oder RNA-Pol II hin untersucht.

6.12 Tandem Affinitatsreinigung

Alle folgenden Schritte wurden auf Eis, mit gekiihlten Puffern und alle Zentrifugationsschritte
bei 4°C durchgefiihrt. 3x 10° bzw. 6x 10® Zellen der stabilen Raji TAP-AID-Klone wurden
zentrifugiert und anschlieBend 2x mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 10 ml

Lysepuffer (30 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10 uM ZnCl,; 0.5 % IGEPAL; 1,5 mM
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MgCl,; 10 % Glycerin, 1 mM B-Mercaptoethanol [ME]; Protease Inhibitoren [Roche Applied
Science, Mannheim]) resuspendiert und mit einem Dounce Homogenisator lysiert. Um die
Lysate frei von Aggregaten und Membrananteilen zu bekommen, wurden sie fiir 1h bei
13.000 rpm (Eppendorf Kiihlzentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -80°C
eingefroren und fiir die anschlieBende IgG-Bindung auf Eis aufgetaut und mit 400 ul IgG-
Sepharose Beads (GE Healthcare, Freiburg) liber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert.
Die Beads wurden mit 3 fachem Volumen IPP150 Puffer (10 mM Tris-Cl pH 7,5; 150 mM
NaCl; 0,1 % IGEPAL; 10 uM ZnCl,) und 1 fachem Volumen TEV Spaltungspuffer (10 mM
Tris-Cl pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1 % IGEPAL; 10 uM ZnCly; 0,5 mM EDTA; 1 mM B-ME)
gewaschen. Fiir die TEV Protease Spaltung wurden die Beads in ein LUERLOCK
Reaktionsgefdll (MoBiTec, Gottingen) liberfiihrt und mit 400 pul TEV Spaltungspuffer mit
100U TEV Protease fiir 3h bei 19°C an einem Drehrad inkubiert. Die Elution wurde bei 1000
rpm in einer Eppendorf Tischzentrifuge durchgefiihrt und mit 400 ul TEV Spaltungspuffer
wiederholt. Die IgG-Bindung wurde in jeweils zwei parallelen Ansédtzen durchgefiihrt und je
zwei TEV Eluate fiir die Calmodulin Bindung vereinigt. Die vereinigten Eluate wurden in
Polyprep-Séulen (Biorad, Miinchen) iiberfiihrt, die 6 ml Calmodulin Bindungspuffer (10 mM
Tris-Cl pH 7,5; 150 mM NaCl; 10 uM ZnCl,; 1 mM Mg-Acetat; | mM Imidazol; 2 mM
CaCly; 0,1 % IGEPAL; 10 mM B-ME) und 400 pl Calmodulin Affinititsbeads (Stratagene,
Amsterdam) enthielten. Dieser Bindungsschritt wurde fiir 3h bei 4°C bei leichter
Rollbewegung durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Beads mit 30 ml Calmodulin
Bindungspuffer gewaschen und die Elution erfolgte zweimal mit 500 pl Calmodulin
Elutionspuffer (10 mM Tris-Cl pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM Mg-Acetat; 1 mM Imidazol; 2
mM EGTA; 0,1 % IGEPAL; 10 mM B-ME). Die Eluate wurden bei -20°C eingefroren und
zur spateren Analyse mit Western-Blot oder Massenspektrometer auf Eis aufgetaut und dann

mittels Trichloressigsdure gefillt (siche 6.13).

6.13 Immunprézipitation

50 pl Dynabeads® Protein G (Dynal Biotech., Oslo, Norwegen) wurden dreimal in 500 pl
TEV Spaltungspuffer (siche 6.11) gewaschen. Zu den gewaschenen Beads wurden 500 pl
EK2-5G9 AID-Antikdrper-Uberstand in 10 % Glycerol zugegeben. Dieser Ansatz wurde
anschlieBend bei 4°C fiir 4h an einem Drehrad inkubiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und zu den Beads wurden die vereinigten TEV-Eluate (in 6.11 beschrieben)

hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte ebenfalls an einem Drehrad bei 4°C iiber Nacht. Der
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Uberstand wurde abgenommen und die Beads mit 100x Bead-Volumen TEV Spaltungspuffer
gewaschen (zehnmal in 500 ul TEV Spaltungspuffer). Die Beads und der Uberstand wurden
je 1:2 mit 2x Ladmmli Puffer (Laemmli, 1970) gemischt und anschlieBend mit Western-Blot

(siche 6.5) analysiert.

6.14 Trichloressigsaure-Fallung

Um Proteine aus einer wissrigen Losung zu fillen, wurden sie 1:1 mit 20 %
Trichloressigsdure (TCA) gemischt, zentrifugiert und die Pellets zweimal mit eiskaltem
Aceton gewaschen. Das trockene Pellet wurde in 2x Laemmli Puffer bei 70°C fiir 20 min

gelost.

6.15 Silberfarbung

Die Silberfairbung der mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
wurde nach Blum durchgefiihrt (Blum et al., 1987).

6.16 Trypsinverdau im Gel

Nach der TAP-Reinigung wurde das Probengemisch auf ein vorgegossenes NuPage-Gel
(Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen, 1 cm weit aufgetrennt und die Proteine mittels
Colloidalem Coomassie Blau (Perbio Science, Bonn) nach Herstellerangaben geférbt.
Anschlieend wurden je zwei 0,5 cm groBe Gelstiicke unter der Umluft-Sterilbank
ausgeschnitten. Die Gelstliicke wurden in 1 mm groBe Wiirfel klein gehackt und in ABC-
Puffer (50 mM Ammoniumcarbonat, 30 % Acetonitril [ACN] in Wasser) 2x 5 min bei 37°C
gewaschen. Dann wurden die Gelstiicke fiir einen Alkylierungsschritt mit 50 pl DTT-Losung
(3,5 mg Dithiotreitol in 500 pl Wasser) bei 55°C fiir 15 min inkubiert und bei
Raumtemperatur (RT) abgekiihlt. Dann wurden 50 pl Jodacetamid-Losung (18.6 mg in 1 ml
Wasser) bei RT fiir 15 min im Dunkeln darauf gegeben. AnschlieBend wurden die Gelstilicke
3x mit ABC-Puffer gewaschen. Nach vollstindiger Entfarbung aller Gelstiicke wurden 2x 100
ul 100 % ACN bei RT auf die Gelstiicke gegeben bis sie weill und zusammengeschrumpft
waren (ca. nach 2x 15 min). Danach wurden sie offen bei RT fiir 15 min inkubiert, um
sdmtliche ACN-Reste zu entfernen. 2-3 pl Trypsin-Losung (0,03pg Trypsin/pl Spaltpuffer)
wurden direkt auf die Gelstiicke gesetzt und nach etwa 5 min wurden 10 ul Spaltpuffer (10
mM Ammoniumcarbonat in Wasser) dazugegeben. Die Spaltung erfolgt bei 37°C {iber Nacht.
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Abbildung 30: Prinzip der Fliissigchromatographie

Der eventuell vorhandene Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefd transferiert. Die
Gelstiicke wurden mit 10 pl Elutionspuffer (80 % ACN, 1 % Trifluoressigsdure [TFA] in
Wasser) bedeckt und fiir 5 min in ein Ultraschallbad gegeben. Die Elution wurde 2x
wiederholt und die vereinigten Eluate in einer Speed Vac zur Trockene eingeengt. Die Peptide
wurden bei -20°C gelagert und fiir die Auftrennung mittels Nano-LC in 18 ul 0,1 % TFA

gelost. Fiir die weitere Analyse wurden 9 pl der Peptidldsung verwendet.

6.17 Nano-Hochleistungsflissigchromatographie

Die Peptide nach dem tryptischen Verdau wurden iiber eine Umkehrphase- oder Reverse-
Phase Chromatographie aufgetrennt (Abb.30). Die stationdre Phase der Sdule besteht aus
pordsen Silicapartikeln, die mit 18-Alkylketten beschichtet sind. Die Peptide absorbieren an
die hydrophobe Oberfldche der Sdule und werden mit einem steigenden Acetonitril (ACN)-
Gradienten eluiert. Die Trennung wurde mit der Ultimate-HPLC von der Firma LC-Packings
durchgefiihrt. Die FlieBgeschwindigkeit des HPLC-Puffers (A: 5 % ACN/0,1 % TFA
[Trifluoressigsdure] in Wasser, B: 80 % ACN / 0.08 % TFA in Wasser) betrug 200 nl/min.
Bei jeder Trennung wurde der gleiche lineare Gradient von 50 bis 100 % B verwendet, der die
Peptide tiber 82 min auftrennt. Anschlieend folgt ein 6 min langer Waschschritt mit 100 %
B. Durch die Verwendung einer Vorsédule, die das gleiche Triagermaterial enthilt, konnen
Salze, die bei der weiteren massenspektrometrischen Analyse storen, entfernt werden. Die
Absorption der Peptide wurde nach der Trennung in einem UV-Detektor bei einer
Wellenldnge von 214 nm gemessen. Von der UV-Zelle aus wurden die getrennten Peptide zu
einem Pipettier-Roboter (Probot, LC-Packings) geleitet. Dieser mischt die Peptidlosung mit
einer Matrixlosung (5 mg/ml Zimtsdure [CHCA], 0,1 % TFA, 70 % ACN) 1:4 und tragt 275
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Abbildung 31: Schema der Fragmentierung von
Peptiden (nach  Lottspeich und Zorbas,
Bioanalytik, 1998)

@) (Nomenklatur nach Roepstorff und Fohlmann)

Die hiaufigste Fragmentierung erfolgt durch die
Spaltung der Amidbindung. Hierbei entstehen Ionen,
die als y- bzw. als b-lonen bezeichnet werden.
AuBlerdem koénnen noch a-, c-, x- und z-lonen
auftreten.

Fraktionen a 26 sec auf eine Stahlplatte auf. Die so vorbereiteten Proben sind fiir die Analyse

im Massenspektrometer bereit.

6.18 MALDI-TOF/TOF-MS

Mit den benutzten MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionisation- Time of
Flight/Time of Flight) Instrumenten, Proteomics Analyzer-4700 und -4800 (Applied
Biosystems, Foster City, USA) wurden ausschlielich Peptide mit einer Masse von 800 bis
5500 Da massenspektrometrisch analysiert. Die Massen der einzelnen Molekiile werden tiber
die benotigte Flugzeit fiir eine definierte Strecke im Hochvakuum bestimmt (Time of Flight).
Dabei ist die Fluggeschwindigkeit der Ionen direkt proportional zu 1/¥m (m= Ionenmasse).
Schwerere lonen benétigen eine ldngere Flugzeit als leichtere und aus der unterschiedlichen
Flugzeit kann sehr genau die Masse der geladenen Molekiile berechnet werden.

Fir die Identifizierung von Peptiden aus einem Peptidgemisch wurde die MS-
Sequenzierungstechnik (auch Tandem-Massenspektrometrie, MS/MS oder MS® genannt)
angewandt. Hierbei wird ein Dbestimmtes Peptid-lon (Vorldufer, precursor) im
Massenspektrometer isoliert und mit Luft zur Kollision gebracht. Dies fithrt zum Zerfall des
Peptids in einzelne charakteristische Fragmente. In Abbildung 31 wird erklért, an welchen
Stellen Peptide fragmentieren und wie die einzelnen Fragmente bezeichnet werden
(Lottspeich and Zorbas, 1998). Die am héaufigsten auftretenden und informativsten
Bruchstiicke werden durch die Spaltung der Amidbindung zwischen den einzelnen
Aminosduren erzeugt. Die entstanden Ionen werden als b-lonen bezeichnet, wenn sie den N-
Terminus des urspriinglichen Peptids enthalten und als y-lonen, wenn das Fragment den C-
Terminus einschlieB3t (Abb.31). Daneben treten je nach Art der Fragmentierung noch a-, c-, x-

und z-lonen auf (Abb.31).
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Die verwendeten Parameter fiir die Analyse der Proben waren wie folgt: der No/YAG Laser
wurde auf eine Frequenz von 200Hz und eine Wellenléinge von 355 nm eingestellt. Fiir ein
MS-Spektrum wurden 2500 Laserschiisse ausgefiihrt und aufaddiert. Bei den folgenden
MS/MS-Spektren wurde die Laserschusszahl auf 4500 erhoht und die Laserenergie um 200
Einheiten gegeniiber der MS-Messung gesteigert. Die Software erstellt die Massenlisten und
wiahlt automatisch die Vorldufer fiir die MS/MS-Messung. Die Masseneichung erfolgte extern
mit Hilfe von Standardpeptiden (Bruker Daltonik, Bremen).

Die gewonnenen MS/MS-Spektren wurden in den GPS-Explorer 2.0 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) geladen und dort mit Hilfe des integrierten MASCOT-Such-Programms
mit einer Suche gegen die Proteindatenbank SwissProt ausgewertet. Beit MASCOT handelt es
sich  um eine Wabhrscheinlichkeits-basierte Molekulargewichtssuche, deren
Wabhrscheinlichkeitsmodell nicht detailliert veroffentlicht ist. Die MASCOT Suchparameter
wurden wie folgt eingestellt: Als Taxon wurde Homo sapiens gewéhlt und das verwendete
Enzym war Trypsin. Die Carbamid-Methylierung wurde als fixe und die Methionin
Oxidierung als variable Modifikation angegeben.

Die GPS Explorer Software gibt zwei Scores aus: den MASCOT ,,Best lon Score®, das ist der
hochste Score den ein Peptid erreicht hat, und den ,,Total Ion Score®, der sich aus der Summe
der einzelnen ,,Jon Scores* aller Peptide eines Proteins zusammensetzt. Der Signifikanzlevel
fiir den Peptidscore ist normalerweise >20. Da verschiedene Datenbanken auf Grund der
unterschiedlichen DatenbankengroBen verschiedene MASCOT Signifikanzlevel aufweisen,
z.B. fiir Swiss Prot liegt der Signifikanzlevel fiir ein Peptid iiber 25, konnen die
Signifikanzlevel verschiedener Datenbanken nicht miteinander verglichen werden. Deshalb
kalkuliert die Software ein Konfidenzinterval aus den MASCOT ,,Jon Scores“, wobei der
MASCOT Signifikanzlevel hier fiir jede Suche auf 95 % Konfidenzlevel festgelegt ist.
Manuell wurden die Proteine aussortiert, deren MASCOT ,,Total Ion Scores® zwar in das
Konfidenzlevel 95 % fallen, da sehr viele einzelne nicht signifikante Peptide zusammen einen
signifikanten ,,Total Ion Score* ergeben, deren ,.Best Ion Score* aber unter 25 liegt. Es
wurden nur Proteine als signifikant gewertet, die mindestens 1 Peptid mit einem ,,Best Ion

Score* grofler gleich 25 aufweisen.
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Anhang

Tabelle 9: Liste der identifizierten Proteine fiir N-TAP-AID-Reinigung

Rank
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Protein Name

(P35908) Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
(P11142) Heat shock cognate 71 kDa protein
(Q9BQES3) Tubulin alpha-6 chain

(P05215) Tubulin alpha-4 chain

(P05218) Tubulin beta-5 chain

(Q9GZX7) Activation-induced cytidine deaminase
(P02593) Calmodulin

(P05217) Tubulin beta-2 chain

(P17066) Heat shock 70 kDa protein 6

(P31943) Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H (hnRNP H)

(P04720) Elongation factor 1-alpha 1

(P08238) Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84)
(P02571) Actin, cytoplasmic 2

(P08107) Heat shock 70 kDa protein 1 (HSP70.1)

(P52597) Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F (hnnRNP F)

(P50402) Emerin

(P55795) Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H' (hnRNP H')

(P07437) Tubulin beta-1 chain

(P05141) ADP,ATP carrier protein, fibroblast isoform
(P19484) Transcription factor EB

(P60866) 40S ribosomal protein S20

(P11021) 78 kDa glucose-regulated protein precursor
(P12004) Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
(P19532) Transcription factor E3

(Q09028) Chromatin assembly factor 1 subunit C
(P02248) Ubiquitin

(Q9H1R3) Myosin light chain kinase 2, skeletal/cardiac
(P07900) Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86)
(Q9Y3C6) Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase like 1
(P82650) Mitochondrial 28S ribosomal protein S22
(043819) SCO2 protein homolog, mitochondrial
(P01857) Ig gamma-1 chain C region

(P27707) Deoxycytidine kinase

(Q9Y230) RuvB-like 2

(Q12931) Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial
(O75030) Microphthalmia-associated transcription factor
(Q13573) Nuclear protein SkiP

(P01859) Ig gamma-2 chain C region

(Q08209) Serine/threonine protein phosphatase 2B
(060287) Protein KIAA0539

(P48454) Serine/threonine protein phosphatase 2B
(P08670) Vimentin

(Q86YZ3) Hornerin

(Q08554) Desmocollin 1A/1B precursor

(P01861) Ig gamma-4 chain C region

(Q9H361) Polyadenylate-binding protein 3

(Q9P275) Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 36
(Q9HODG6) 5'-3' exoribonuclease 2

(015020) Spectrin beta chain, brain 2

Accession No.

K22E_HUMAN
HS7C_HUMAN
TBA6_HUMAN
TBA4_HUMAN
TBB5_HUMAN
AICD_HUMAN
CALM_HUMAN
TBB2_HUMAN
HS76_HUMAN
ROH1_HUMAN
EF11_HUMAN
HS9B_HUMAN
ACTG_HUMAN
HS71_HUMAN
ROF_HUMAN
EMD_HUMAN
ROH2_HUMAN
TBB1_HUMAN
ADT2_HUMAN
TFEB_HUMAN
RS20_HUMAN
GR78_HUMAN
PCNA_HUMAN
TFE3_HUMAN
RBB4_HUMAN
UBIQ_HUMAN
KML2_HUMAN
HS9A_HUMAN
PPL1_HUMAN
RT22_HUMAN
SCO2_HUMAN
GC1_HUMAN
DCK_HUMAN
RUV2_HUMAN
TRAL_HUMAN
MITE_HUMAN
SNW1_HUMAN
GC2_HUMAN
P2BA_HUMAN
Y539_HUMAN
P2BC_HUMAN
VIME_HUMAN
HORN_HUMAN
DSC1_HUMAN
GC4_HUMAN
PAB3_HUMAN
UB36_HUMAN
XRN2_HUMAN
SPCP_HUMAN

Peptide
count

24
12
15
15

©

G W N OO B DNDNOWRARNDWOAO-=2 B 2N WWWWDNDOaAPoOWwWwowudxdbdbogoddhoN~NOO P~ NO O

Total lon

Score
950
428
403
394
234
214
209
193
188
171
164
157
155
149
129
122
118
107
103
101

97
91
88
84
83
79
78
76
63
62
61
59
59
58
58
58
55
55
55
54
49
48
48
47
46
45
45
45
44

Total lon
C.l.%
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,999
99,999
99,999
99,998
99,998
99,997
99,997
99,997
99,995
99,995
99,995
99,993
99,977
99,977
99,971
99,969
99,962
99,949
99,947
99,941
99,934
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50 (P12036) Neurofilament triplet H protein NFH_HUMAN 3 42 99,903

51 (P11586) C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic C1TC_HUMAN 2 42 99,886

52 (P14317) Hematopoietic lineage cell specific protein HS1_HUMAN 1 40 99,848

53 (Q9Y3R0) Glutamate receptor-interacting protein 1 GRIM_HUMAN 4 38 99,751

54 (P05209) Tubulin alpha-1 chain TBA1_HUMAN 1 35 99,492

55 (Q9UBLS6) Copine VI CNE7_HUMAN 1 35 99,498

56 (Q969N2) GPI transamidase component PIG-T PIGT_HUMAN 1 34 99,44

57 (0O43150) Development and differentiation-enhancing DDF2_HUMAN 2 34 99,399

58 (Q13822) Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 NPP2_HUMAN 3 34 99,339

59 (060645) Exocyst complex component Sec6 SEC6_HUMAN 4 34 99,291

60 (P04222) HLA class | histocompatibility antigen, Cw-3 1C03_HUMAN 2 33 99,213

61 (Q00325) Phosphate carrier protein, mitochondrial MPCP_HUMAN 2 32 99,086

62 (Q9H4B4) Serine/threonine-protein kinase PLK3 PLK3_HUMAN 2 30 98,384

63 (Q9H293) Interleukin-17E precursor (IL-17E) 117E_HUMAN 1 29 98,052

64 (P82094) TATA element modulatory factor (TMF) TMF1_HUMAN 2 27 97,034

65 (060296) Amyotrophic lateral sclerosis 2 chromosomal A2S3_HUMAN 2 26 95,62

66 (Q03426) Mevalonate kinase KIME_HUMAN 1 25 95,186
Tabelle 10: Liste der identifizierten Proteine fiir C-TAP-AID-Reinigung

Rank Protein Name Accession No. Peptide Total lon  Total lon

count Score C.l.%

1 (P04264) Keratin, type Il cytoskeletal 1 K2C1_HUMAN 24 1155 100
2 (P11142) Heat shock cognate 71 kDa protein HS7C_HUMAN 16 515 100
3 (Q9GZX7) Activation-induced cytidine deaminase AICD_HUMAN 9 215 100
4 (Q86YZ3) Hornerin HORN_HUMAN 3 190 100
5 (P17066) Heat shock 70 kDa protein 6 HS76_HUMAN 4 186 100
6 (P08107) Heat shock 70 kDa protein 1 (HSP70.1) HS71_HUMAN 5 174 100
7 (P34931) Heat shock 70 kDa protein 1-HOM (HSP70-HOM) HS7H_HUMAN 5 174 100
8 (Q9BQES3) Tubulin alpha-6 chain TBA6_HUMAN 8 171 100
9 (P05218) Tubulin beta-5 chain TBB5_HUMAN 8 158 100
10 (P05217) Tubulin beta-2 chain TBB2_HUMAN 7 110 100
11 (095071) Ubiquitin--protein ligase EDD EDD_HUMAN 6 95 100
12 (P19532) Transcription factor E3 TFE3_HUMAN 5 92 100
13 (P08238) Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) HS9B_HUMAN 3 84 100
14 (P19484) Transcription factor EB TFEB_HUMAN 4 83 100
15 (P04350) Tubulin beta-5 chain TBBX_HUMAN 5 75 100
16 (Q9H1R3) Myosin light chain kinase 2, skeletal/cardiac KML2_HUMAN 3 68 100
17 (P07900) Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) HS9A HUMAN 2 54 99,993
18 (P46783) 40S ribosomal protein S10 RS10_HUMAN 2 54 99,993
19 (Q12931) Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial precursor (HSP 75) TRAL_HUMAN 1 53 99,991
20 (P02768) Serum albumin precursor ALBU_HUMAN 2 45 99,947
21 (P04720) Elongation factor 1-alpha 1 EF11_HUMAN 5 45 99,939
22 (P08670) Vimentin VIME_HUMAN 3 42 99,897
23 (P35030) Trypsin Il precursor TRY3_HUMAN 1 41 99,867
24 (Q00325) Phosphate carrier protein, mitochondrial precursor (PTP) MPCP_HUMAN 1 40 99,819
25 (P98161) Polycystin 1 precursor PKD1_HUMAN 4 40 99,794
26 (Q9UBL6) Copine VII CNE7_HUMAN 2 39 99,766
27 (P60866) 40S ribosomal protein S20 RS20_HUMAN 2 37 99,615
28 (P05215) Tubulin alpha-4 chain TBA4_HUMAN 2 36 99,594
29 (Q12920) Proteasome activator complex subunit 3 PSE3_HUMAN 2 33 99,104
30 (043150) Development and differentiation-enhancing DDF2_HUMAN 1 28 96,881
31 (O75419) CDC45-related protein CC45_HUMAN 1 27 96,035
32 (Q9BYMS8) Ubiquitin conjugating enzyme 7 interacting protein 3 U7I13_HUMAN 1 27 96,007
33 (Q8N1H7) Hypothetical protein C140rf39 CN39_HUMAN 1 26 95,754
34 (Q12768) Hypothetical protein KIAA0O196 Y196_HUMAN 1 26 95,602
35 (Q9H293) Interleukin-17E precursor (IL-17E) 117E_HUMAN 1 26 95,52
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Tabelle 11: Liste der unspezifisch bindenden Proteine fiir TAP-Reinignung

Rank Protein Name Accession No. Peptide Total lon  Total lon
count Score C.l.%
1 (P04264) Keratin, type Il cytoskeletal 1 K2C1_HUMAN 16 803 100
2 (P13645) Keratin, type | cytoskeletal 10 K1CJ_HUMAN 13 185 100
3 (Q9H1R3) Myosin light chain kinase 2, skeletal/cardiac KML2_HUMAN 3 120 100
4 (Q86YZ3) Hornerin HORN_HUMAN 1 90 100
5 (P05218) Tubulin beta-5 chain TBB5_HUMAN 1 44 99,949
6 (043150) Development and differentiation-enhancing DDF2_HUMAN 1 33 99,319
7 (Q9HODG) 5'-3' exoribonuclease 2 XRN2_HUMAN 1 30 98,575
8 (060343) TBC1 domain family member 4 TBC4_HUMAN 1 28 97,46
9 (P07864) L-lactate dehydrogenase C chain LDHC_HUMAN 3 27 97,221
10 (095563) Brain protein 44 BR44_HUMAN 1 27 96,967
11 (P60866) 40S ribosomal protein S20 RS20_HUMAN 1 25 95,182
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