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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Somatische Hypermutation (SHM) ist ein wichtiger Mechanismus unseres Immunsystems,
um hochaffine Antikérper zur Abwehr von Krankheitserregern zu generieren. Bei diesem
Prozess werden in B-Lymphozyten durch das Enzym AID (Aktivierungsinduzierte Cytidin-
Deaminase) in den variablen Regionen der Immunglobulin-Gene DNS-Lisionen eingefiihrt,
die zu Punktmutationen fithren. Die Mutationsrate in diesen Gen-Loci liegt dabei ca. eine
Million mal {iber der basalen, natiirlichen Mutationsrate somatischer Zellen und wird deshalb
als Hypermutation bezeichnet. Die Mutationen in den Immunglobulin-Genen kénnen zu B-
Zellen fiihren, die effizientere Antikorper produzieren. Gleichzeitig steht der
Hypermutationsprozess aber auch im Verdacht ursdchlich fiir die Entstehung diverser
Lymphome verantwortlich zu sein.

Um den Prozess gerichteter Mutation des eigenen Genoms besser zu verstehen, wurde in
dieser Arbeit zundchst ein Assay entwickelt, der es ermoglicht mittels Durchflusszytometrie,
Einflisse auf die Mutationsrate cis- oder frans-Faktoren zuzuordnen. Dadurch kdénnen
Veranderungen auf Ebene eines artifiziellen Hypermutationssubstrates von quantitativen
Fluktuationen beteiligter Proteine (z. B. AID) unterschieden werden.

Zur Beurteilung des onkogenen Potenzials von AID wurden verschiedene Zelllinien auf
Hypermutationsinduktion nach AID-Uberexpression untersucht. Im Zuge dieser Arbeit wurde
eine pri-B-Zelllinie (Nalm-6) identifiziert, die trotz AID-Uberexpression nicht hypermutiert.
Diese Beobachtung weist auf die Existenz von regulatorischen Mechanismen hin, die AID-
induzierte Hypermutation limitieren und somit das onkogene Potenzial von AID
einschranken.

Einer dieser Regulationsmechanismen kdnnte eine kontrollierte subzellulidre Lokalisation von
AID sein, die eine rdaumliche Trennung von Enzym (AID) und Substrat (DNS) erlaubt.
Mutationsanalysen des AID-Proteins ergaben, dass AID iiber eine nukledre Exportsequenz
(NES) am C-Terminus verfiigt und auf diese Weise aus dem Zellkern entfernt bzw. vom
potenziellen Substrat DNS ferngehalten wird. Die Deletion der NES-Sequenz, ebenso wie die
artifizielle Einfilhrung von Kernimportsequenzen, fithrt zu einer gesteigerten Mutationsrate
auf einem Reportertransgen. Interessanterweise bewirkten die Lokalisationsmutanten von
AID in der ,hypermutationsresistenten” Zelllinie Nalm-6 eine Induktion von Somatischer
Hypermutation. Demzufolge ist also nicht eine mangelnde Prozessierung AID-induzierter
DNS-Lisionen Ursache fiir den Phénotyp in Nalm-6-Zellen. Die Beobachtung legt nahe, dass

in der Zelllinie Nalm-6 (im Vergleich zu anderen Lymphomzelllinien) ein regulatorischer
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Komplex existiert, der AID entweder in enzymatisch-inaktivem Zustand hilt oder den Zugang
zum Substrat (DNS) beeintrachtigt, z. B. iiber die Regulation der subzelluldren Lokalisation
von AID. In der Tat konnte die Existenz von grofleren AID-Proteinkomplexen in dieser
Arbeit nachgewiesen werden. Des Weiteren gelang es, anti-AID-Antikorper zu identifizieren,
die in Immunprézipitationsexperimenten verwendet werden konnen.

Diese Ergebnisse ermoglichen es in Zukunft, AID-interagierende Proteine ndher zu
charakterisieren und Faktoren zu identifizieren, die direkt die Aktivitit von AID regulieren

und so zur Kontrolle des Hypermutationsprozesses beitragen.
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2 Einleitung

Wir sind tagtidglich dem Angriff einer Vielzahl an unterschiedlichsten Pathogenen ausgesetzt.
Deshalb braucht unser Korper effiziente Abwehrmechanismen, um sich dieser zu erwehren.
Zum Teil haben Krankheitserreger sehr dhnliche, allgemeine Strukturen, z. B. die Lipopoly-
saccharide der dufleren Zellmembran von gram-negativen Bakterien. Erreger mit solch
unspezifischen Merkmalen (Antigenen) werden in erster Linie von unserem ,,angeborenen®
Immunsystem erkannt und eliminiert. Dieser wertvolle basale Schutz reicht jedoch nicht aus,
um sich gegen jede Art von Erreger zu schiitzen, weil die Variationsmoglichkeiten fiir
Pathogene prinzipiell nahezu unendlich sind. Es ist also unerldBlich, dass das Immunsystem
Krankheitserreger auch an individuellen Merkmalen erkennen kann. Diese Aufgabe
tibernimmt das ,,adaptive Immunsystem*. Zentrale Elemente dieses adaptiven Immunsystems
sind zwei Zelltypen, die T- und B-Lymphozyten (T- und B-Zellen). Die B-Zellen haben die
Funktion, Pathogene als solche zu markieren, damit diese anschlieBend durch andere
Komponenten des Immunsystems (z. B. Komplementkaskade, T-Zellen, etc.) unschadlich
gemacht werden konnen. Zu diesem Zweck produzieren B-Zellen Antikdrper bzw.
Immunglobuline (Ig). Immunglobuline setzen sich aus zwei schweren und zwei leichten
Polypetidketten zusammen, die jeweils iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. So
entsteht ein Y-dhnliches Gesamtmolekiil, das zwei Antigenbindungsstellen besitzt (Bivalenz).
Jede der Ketten 14Bt sich funktionell in zwei unterschiedliche Doménen einteilen, in eine
variable Region und eine konstante Region. Die variable Region dient der Antigenbindung,
die konstante Region der allgemeinen Proteinstabilitdt und ist im Falle der schweren Kette
auch fiir die Effektorfunktion des Antikorpers mafigebend.

Um der groen Menge an prinzipiell mdglichen Antigenen gerecht zu werden, muss die
beschrinkte genetische Informationsmenge der Immunglobulingene variabel genutzt werden.
Dazu stehen verschiedene molekulare Mechanismen zur Verfligung: somatische
Rekombination  verschiedener = Gensegmente  (V(D)J-Rekombination),  junktionale
Diversifikation, die Kombination unterschiedlicher leichter (L) und schwerer (H) Ketten und
Somatische Hypermutation (SHM). Die ersten drei Prozesse finden wihrend der Entwicklung
zur naiven B-Zelle (ohne Kontakt mit ihrem Antigen) statt und dienen der Ausbildung eines
antigen-spezifischen B-Zell-Rezeptors. SHM erfolgt erst spater nach Kontakt mit dem jeweils
spezifischen Antigen, meist im Rahmen der Keimzentrumsreaktion und ist immer Teil einer
Immunantwort. Fiir einen Uberblick iiber die einzelnen Mechanismen eignet sich das Buch

L~mmunobiology* (Janeway et al., 2005).
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2.1 Die Keimzentrumsreaktion

Wiéhrend der frithen B-Zell-Entwicklung im Knochenmark (Janeway et al., 2005) wird das B-
Zell-Repertoire unseres Korpers durch den Erwerb moglichst vieler unterschiedlicher
Bindungsspezifititen prinzipiell in die Lage versetzt, jedes denkbare Antigen mit Hilfe des B-
Zell-Rezeptors erkennen und binden zu konnen. Der B-Zell-Rezeptor ist die
membranstindige Form des spater sezernierten Immunglobulins. Sobald die B-Lymphozyten
nach erfolgreicher V(D)J-Rekombination einen funktionellen B-Zell-Rezeptor an der
Zelloberflache exprimieren, verlassen sie das Knochenmark und patrouillieren letztlich als
»haive B-Zellen* durch die Blutbahn und die lymphatischen Organe des Korpers (z. B. Milz,
Lymphknoten etc.). Treffen sie auf ihr spezifisches Antigen (Bindung an den B-Zell-
Rezeptor), internalisieren und prozessieren sie dieses, um es anschlieBend an den MHC II
Komplex (,,Major Histocompatibility Complex‘‘) gebunden wieder an der Zelloberflache zu
prasentieren. Dadurch reihen sich die B-Zellen nun in die Gruppe der Antigen-
prasentierenden Zellen ein. Erkennen in den Follikeln sekundirer lymphatischer Organe
aktivierte T-Helferzellen (Ty-Zellen) ebenfalls diese prédsentierten Antigene, so induzieren
jene iiber Botenstoffe (Zytokine, z. B. Interleukin 4) die Aktivierung der B-Lymphozyten. Die
meisten aktivierten B-Zellen migrieren dann fiir eine schnelle Immunantwort in die rote Pulpa
der Milz und in die Markstringe der Lymphknoten, wo sie zu kurzlebigen Plasmazellen
terminal ausdifferenzieren und niederaffine Antikdrper sezernieren. Einige der aktivierten B-
Zellen formieren aber im Follikel zusammen mit Antigen-prisentierenden follikuldren
dendritischen Zellen und Ty-Zellen ein so genanntes ,,Keimzentrum® (sieche Abb. 1 und fiir
einen Uberblick Wolniak et al., 2004). Sinn der Keimzentrumsreaktion ist es, B-Lymphozyten
hervorzubringen, die hochaffine Antikorper mit speziellen Effektorfunktionen produzieren
konnen. Die verschiedenen Effektorfunktionen sind das Resultat des so genannten
Klassenwechsels (,,Class Switch Recombination®; CSR) wund beruhen auf der
unterschiedlichen Nutzung von Genabschnitten der konstanten Region der schweren Kette;
man spricht von Isotypen, von denen es fiinf Typen gibt (IgM, IgD, IgG, IgE, IgA).

In Abbildung 1 ist schematisch der Ablauf der Keimzentrumsreaktion dargestellt. Das
Keimzentrum unterteilt sich in eine charakteristische dunkle und eine helle Zone, die von
einer ,,Mantelzone® umgeben sind (MacLennan, 1994). Die aktivierten B-Lymphozyten
beginnen zunichst in der dunklen Zone des Keimzentrums als Zentroblasten stark zu
proliferieren und teilen sich ca. alle sieben Stunden (Zhang et al., 1988; Liu et al., 1991). In
diesem Stadium findet in der Regel auch Somatische Hypermutation statt (Liu et al., 1996),
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ein wichtiger Schritt fiir die Diversifizierung des Antikoérperrepertoires. Danach werden aus
den Zentroblasten Zentrozyten, die in die helle Zone des Keimzentrums wandern. Dort treffen
sie auf follikuldre dendritische Zellen mit dem spezifischen Antigen und Ty-Zellen. B-Zellen,
die durch Somatische Hypermutation keine erhohte Affinitdt zum Antigen erworben haben,
gehen in die Apoptose. Nur diejenigen B-Lymphozyten, die durch SHM eine hohere Affinitét
zu ihrem Antigen erworben haben (Affinititsreifung), erhalten ein Uberlebenssignal (positive
Selektion). Wihrend dieser Phase als Zentrozyt konnen die B-Zellen auch Klassenwechsel
machen (Liu et al., 1996). Positiv-selektionierte B-Zellen verlassen anschlieBend das
Keimzentrum und entwickeln sich zu langlebigen, Antikorper-sezernierenden Plasmazellen,
die die Grundlage jeder starken Immunantwort sind, oder zu B-Gedéchtniszellen, die im Falle
einer spdteren, zweiten Infektion mit demselben Pathogen eine raschere, Antigen-

spezifischere Immunantwort ermoglichen.

Dunkle Zone Helle Zone

Proliferation Positive Selektion

Somatische Hypermutation Klassenwechsel
Apoptose

Zentroblast @

Zentrozyt @

T, -Lymphozyt ©

Antigen +

FDC %

Aktivierte Mantelzone
B-Zelle

Plasmazellen
B-Gedachtniszellen

Abb. 1 Schematische Darstellung des Weges einer aktivierten B-Zelle durch das Keimzentrum. In der
dunklen Zone des Keimzentrums werden die aktivierten B-Zellen zundchst zu Zentroblasten, die stark
proliferieren und dabei Somatische Hypermutation vollziehen. Nach Abschluss dieses Prozesses wandern die
Zentroblasten in die helle Zone und werden zu Zentrozyten. Diese treffen dort auf ihr Antigen, das von FDCs
(,,Follicular dendritic cells*) und Ty-Zellen préasentiert wird. Sollte die Affinitéitsreifung eine hohere (+) Affinitét
zum Antigen bewirkt haben, so erhilt der Zentrozyt ein Uberlebenssignal und verlisst das Keimzentrum, um zu
einer Ig-sezernierenden Plasmazelle oder einer B-Gedichtniszelle auszudifferenzieren. Ohne Uberlebenssignal

(-) gehen die Zentrozyten in die Apoptose.
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2.2 Somatische Hypermutation

Somatische Hypermutation findet mit Ausnahme von sporadischen extrafollikuldren
Ereignissen vor allem wihrend der Keimzentrumsreaktion statt. Dabei werden die Antigen-
bindenden Bereiche der Immunglobulingene mit einer Rate von 10~ bis 10™ Mutationen pro
Basenpaar und Generation mutiert. Weil diese Rate ca. eine Million mal {iber der basalen,
natiirlichen Mutationsrate somatischer Zellen liegt (McKean et al., 1984; Berek & Milstein,
1988), wird dieses Phdnomen als Somatische Hypermutation bezeichnet.

Es gibt drei Immunglobulin-Genloci in unserem Genom: den Locus fiir die schwere Kette
(,,Ig heavy chain*; IgH), sowie die Loci fiir die lambda und kappa leichte-Ketten-Gene (,,Ig
light chain®; IgL, und IgL,). Um einen funktionellen B-Zell-Rezeptor ausbilden zu kénnen,
miissen B-Zellen in ihren frithen Entwicklungsstadien zuerst ihre Ig-Gensegmente in diesen
Loci rearrangieren (siche Janeway et al., 2005). Im Laufe dieses Rearrangements werden im
Falle der leichten Kette ein V- und ein J-Segment bzw. fiir die schwere Kette ein V-, ein D-
und ein J-Gensegment fusioniert die dann jeweils ein gemeinsames Exon bilden (V(D)J-
Rekombination). Zwischen dem rearrangierten Exon der variablen Region und den Exons der
konstanten Region liegt ein langer, nicht-codierender Bereich. In Abbildung 2 ist schematisch
der humane Immunglobulin-Locus fiir die schwere Kette nach V(D)J-Rekombination

abgebildet.

o SHM
Promotor
— [ jEl I,—( H_-_ — — Exon der variablen
o
. // // 5 1l Region
H vV DJ E S C
i LI n B @©  Enhancer
4  Switch Region
) 5: - Exon der konstanten
Region
E, Ei Esor
vV DJ . . q " : \ " . .
€ n < b S ¥3 < vl < ol ¢ ¥2 ("\'4 C £ % o2

Abb. 2 Schematische Darstellung des humanen Genlocus fiir die schwere Kette (IgH) nach V(D)J-
Rekombination. (A) Hypermutiert wird nur ein kleiner Bereich (gelb schattiert), der innerhalb des variablen
Gensegments beginnt und noch vor dem Intron-Enhancer (Er;) endet. (B) Schematische Darstellung des
gesamten IgH-Locus. Ig-Enhancer (griine Kreise) gelten im Allgemeinen als essentiell fiir SHM, insbesondere

der Intron-Enhancer (Ey)).
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Somatische Hypermutation ereignet sich nur auf einem relativ distinkten Abschnitt der drei
Immunglobulingene. Er beginnt ungefiahr 150 bp unterhalb der Transkriptionsinitationsstelle
der variablen Region, erstreckt sich dann iiber die komplette kodierende Sequenz des
rearrangierten V, (D) und J-Exons der variablen Region und dariiber hinaus und endet relativ
diffus ungefdhr 1.5 - 2 kb unterhalb des Transkriptionsinitationsstartes im nicht-kodierenden
Bereich noch vor dem Intron-Enhancer und der konstanten Region (Lebecque & Gearhart,
1990; Rada et al., 1994; Rogerson, 1994; Rada & Milstein, 2001). Die Lage des mutierten
Bereiches wird von der Position des Transkriptionsinitationsstartes bestimmt. Wenn man den
Promotor der variablen Region entfernt, dann lésst sich auch fast keine Hypermutation mehr
beobachten (Fukita et al., 1998). Wird an anderer Stelle im Ig-Locus ein weiterer Ig-Promotor
eingefiihrt, so entsteht dort ein entsprechender zweiter Hypermutationsbereich (Peters &
Storb, 1996). Erstaunlicherweise kann der Ig-Promotor an sich aber gegen einen heterologen
Promotor ausgetauscht werden (Betz et al., 1994). Somit ist es die Position des Promotors, die
wichtig ist, und nicht dessen Sequenz. Werden artifizielle DNS-Sequenzen zwischen
Transkriptionsstart und dem Exon der variablen Region integriert, so dehnt dies den
Hypermutationsbereich nicht weiter in 3’ Richtung aus (Yelamos et al., 1995). Daraus
schlussfolgert man, dass die Sequenz des V(D)J-Exons ebenfalls nicht den
Hypermutationsbereich definiert.

Die Stiarke der Hypermutation (bzw. die Hypermutationsrate) héngt von der
Transkriptionsrate des Locus ab (Goyenechea et al., 1997; Bachl et al., 2001). Ig-Enhancer
werden deshalb als essentielle Elemente fiir Hypermutation angesehen. Unter anderem konnte
tiber Deletionsexperimente gezeigt werden, dass der 3’ kappa Enhancer (3’Eyappa) und der
»kappa Intron-Enhancer” (inkl. MAR; ,,Matrix Attachment Region*) essentiell fiir SHM auf
der kappa leichten Kette sind (Betz et al., 1994; Goyenechea et al., 1997; Yi et al., 1999).
Beim groBlen Intron-Enhancer der schweren Kette (Ep;) ist die Position und Orientierung
ausschlaggebend (Bachl et al., 1998). Auf dem Lambda-Locus ist der Lambda, 4-Enhancer
(3’ELambda) an SHM beteiligt (Kong et al., 1998). Dieser konnte aber auf einem Lambda-
Transgen gegen den Intron-Enhancer der schweren Kette ausgetauscht werden, ohne die
SHM-Rate auf dem Transgen zu verdndern (Klotz & Storb, 1996).

Trotzdem ist nicht jeder Ig-Enhancer in der Lage, SHM zu bewirken. Der 3 a-Enhancer der
schweren Kette (E3-1 und Es.») kann z. B. nicht den 3 Ey,ppa-Enhancer funktionell ersetzen
(Tumas-Brundage et al., 1997). Die Ig-Enhancer der schweren und leichten Kette weisen nur
wenig Sequenzhomologie auf. Trotz zahlreicher Studien ist bis heute unklar, inwieweit und

vor allem wie die Enhancer wirklich unmittelbar zur Definition des Hypermutationsbereiches
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(Targeting) beitragen.

Die Mutationen selbst sind in der Regel einzelne Basenaustausche, nur gelegentlich

kommen Insertionen und Deletionen vor (Wilson et al., 1998). Die Mutationen treten
bevorzugt in den Sequenzen DGYW/WRCH (fiir GC-Mutationen; GC-Mutator; Rogozin &
Diaz, 2004) und WA/TW (fiir AT-Mutationen, AT-Mutator) auf, so genannte Hotspot-Motive
(Rogozin & Kolchanov, 1992; Milstein et al., 1998; Rogozin et al., 2001). Dabei steht D fiir
ein Adenin, ein Guanin oder ein Thymidin, R fiir ein Adenin oder ein Guanin, Y fiir ein
Cytidin oder ein Thymidin und W fiir ein Adenin oder ein Thymidin an dieser Position.
Transitionen sind haufiger als Transversionen (Golding et al., 1987). Allgemein wird
angenommen, dass weitere Sequenzabschnitte oder Sekundérstrukturen der DNS Einfluss auf
die Hypermutierbarkeit einer Sequenz haben, da nicht alle Hotspot-Motive hypermutiert
werden. AuBerdem erhoht z. B. die Anwesenheit von E-Box-Motiven (Bindungsmotive fiir
Helix-Loop-Helix-Proteine wie E2A) auf einem Ig kappa Reporterkonstrukt die
Hypermutationsfrequenz um 400% (Michael et al., 2003).
In vivo finden sich ungefdhr gleich viele Mutationen an GC-Basenpaaren wie an AT-
Basenpaaren. In Zelllinien, die von Keimzentrumszellen abgeleitet sind, findet man dagegen
erstaunlicherweise vorwiegend GC-Mutationen. Dies flihrte zu der Hypothese, dass das
Mutator-System aus zwei Teilen besteht, einem GC- und einem AT-Mutator (Bachl & Wabl,
1996b).

Brenner und Milstein versuchten schon vor einigen Jahrzehnten die Diversifizierung des
Antikorperrepertoires mechanistisch zu erkldren (Brenner & Milstein, 1966). Sie postulierten,
dass zunéchst ein unbekanntes Enzym die DNS an einem Strang schneidet, so dass ein freies
3’-Ende entsteht. Eine Exonuklease sollte dann einen Teil dieses Stranges degradieren, so
dass der komplementére Strang exponiert wird und ein kurzer Einzelstrangbereich vorliegt.
Diese Liicke in der doppelstrangigen DNS miisste dann von Polymerasen, die bei der de novo
DNS-Synthese fehleranfillig sind, geschlossen werden, wodurch Mutationen auf der DNS
eingefiilhrt werden. Die Existenz solcher fehleranfilligen Polymerasen, auch als
Transldsionssynthesepolymerasen bezeichnet, ist mittlerweile bewiesen. Unter anderem
stehen die Polymerasen eta (Zeng et al., 2001; Martomo et al., 2005), iota (Faili et al., 2002a)

und zeta (Diaz et al., 2003) im Verdacht, an Somatischer Hypermutation beteiligt zu sein.



Einleitung

2.3 AID, Hyper-IgM-Syndrom und aberrante Hypermutation

Nach dem Brenner und Milstein Modell (Brenner & Milstein, 1966) sind fehleranféllige
Polymerasen die Ursache fiir Somatische Hypermutation. Diese bendtigen allerdings eine
initiale DNS-Lésion, um an den entsprechenden Locus rekrutiert zu werden. Lange Zeit hatte
man keinerlei Vorstellung, wann und wie es zu dieser Ldsion kommt und welches Protein
dafiir verantwortlich ist. Tatsuku Honjo und Kollegen fanden erst 30 Jahre nachdem Brenner
und Milstein ihr Modell postuliert hatten den entscheidenden Hinweis. Sie konnten zeigen,
dass das Protein ,,aktivierungsinduzierte (Cytidin-) Deaminase* (AID) essentiell fiir SHM und
CSR ist (Muramatsu et al., 2000). AID-Knockout-Miuse konnen weder SHM noch CSR
durchfiihren. AuBBerdem konnten Tatsuku Honjo und Kollegen zusammen mit der Gruppe um
Anne Durandy zeigen, dass Mutationen in AID die Ursache fiir eine autosomal rezessive
Form des Hyper-IgM-Syndroms (HIGM2) sind (Revy et al., 2000). Hyper-IgM-Syndrom
bezeichnet eine Erkrankung, bei der Patienten erhohte Serumspiegel an I[gM-Antikérpern mit
geringer Affinitdt, also ohne Mutationen, aufweisen. Die anderen Isotypen dagegen fehlen
fast ginzlich, obwohl Keimzentren ausgebildet werden. Diese Patienten sind, ebenso wie die
AID-Knockout-Méuse, nicht mehr in der Lage SHM und CSR auszufiihren.

AID ist urspriinglich mittels eines differentiellen RNS-Display entdeckt worden, bei dem von
einer B-Zelllinie (CH12F3-2) die exprimierten mRNS vor und nach CSR-Induktion
miteinander verglichen wurden (Muramatsu et al., 1999). Humanes AID besteht aus 198
Aminosduren (AS) und hat ein Molekulargewicht von ca. 24 kDa. Es liegt vermutlich als
Dimer oder Tetramer in der Zelle vor (Dickerson et al., 2003; Ta et al., 2003; Chaudhuri et
al., 2004). Leider existiert bislang nur eine computerberechnete Struktur von AID (Xie et al.,
2004). Ein Fusionsprotein von GFP (,,Green Fluorescent Protein®) und AID befindet sich
ausschlieBlich im Zytoplasma (Rada et al., 2002a). Auf Ebene der Aminosduresequenz ist
AID zu 34% homolog mit APOBEC-1 (Apolipoprotein B mRNS editierendes Enzym,
katalytisches Polypetid 1), einer Cytidin-Deaminase (Navaratnam et al., 1993). APOBEC-1
bildet die katalytische Untereinheit des apoB mRNA-Editing-Komplexes und desaminiert ein
Cytidin der Apolipoprotein B mRNS zu Uridin, wodurch ein vorzeitiges Stopp-Kodon auf der
mRNS eingefiihrt wird (Teng et al., 1993; Navaratnam et al., 1995). Da sich die Homologie
vor allem auf die katalytische Domine von APOBEC-1 bezieht (Muramatsu et al., 1999), lag
die Vermutung nahe, dass es sich bei AID ebenfalls um eine Cytidin-Deaminase handelt. Die
Suche nach dem Substrat fiir das Enzym AID spaltete in den folgenden Jahren das

wissenschaftliche Feld und fiihrte zur Postulierung von zwei gegensétzlichen Modellen.
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T. Honjo, in dessen Labor AID urspriinglich entdeckt worden ist, geht davon aus, dass RNS
das Substrat fiir AID ist (Muramatsu et al., 2000). GemiB seinem Modell wiirde AID eine
noch unbekannte mRNS editieren, die zu einer fiir CSR und SHM spezifischen Endonuklease
translatiert wird. Fiir diese Hypothese spricht die Homologie von AID zum RNS-editierenden
Enzym APOBEC-1 und die Notwendigkeit von de novo Proteinbiosynthese fiir SHM (Doi et
al., 2003; Begum et al., 2004; Nagaoka et al., 2005).

Das alternative und allgemein eher akzeptierte Modell (Rada et al., 2004) geht davon aus,
dass DNS das direkte Substrat von AID ist. Demzufolge wird im initialen Schritt der
Somatischen Hypermutation ein Cytosin der DNS (z. B. im WRCH Hotspot-Motiv) von AID
zu Uracil desaminiert. Ausgehend von diesem U:G Mismatch gibt es nun 4 mogliche

Prozessierungen (siche Abb.3):

1) Es erfolgt keine Reparatur der DNS-Lision, sondern DNS-Synthese fiir die
Zellteilung; dies kann zu einer Mutation fiihren, da Uracil bei der Replikation
auch mit Adenin paaren kann, was eine Transition von dU:dG nach dT:dA zur
Konsequenz hat (Phase 1A).

i1) Eine Prozessierung der initialen dU:dG-Lésion durch Uracil-DNA-Glycosylase
(UDG) produziert eine apyrimidinische Stelle, die in einer darauf folgenden
Zellteilung (DNS-Synthese) zu Transitionen und Transversionen fiihren kann.
AuBlerdem kann diese apyrimidinische Stelle Substrat fiir fehleranfillige
Polymerasen sein (Phase 1B).

1i1) Durch eine Prozessierung/Erkennung der initialen dU:dG Lésion iiber Proteine
des DNS-Mismatch-Reparatur-Weges (MSH2-MSH6, Exonuklease 1,
Polymerase Eta) entstehen vor allem Mutationen an dA:dT Basenpaaren
(Phase 2).

1v) Reguldre Prozessierung von Uracil in der DNS iiber Basenexzisionsreparatur
(UDG; AP-Endonuklease, etc.) fiihrt zur Beseitigung der dU:dG Lésion ohne

Veranderung der urspriinglichen Information.
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Abb. 3 Reparaturwege fiir AID-induzierte DNS-Desaminierung nach Rada et al. (2004). AID desaminiert
Cytidine in dC:dG Basenpaaren. Das fithrt zu dU:dG DNS-Lisionen, die auf vier Arten prozessiert werden
konnen: i) Es wird normal {iber die dU:dG Lasion hinweg repliziert, was zu Transitionen fithren wiirde (Phase
1A); ii) Uracil-Exzision durch UDG fiihrt zu einer apyrimidinischen Stelle, {iber die ebenfalls repliziert wird
(Phase 1B), wodurch es zu Transitionen und Transversionen kommen kann; iii) die dU:dG DNS-Lésion wird
von MSH2-MSH-6 erkannt und wird iiber ,,Patch-Reparatur* (fehleranféllig) prozessiert, was zu A/T Mutationen
fiihrt (Phase 2); iv) reguldre Prozessierung der dU:dG DNS-Lésion iiber Basenexzisionsreparatur (UDG, AP-
Endonuklease etc.) fithrt zum Erhalt der genetischen Information. Fiir Klassenwechsel erfolgt die Prozessierung
der dU:dG Lision hauptséchlich iiber UDG. Mismatch-Reparatur und Basenexzisionsreparatur sind zum Teil

redundant bzgl. ihrer Funktion fiir Klassenwechsel und Phase 2-Hypermutation (gestrichelte Pfeile).

Fiir dieses Modell spricht, dass AID in vitro DNS enzymatisch prozessieren kann
(Bransteitter et al., 2003; Chaudhuri et al., 2003; Dickerson et al., 2003; Pham et al., 2003;
Ramiro et al., 2003), nicht aber RNS. Dabei erwies sich der Hypermutationshotspot WRCH
(Rogozin & Diaz, 2004) als das bevorzugte DNS-Substrat fiir AID (Pham et al., 2003). Auch
das in vitro Mutationsspektrum von AID auf DNS entspricht dem Mutationsspektrum der
hypermutierenden Zelllinie Ramos (Larijani et al., 2005). Des Weiteren fiihrt UDG-Defizienz
zu stark eingeschriankter CSR-Féhigkeit und zu einer Veridnderung des Hypermutations-

musters (Rada et al., 2002b).
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Die ektopische Expression von AID fiihrte bislang in allen getesteten nicht-B-Zell-Systemen
zur Induktion von Hypermutation (Martin & Scharft, 2002; Yoshikawa et al., 2002; Pham et
al., 2003; Krause et al., 2005), u. a. auch in E. coli (Petersen-Mahrt et al., 2002). Weil die
Konservierung eines potenziellen mRNS-Substrats iiber alle Gewebe und Spezies hinweg
wenig plausibel erscheint, stirkt dieser Befund ebenfalls die DNS-Hypothese. Die bislang
identifizierten Interaktionspartner (RNA Pol II, RPA, DNA-PK) weisen ebenfalls auf DNS als
Substrat fiir AID hin (Nambu et al., 2003; Chaudhuri et al., 2004; Wu et al., 2005).

Bemerkenswert ist, dass AID in vitro spezifisch Einzel-, nicht aber Doppelstrang-DNS
desaminiert (Bransteitter et al., 2003; Chaudhuri et al., 2003). Da Einzelstrang-DNS u. a.
beim  Transkriptionsvorgang entsteht, konnte dies die Erkldrung fiir die

Transkriptionsabhéngigkeit von SHM sein.

Es gibt Hinweise darauf, dass AID ein Proto-Onkogen ist. Wang et al. konnten zeigen, dass
AID im Prinzip Genom-weit wirken kann (Wang et al., 2004). In DLCL-Zellen (,,Diffuse
Large-Cell Lymphoma*) werden z. B. hidufig neben den Ig-Loci einige weitere Gene
hypermutiert, darunter auch Proto-Onkogene wie PIM1 oder der Transkriptionsfaktor MYC
(Pasqualucci et al., 2001). Ektopische, ubiquitidre Expression von AID in transgenen Mausen
fiihrt u. a. zur Entstehung von T-Zell-Lymphomen (Okazaki et al., 2003). In diesen T-Zell-
Lymphomen (mit tiberexprimiertem AID) wird ebenfalls der piml-Locus und der c-myc-
Locus hypermutiert (Kotani et al., 2005). Vermutlich handelt es sich dabei um deregulierte,
aberrante Somatische Hypermutation (ASHM). Eine Deregulation von AID-Aktivitét ist
vermutlich auch fiir die klassische c-myc-Translokation in den Ig-Loci verantwortlich, die ein
Charakteristikum von Burkitt-Lymphomen ist (Ramiro et al., 2004; Unniraman et al., 2004).
Auch in anderen Lymphomtypen wurde AID-Expression und SHM nachgewiesen (Greeve et
al., 2003; Smit et al., 2003; Babbage et al., 2004; Hardianti et al., 2004a; Hardianti et al.,
2004b; Bodor et al., 2005; Greiner et al., 2005; Guikema et al., 2005; Hardianti et al., 2005).
Nicht bewiesen ist jedoch bis dato, was AID in diesen Fillen zur Lymphomentstehung
beitrdgt. Es besteht aber trotzdem der berechtigte Verdacht, dass dereguliertes AID onkogen
ist. Bislang ist noch vollig unklar, welcher physiologische Regulationsmechanismus AID-

Aktivitdt normalerweise spezifisch auf die Ig-Loci beschrankt.
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2.4 Hypermutation lisst sich mit einem GFP-Reporterkonstrukt messen

Bachl und Olsson haben vor einiger Zeit ein System entwickelt, mit dem man sowohl
Mutationsfrequenzen eines einzelnen Transgens als auch indirekt dessen Expressionsrate
bestimmen kann (Bachl & Olsson, 1999). Sie konnten zeigen, dass in der hypermutierenden
Mauszelllinie 18-81 (und anderen) auch ein GFP-Transgen unter der Kontrolle der
Immunglobulin-Enhancer Somatischer Hypermutation unterworfen ist. Dieses Phédnomen ist
Grundlage fiir den GFP-Reporter-Assay fiir Somatische Hypermutation (siche Abb. 4). Dem
System zugrunde liegt ein GFP-Transgen (der Reporter), in dessen kodierende Sequenz ein
vorzeitiges TAG-Stopp-Kodon eingefiihrt worden ist. Das fiihrt dazu, dass nach Transkription
des GFP-Transgens nur eine verkiirzte, funktionslose Form des GFP-Proteins entsteht. Zellen,
die dieses verkiirzte Protein exprimieren, haben keinerlei fluoreszierende Eigenschaft. Die
Positionierung des Stopp-Kodons entspricht den Anforderungen an einen Hypermutations-
hotspot: (i) das Stopp-Kodon ist Teil des Hypermutationshotspot-Motivs DGYW, (ii) das
Stopp-Kodon liegt mit ca. 400 bp im optimalen Abstand zur Transkriptionsinitiationsstelle,
(i11) das Transgen wird iiber einen ausreichend starken, konstitutiven Promotor transkribiert
(Herpes Thymidinkinase Promotor, tk), und steht (iv) unter der Kontrolle des Intron-Enhancer
der schweren Kette (,,Large Intron Enhancer der schweren Kette; Er;). Wird nun eben dieses
DGY W-Hotspotmotiv vom Hypermutationsmechanismus der Zelle erkannt, so kann es durch
einen Basenaustausch im TAG-Kodon zum Verlust des Stopp-Kodons und zum Erwerb eines
fiir eine Aminosdure kodierenden Kodons kommen (Reversion). Zellen mit einem revertierten
GFP-Transgen, auch als Revertanten bezeichnet, beginnen funktionsfdhiges GFP zu
synthetisieren und erwerben somit die Fihigkeit zu fluoreszieren. Die fluoreszierenden
Revertanten lassen sich mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie
nachweisen (siche Abb. 4).

Gleichzeitig kann ndherungsweise das Expressionsniveau des GFP-Transgens bestimmt
werden, weil die in der Durchflusszytometrie gemessene ,relative Fluoreszenzintensitét™
(RFI) des GFP-Proteins in der Regel direkt mit dem Transkriptionsniveau des GFP-Transgens
korreliert (Bachl & Olsson, 1999). Damit kann schnell erkannt werden, ob eine niedrige oder
hohe Mutationsrate in einer geringeren oder stirkeren Transkriptionsrate des Transgens
begriindet liegt.

Die Mutationsfrequenz ergibt sich nach durchflusszytometrischer Analyse aus der Anzahl an
GFP-Revertanten pro Gesamtsumme an lebenden Zellen. Die durchschnittliche

Mutationsfrequenz fiir das GFP-Reporterkonstrukt liegt in der Zelllinie 18-81 bei ca. 10 bis
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10° Mutationen pro Basenpaar und Generation, dhnlich also wie bei anderen artifiziellen
Reporterkonstrukten fiir Hypermutation (z. B. p-Ketten-Konstrukte; Green et al., 1995; Bachl
& Wabl, 1996a).

Um die eigentliche Hypermutationsrate (Mutationen/Basenpaar/Generation: mut/bp/gen) zu
bestimmen, muss die Mutationsfrequenz mit der Generationszeit korreliert werden. Ist diese
nicht bekannt, wird sie zeitgleich mit der Reversionsanalyse in einer Expansionsanalyse
ermittelt. Dazu werden die Zellen mit einem Farbstoff gefirbt, der mit jeder Zellteilung
gleichmiBig auf die Tochterzellen verteilt wird. Damit nimmt die Farbstoffintensitdt mit jeder
Zellteilung pro Zelle um die Hélfte ab. Der Farbstoff ist wie GFP durchflusszytometrisch
nachweisbar. In einer Expansionsanalyse wird ein mit dem GFP-Reporterkonstrukt
transfizierter Klon fiir einige Tage expandiert und tiglich die Reversionsfrequenz fiir 1 x 10°
lebendige Zellen sowie die durchschnittliche Anzahl an Zellteilungen gemessen. Die

Mutationsrate ergibt sich aus dem durchschnittlichen Zuwachs an Revertanten pro

Zellteilung.
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Abb. 4 Schematische Darstellung des Prinzips des GFP-Reversions-Assays nach Bachl & Olsson (1999).
Zellen werden mit einem GFP-Reporterkonstrukt transfiziert, das ein GFP-Transgen mit vorzeitigem Stopp-
Kodon enthilt. Das Stopp-Kodon ist Teil eines Hypermutationshotspotmotivs (DGWY). Wird dieser Hotspot
von der Hypermutationsmaschinerie einer hypermutierenden B-Zelle erkannt, so kann es zum Austausch des
Stopp-Kodons gegen ein fiir eine Aminosdure kodierendes Kodon kommen (Reversion). Zellen mit einem
derartigen Reversionsereignis beginnen funktionelles GFP zu synthetisieren, und lassen sich anhand ihrer

Fluoreszenzeigenschaften in der Durchflusszytometrie nachweisen.
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Dass es sich bei den Mutationen auf dem GFP-Konstrukt wirklich um die Folge von
Hypermutation handelt, wird u. a. durch zwei Fakten erhirtet: (i) Sequenzierungen des GFP-
Transgens von Revertanten ergab einen GC-lastigen Hypermutationsphinotyp, (ii) die
Verwendung eines #dhnlich starken Promotors, bei dem aber das Stopp-Kodon fiir das
Mutator-System ungiinstig weit weg von der Transkriptionsinitiationsstelle liegt (1,62 kbp),
fiihrt zum Ausbleiben von Mutationen (Bachl & Olsson, 1999). Es handelt sich also um ein

sensitives und probates System, um Hypermutation nachzuweisen.

2.5 Grundlagen des Kerntransports

Eukaryoten haben im Gegensatz zu Prokaryoten einen Zellkern. Dieser ermdglicht ihnen u. a.
eine weitere Ebene der Regulation zelluldrer Prozesse, basierend auf der rdumlichen und
zeitlichen Trennung von Agens und Substrat. So konnen z. B. Transkripte im Kern alternativ
gespleilt werden, bevor sie im Zytoplasma translatiert werden. Der Transkriptionsfaktor
NFkB, der nach Aktivierung spezifisch vom Zytoplasma in den Zellkern transloziert, ist ein
weiteres Beispiel. Wesentliches Element solcher Regulationsmechanismen ist der
kontrollierte Austausch von Molekiilen zwischen Zellkern und Zytoplasma. Da im Rahmen
dieser Dissertation auch untersucht wurde, inwieweit AID-Aktivitdt liber subzelluldre
Lokalisation reguliert wird, sollen hier kurz die zentralen Merkmale von klassischen
Kerntransportvorgéngen dargelegt werden (Gorlich & Kutay, 1999). In Abbildung 5 sind die
wichtigsten Elemente klassischer Kerntransportvorgiange illustriert.

Der Transport zwischen Nukleus und Zytoplasma erfolgt {iber Kernporenkomplexe (,,Nuclear
Pore Complexes®, NPC), die iiber die Kernmembran verteilt sind. Ionen, kleine Metabolite
und Proteine, die nicht groBer als 40 kDa sind, konnen passiv durch schmale Kanéle (ca. 10
nm Durchmesser) in der unmittelbaren Umgebung der Kernporen frei diffundieren. Molekiile,
die diese Grofle iiberschreiten, konnen nur in einem aktiven Prozess durch die Kernpore
geschleust werden. In hoheren Eukaryoten ist die Kernpore ein groBer Proteinkomplex aus
tiber 30 verschiedenen Proteinen (Nukleoporinen) und einer Masse von ungefahr 125 MDa.
Das Innere der Pore ist hochgradig symmetrisch und setzt sich aus einer ringférmigen
Struktur zusammen, die den so genannten zentralen Transporter umgibt. Der Kanal hat einen
Durchmesser von ca. 50 nm und eine Lange von ungefdhr 120 nm. Von der Pore ausgehend

ragen kurze, fasrige Filamente in das Zytoplasma hinein, auf der Innenseite der Kernmembran
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befinden sich dagegen korbdhnliche Strukturen, die in das Nukleoplasma hineinreichen (Beck
et al., 2004).

Der aktive Transport von Proteinen wird durch spezifische Signalsequenzen vermittelt. Dabei
handelt es sich entweder um eine Nukledre Lokalisationssequenz (NLS), die flir den
Kernimport notwendig ist, oder um eine Nukledre Exportsequenz (NES), die fiir den Export
aus dem Kern verantwortlich ist. Die klassische NLS zeichnet sich durch eine Ansammlung
von basischen Aminoséuren aus, z. B. die NLS des ,,Simian Virus 40 Large T-Antigen*

(PKKKKRK; Kalderon et al., 1984).

A
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62, MUP9S
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Abb. 5 Schematische Darstellung des klassischen NLS- und NES vermittelten Kerntransports iiber die
Kernmembran hinweg (aus Xu & Massague, 2004; modifiziert). a) IMPORT: Importin 3 assoziiert mit
Importin o. Importin o bindet an das klassische NLS-Motiv des Transportsubstrats, wie z. B. von NF-AT-
Protein. Uber die von Importin B vermittelte Wechselwirkung mit den Nukleoporinen (NUPs) wird der Komplex
durch den Kernporenkomplex geschleust. Nach Bindung von RanGTP zerfillt der Transportkomplex im
Nukleus. Das transportierte Substrat (NF-AT) verbleibt im Nukleus, Importin oo und $ werden zuriick ins
Zytoplasma transportiert. b) EXPORT: NF-AT-Protein tragt auch eine NES, die vom nukledren Export-Rezeptor
CRM1 erkannt wird. CRM1 vermittelt den Kernexport durch direkte Interaktion mit den Nukleoporinen.
RanGTP verstirkt die Bindung von CRM1 an NES-tragende Proteine und erleichtert so den Export. Im
Zytoplasma wird die an sich geringe GTP-Hydrolyse-Aktivitdt von Ran stimuliert, so dass RanGDP entsteht.

Dies fiihrt wiederum zur Dissoziation des ternidren Exportkomplexes aus Substrat, CRM1 und Ran.
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Eine weitere Form der NLS, die zweiteilige NLS, besteht aus zwei basischen Abschnitten, die
durch ca. 10 AS getrennt voneinander sind, wie z. B. beim Nukleoplasmin-Protein (Robbins
et al., 1991). NES sind reich an hydrophoben Aminoséuren, vor allem an Leucinen, die fiir die
Funktion unerlésslich sind. Die weithin akzeptierte Konsensussequenz L-X; 3-[LIVFEM]-X;.3-
L-X-[LI] (Bogerd et al., 1996) hat sich experimentell als wenig zuverldssig erwiesen, da nur
jedes dritte iiber eine NES exportierte Protein die Kriterien der Konsensussequenz erfiillt (la
Cour et al., 2003).

Am NLS- bzw. NES-vermittelten Kerntransportvorgang sind viele Proteine beteiligt (fiir eine
Ubersicht sieche Gorlich & Kutay, 1999, und Fried & Kutay, 2003). Im klassischen
Kerntransportmodell (siche Abb. 5) bildet sich zunédchst im Zytoplasma ein NLS-abhingiger
Komplex, der ,,Nuclear Pore Targeting Complex*. Der Targeting-Komplex besteht aus zwei
Komponenten, Importin o und Importin . Importin o erkennt die basischen AS der NLS des
Substrats und fungiert als Adaptermolekiil zu Importin . Dieses transportiert das von
Importin o gebundene NLS-Substrat in den Kern, indem es mit den Nukleoporinen des NPC
interagiert.

Proteine mit NES bilden im Nukleus einen terndren Komplex mit CRM1 (Chromosome
Maintenance Region 1 = Exportin 1) und der GTP-Form von Ran (RanGTP) und werden
durch Interaktion von CRM1 mit den Nukleoporinen des NPC in das Zytoplasma geschleust
(Fornerod et al., 1997).

Der CRM1-vermittelte Export ldsst sich spezifisch durch Leptomycin B (LMB) inhibieren
(Nishi et al., 1994; Ossareh-Nazari et al., 1997). Leptomycin B ist ein Antibiotikum aus
Streptomyces spec. (Hamamoto et al., 1983), das an einen Cystein-Rest von CRM1 bindet
(Cys528 in humanem CRM1) und dadurch eine Bindung NES-tragender Proteine verhindert
(Kudo et al., 1999).

Die Unidirektionalitit des Transports wird liber die kleine GTPase Ran reguliert. Die
hydrolysierte Form RanGDP liegt im Zytoplasma vor, die RanGTP-Form im Zellkern. Dieser
Gradient treibt den Transport an und gibt die Richtung vor. Im Kern fungiert das
chromatingebundene RCC1 als GDP/GTP Austausch-Faktor (,,RanGDP/GTP Exchange
Factor®, RanGEF), der RanGDP mit GTP belddt. Die Bindung der RanGTP-Form im Kern an
Importin B bewirkt die Freisetzung des Importsubstrates. Auf der zytoplasmatischen Seite des
NPC stimulieren RanGAP1, RanBP1 und RanBP2 die an sich nur geringe GTP-Hydrolyse-
Aktivitdit von Ran, so dass RanGDP entsteht. Dies fiilhrt wiederum zur Dissoziation des
terndren Exportkomplexes aus Substrat, CRM1 und Ran. RanGDP wird durch Interaktion mit

NTF2 (,,Nuclear transport factor 2*), das die Dissoziation von GDP verhindert, wieder in den
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Kern transportiert und so der Kreislauf geschlossen.

Die Importin o und [ Familien (Karyopherine) sind grofle, speziesiibergreifende
Proteinfamilien, die nicht nur fiir den Transport von Proteinen sondern auch RNS
verantwortlich sind. Die Substratspezifititen der Karyopherine sind teils tliberlappend, teils
distinkt.

Abweichend vom klassischen Kerntransportmodell deuten sich in letzter Zeit noch weitere
mechanistische Moglichkeiten fiir den Transportvorgang an, fiir einen Uberblick siche Xu &

Massague (2004).

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Die aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase (AID) ist essentiell fiir die Induktion
Somatischer Hypermutation in Mensch und Maus. Zu Beginn dieser Arbeit war {iber den
exakten Wirkungsmechanismus und die Regulation von AID-Aktivitit nicht viel bekannt.
Diese Dissertation sollte deshalb grundsitzlich zum Verstindnis von AlID-induzierter
Somatischer Hypermutation beitragen, Hinweise auf etwaige Regulationsmechanismen geben
und das onkogene Potenzial von AID evaluieren.

Dazu sollten geeignete Hypermutationsreportersysteme und AID-Expressionsvektoren
verwendet oder hergestellt werden und Zelllinien auf Ihre Hypermutationsfahigkeit hin
untersucht werden. Die Herstellung von AID-Proteinmutanten und deren Eigenschaften
sollten Aufschluss iiber funktionelle Dominen von AID geben. Ein Schwerpunkt war dabei
die Charakterisierung von Kerntransportsequenzen und deren Bedeutung fiir SHM. Zudem
sollte ein System etabliert werden, mit dessen Hilfe potenzielle Interaktionspartner von AID
in Zukunft identifiziert werden kdnnen.

In dieser Arbeit wurde dabei nachgewiesen, dass AID-induzierte SHM durch cis- und trans-
Faktoren beeinflusst wird, und dass daher AID-Expression alleine nicht immer zur Induktion
von SHM ausreicht. In Analogie dazu konnte gezeigt werden, dass AID in der Zelle
Bestandteil groBer Komplexe ist und dass eine Ebene der Regulation von AID-Aktivitdt

vermutlich die Regulation seiner subzelluldren Lokalisation umfasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Diskriminierung von cis- und frans-Einfliissen auf die
Hypermutationsrate mit Hilfe eines dualen Reportersystems

3.1.1 In der Zelllinie 18-81 nimmt die Mutationsrate auf einem GFP-Reporter-
Konstrukt mit der Zeit ab

Zhang et al. haben publiziert, dass die Mutationsrate in der konstitutiv hypermutierenden
Zelllinie Ramos nicht konstant ist (Zhang et al., 2001). Subklone dieser Zelllinie weisen
unterschiedliche Mutationsraten auf. Jiirgen Bachl (GSF, Miinchen) hat in vorausgegangenen
Experimenten beobachtet, dass die Mutationsrate in der Zelllinie 18-81 auch im Laufe
langerer Zellkulturphasen scheinbar abnimmt (personliche Mitteilung). Um diese
Beobachtung detaillierter festzuhalten, wurde die Reversionsrate iiber einen Zeitraum von 7
Wochen fiir einen repriasentativen, mit dem Reporterkonstrukt pI-GFPstop stabil transfizierten
Klon beobachtet (siche auch Bachl et al., 2001). Die Expression des GFP-Gens in pI-GFPstop
(Abb. 6) wird iiber einen Doxyzyklin (Dox)-induzierbaren tet-Promotor (Furth et al., 1994;
Gossen et al., 1995) transkribiert. Das GFP-Gen selbst beinhaltet ein vorzeitiges Stopp-

Kodon, wie schon in der Einleitung beschrieben worden ist.

Pyii GFP

—I —  pI-GFP stop

Stopp Kodon

Abb. 6 Reporterkonstrukt pI-GFPsfop zur Messung von Hypermutationsaktivitit. Das Konstrukt pl-
GFPstop kodiert fiir ein GFP, das ein vorzeitiges Stopp-Kodon trigt. Das rekombinante GFP-Gen wird iiber

einen Doxyzklin-induzierbaren Promotor transkribiert (Py).

Wihrend des 7-woOchigen Beobachtungszeitraums wurde die pl-GFPstop-Ausgangskultur in
Doxyzyklin-freiem Medium gehalten, um Transkription und anschlieBende Hypermutation
des GFP-Reporters zu vermeiden. Nach 1, 3 und 5 Wochen in Dox-freiem Medium wurde
jeweils ein Aliquot Zellen der Ausgangskultur entnommen und zur Transkriptionsinduktion
des Reportergens in Doxyzyklin-haltiges Medium iiberfiihrt. Die induzierten Kulturen wurden

dann fiir vier weitere Tage expandiert und tiglich die Reversionsfrequenz an revertanten
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Zellen bestimmt, indem 1 x 10° lebende Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert
wurden. Die Mutationsrate des pI-GFPstop Klons fiel von anfinglich 6.1 x 10™ mut/bp/gen in
der ersten Woche auf 3.0 x 10” nach 3 Wochen und 1.2 x 10~ nach 6 Wochen (Abb. 7).
Folglich nahm die Mutierbarkeit des GFP-Transgens im Laufe des Beobachtungszeitraums

stetig ab.

600 +

500 + —— Nach 1 Woche 6.1 x 10° mut/bp/gen

—@— Nach 3 Wochen 3.0 x 10° mut/bp/gen
—M— Nach 5 Wochen 1.2 x 10° mut/bp/gen

400 A

300 +

200 +

100 4

Frequenz an Revertanten (10%)

10

Zellteilungen

Abb. 7 Reversionsanalyse eines stabilen pI-GFPstop Transfektionsklons der Zelllinie 18-81. Nach 1, 3 und
5 Wochen in Doxyzyklin-freiem Medium wurde jeweils ein Aliquot Zellen in Doxyzyklin-haltiges Medium
iiberfithrt und fiir 4 weitere Tage expandiert. Wihrend der Expansion wurde tiglich die Anzahl an GFP-
Revertanten mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die ermittelten Daten sind als Funktion der Anzahl an GFP-
exprimierenden Zellen pro 10° lebende Zellen iiber der Anzahl an Zellteilungen aufgetragen. Die Tatsache, dass
die Induktion mit Doxyzyklin nach 5 Wochen immer noch bei 0 Revertanten beginnt, verdeutlicht, dass ohne
Induktion der Transkription keine SHM stattfinden kann, der Hintergrund also 0 bleibt. Die nicht-induzierte

Ausgangskultur weist keinerlei GFP-Fluoreszenz auf (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Subklone der pI-GFPstop Ausgangskultur variieren in ihren Mutationsraten

Um zu unterscheiden, ob nun alle Zellen der Ausgangskultur (ohne Dox) prinzipiell mit der
Zeit zu einer schwicheren Mutationsaktivitdt tendieren, oder ob nur ein Teil der
Zellpopulation die anfanglich hohe Mutationsaktivitit verloren hat, wurden verschiedene
Subklone mittels limitierender Verdiinnung aus der seit 7 Wochen in Kultur befindlichen
Ausgangskultur gewonnen. 5 Subklone wurden zufillig ausgewihlt und ihre Mutationsrate
bestimmt. Hierzu wurden sie in Dox-haltigem Medium expandiert und téglich ihre
Reversionsrate auf dem GFP-Transgen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die

Mutationsraten der Subklone variierten deutlich (Abb. 8).
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Subklon Mutationsrate

600 ~

500 + —l— #11 6.5 x10° mut/bp/gen

400 4 ——  #-2 3.9 x10° mut/bp/gen
565 —B— #-3 2.0x10° mut/bp/gen
—— #-4 0.9 x10° mut/bp/gen

200
—l— #1-5 unter Nachweisgrenze

100 A

~_ - B
— R B .
0 > 4 z :

Frequenz an Revertanten (10%)

Zellteilungen

Abb. 8 Expansionsanalyse von jeweils fiinf unabhingigen Subklonen, die aus der pl GPFstop-
Ausgangskultur hervorgegangen sind. Wihrend der Expansion wurde téglich die Anzahl an GFP-Revertanten
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die ermittelten Daten sind als Funktion der Anzahl an GFP-

exprimierenden Zellen pro 10° lebende Zellen iiber der Anzahl an Zellteilungen aufgetragen.

Subklon #1-1 besaB die hochste Mutationsrate der fiinf analysierten Subklone (6.5 x 107
mut/bp/gen) und Subklon #1-5 die niedrigste Mutationsrate (1.2 x 10° mut/bp/gen). Die
Mutationsraten der anderen Subklone lagen zwischen den Raten dieser beiden Klone. Die
Mutationsrate von Klon #1-1 war auf einem vergleichbaren Niveau wie die urspriingliche
Reversionsrate der Ausgangskultur. Die unterschiedlichen Mutationsraten der analysierten
Subklone beweisen, dass die Zellen in der 7 Wochen alten pI-GFPstop-Ausgangskultur nicht
mehr in gleichem Ausmall das GFP-Transgen hypermutieren konnen und eine heterogene
Zellpopulation darstellen. Das kann verschiedene Ursachen haben. Entweder sinkt mit der
Zeit das Expressionsniveau der am Mutationsvorgang beteiligten Proteine in
unterschiedlichem Ausmal} (frans-Effekt) oder das GFP-Transgen wird, trotz hoher Ig-
Mutator-Aktivitat, weniger zuginglich fiir das Mutator-System z. B. durch epigenetische
Veranderungen (cis-Effekt). Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Abnahme der
Mutierbarkeit wire, dass sich die Doxyzyklin-abhingige Induktion des GFP-Transgens im
Lauf der Zellkulturphase verschlechtert hat.
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3.1.3 Mit einem zweiten Reporter-Transgen lassen sich cis- von trans-Effekten
unterscheiden

Um die oben erwihnten verschiedenen Moglichkeiten zu iiberpriifen, wurde ein weiteres
Reporterkonstrukt in die pI-GFPstop-Subklone #1-1 und #1-5 transfiziert. Die Uberlegung
dahinter war, dass wenn ein verringertes Expressionsniveau an frans-Hypermutationsfaktoren
fiir die verringerte Mutationsrate in Subklon #1-5 verantwortlich ist, dann sollte auch ein
zweites Reporter-Transgen nur schwach hypermutiert werden. Im Gegenzug miisste das
zweite Reporter-Transgen in Subklon #1-1 stark hypermutiert werden. Sollte die verringerte
Mutationsrate in Subklon #1-5 durch einen epigenetischen cis-Effekt verursacht werden, dann
wiirde ein zweites, neues Reporterkonstrukt in beiden Subklonen, #1-1 und #1-5, gleich stark
hypermutiert werden.

Als zweites Reporterkonstrukt wurde das Plasmid ptk-YFPstop generiert, in dem YFP
(,,Yellow-Fluorescent Protein*) konstitutiv iiber den tk-Promotor transkribiert wird (Abb. 9).
In Analogie zum GFP-Transgen beinhaltet das YFP-Transgen ebenfalls ein vorzeitiges Stopp-
Kodon. Die DNS-Sequenz von GFP und YFP ist beinahe identisch (Baldwin et al., 1990;
Prasher et al., 1992). Deshalb wurde das vorzeitige Stopp-Kodon im YFP-Gen an der gleichen
Stelle wie im GFP-Reporter eingefiihrt. Revertierte Zellen, die entweder GFP oder YFP
exprimieren, konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Lichtemissionseigenschaften mittels

Durchflusszytometrie voneinander unterschieden werden.

Ptk YFP ELI

— —7>— ptk-YFP stop

Stopp Kodon

Abb. 9 Reporterkonstrukt ptk-YFPstop zur Messung von Hypermutationsaktivitit. Das Konstrukt kodiert
fiir YFP mit vorzeitigem Stopp-Kodon und wird iiber den Thymidinkinasepromotor (ptk) transkribiert. Der

Intron-Enhancer der Ig-schweren Kette (E;) verstarkt die Transkription des YFP-Transgens.

Das ptk-YFPstop-Konstrukt wurde stabil in die pl-GFPstop-Subklone #1-1 und #1-5
transfiziert (s.0.) und fiir jeden dieser Subklone wurden wiederum unabhéngige GFP/YFP-
Klone etabliert. Die Integrationsstelle des Transgens in das Genom kann Einfluss auf die
Mutierbarkeit des YFP-Transgens haben. Deshalb wurden fiir 24 verschiedene GFP/YFP-
Klone, die aller Voraussicht nach das YFP-Transgen an unterschiedlichen Stellen ins Genom
integriert haben, die Reversionsfrequenz nach 3-tigiger Kultur in Dox-haltigem Medium

bestimmt. Das GFP-Transgen ist in allen GFP/YFP-Transfektionsklonen an der (oder den)
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gleichen genomischen Integrationsstelle(n), da alle diese Zellen vom Ausgangsklon pl-
GFPstop abstammen.

Die Frequenz an YFP- und GFP-Revertanten war eindeutig hoher in denjenigen Klonen, die
von Subklon #1-1 abstammten, als im Vergleich zu denen, die von Subklon #1-5 abstammten
(Abb. 10). 79% (19 aus 24) der von Subklon #1-1 abgeleiteten GFP/YFP-Klone hatten Zellen
mit revertiertem YFP (mit einer durchschnittlichen Reversionsfrequenz von 16.9 YFP-
Revertanten pro 10° Zellen) und 96% der Zellen hatten GFP revertiert (durchschnittliche
Frequenz: 10.5 GFP-Revertanten pro 10° Zellen). Von den von Subklon #1-5 abgeleiteten
GFP/YFP-Klonen enthielten im Gegensatz dazu nur 33% (8 aus 24) der Zellen revertiertes
YFP (durchschnittliche Frequenz: 1.4 YFP-Revertanten pro 10° Zellen) und nur 29% (7 aus
24) GFP-Revertanten (0.4 pro 10° Zellen). Das heift, dass in von Subklon #1-5 abgeleiteten
GFP/YFP-Klonen die Mutationsrate fiir beide Transgene (GFP und YFP) erheblich reduziert
war. Dieses Ergebnis legt nach der anfinglich aufgestellten Hypothese eine verminderte
Aktivitit oder ein vermindertes Expressionsniveau eines Ig-Mutator-spezifischen trans-

Faktors nahe.

pl-Subklon #1-1 pl-Subklon #1-5
18 4 18 -
16 16 -
14 - 14 -
5 5
5 12 - E 12 - I:l GFP
X 10+ < 10+ -
] L YFP
= 8 = 8 -
g g
c 64 N g
< <
4 4 4 A
24 24
0 A 0+ : - : :
0 1-5 610 11-20 21-30 3140 41-50 0 15 6-10 11-20 21-30 31-40 41-50
Frequenz an Revertanten (x 10%) Frequenz an Revertanten (x 10%)

Abb. 10 Verteilung der Frequenzen an GFP- und YFP-Revertanten fiir je 24 unabhingige GFP/YFP-
Transfektionsklone, die aus den Subklonen #1-1 und #1-5 nach stabiler Transfektion mit ptk-YFPszop
hervorgegangen sind. Die Frequenz an Revertanten pro 10° lebende Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Doxyzyklin wurde 3 Tage vor der Durchflusszytometrie dem Kulturmedium der GFP/YFP-
Transfektionsklone zugesetzt. Die Skalierung der X-Achse ist wie folgt zu lesen: 0 Revertanten pro 10° Zellen,
1-5 Revertanten pro 10° Zellen, 6-10 Revertanten pro 10° Zellen, 11-20 Revertanten pro 10° Zellen, 21-30
Revertanten pro 10° Zellen, 31-40 Revertanten pro 10° Zellen, 41-50 Revertanten pro 10° Zellen; Y-Achse:

Anzahl an unabhéngigen Transfektionsklonen (von 24).
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3.1.4 Die AID mRNS-Mengen variieren in den pI-GFPstop-Subklonen und korrelieren
mit den jeweiligen Mutationsraten

Die Variabilitiat der Mutationsraten in Subklonen der Zelllinie Ramos geht laut Zhang et al.
mit dem Expressionsniveau des endogenen AID einher (Zhang et al., 2001). Dito konnte das
AID-Expressionsniveau auch in den analysierten pl-GFPsfop-Subklonen der Zelllinie 18-81
variieren. In Zusammenarbeit mit R. Mailhammer (GSF, Miinchen) wurde mittels
quantitativer Real-time PCR der AID mRNS-Spiegel fiir die fiinf Subklone #1-1 bis #1-5
bestimmt. Die AID mRNS-Mengen unterschieden sich innerhalb der pI-GFPstop-Subklone
um bis zu 400% (Abb. 11). Subklon #1-1 hatte die hochste Mutationsrate und das hochste
AID mRNS-Niveau, wohingegen Subklon #1-5 mit dem niedrigsten AID mRNS-Niveau auch
die geringste Mutationsrate hatte. Der AID mRNS-Spiegel der anderen 3 Subklone (#1-2, #1-
3, #1-4) lag zwischen den beiden Extremen und korrelierte ebenfalls mit den auf dem GFP-
Transgen gemessenen Mutationsraten. Das bedeutet, dass das endogene AID-
Expressionsniveau in der Zelllinie 18-81 nicht stabil ist und dass die gemessenen

Mutationsraten auf dem GFP-Reportertransgen mit dem endogenen AID mRNS-Spiegel

korrelieren.
= 5. Abb. 11 Bestimmung der AID mRNS-
E Mengen fiir die fiinf pI-GFPstop-
‘E’ 1 Subklone mittels quantitativer Real-
g 3 time PCR. Die AID mRNS-Mengen
ﬁ | wurden normalisiert auf die Aldolase
§ mRNS-Mengen, wobei das mRNS-
g 11 Niveau von  Subklon #1-5 als
< ol Bezugswert fiir die anderen Subklone

‘o (auf 1) gesetzt wurde.

3.1.5 Die Uberexpression von humanem AID rekonstituiert den Mutationsphinotyp in
Subklon #1-5

Um herauszufinden, ob das reduzierte AID-Expressionsniveau in Subklon #1-5 der einzige

Grund fiir die verminderte Mutationsrate ist, wurde rekombinantes AID in diesem Klon tiber-
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exprimiert. Dazu wurde humanes AID-Protein (hnAID) benutzt, um zeitgleich festzustellen,
ob es das AID-Protein der Maus ersetzen kann.

Der entsprechende Expressionsvektor pAID-ngfr ist in Abbildung 12 dargestellt. Der Vektor
wurde co-transfiziert mit dem bereits erwdhnten Konstrukt ptk-YFPstop, das eine Puromycin-
Resistenzkassette als selektionierbaren Transfektionsmarker enthélt. Da es zu diesem
Zeitpunkt noch keinen verldsslichen anti-AID-Antikérper gab, wurde das rekombinante
hnAID-Protein N-terminal mit einem H&magglutinin-Epitop (HA) fusioniert. Dadurch lésst
sich dieses HAhnAID-Fusionsprotein in einer Western-Blot-Analyse mit einem kommerziell
erhéltlichen anti-HA-Antikdrper nachweisen. Das Konstrukt pAID-ngfr besteht aus einer
bicistronischen Expressionskassette, die neben der kodierenden Sequenz fiir HA-markiertes
rekombinantes humanes AID die kodierende Sequenz fiir die extrazellulire Doméne des
Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor (NGFR) enthélt. Da die zytoplasmatische Signaldoméne
des NGFR fehlt, kann dieses NGFR-Protein keine intrazelluldren Signalkaskaden ausldsen.
Die beiden Gene sind {iiber eine interne Ribosomenegintrittsstelle (IRES) verbunden und
werden konstitutiv vom bos-Promotor (Elongationsfaktor 1a) transkribiert (Mizushima &

Nagata, 1990).

Pbos AID IRES NGFR

o
2

= pAID-ngfr

Abb. 12 Der Vektor pAID-ngfr dient der Expression von humanem AID. Die Transkription der
bicistronischen Expressionskassette erfolgt {iber den bos-Promotor (Py.s). Das Transkript kodiert fiir
Héamagglutininepitop-markiertes AID und fiir eine verkiirzte Form des Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor
(NGFR). Die kodierenden Bereiche von AID und NGFR sind durch eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES)

getrennt.

Die Expression des verkiirzten NGFR-Proteins an der Zelloberfliche dient als Indikator fiir
eine erfolgreiche Transfektion. Mittels einer anti-NGFR-Immunfluoreszenzfirbung kann
schnell nach hnAID-liberexprimierenden Klonen (Abb. 13A) gesucht werden. Der direkte
Nachweis von HAhnAID-Protein innerhalb dieser NGFR-positiven Klone wurde via
Western-Blot-Analyse bestitigt (Abb. 13B). Die Mutationsraten des induzierbaren GFP- und
die des konstitutiv getriebenen YFP-Transgens wurden erneut via Expansionsanalyse fiir vier
unabhéngige NGFR-positive GFP/YFP-Subklone (A bis D) durchgefiihrt (Abb. 13C). Die
Reversionsrate lag bei 7.2 x 10~ mut/bp/gen in Transfektionsklon #1-5-A, bei 3.1 x 107, 10.2
x10” und 12.4 x10” mut/bp/gen fiir die Transfektionsklone #1-5 B bis D. NGFR-negative
GFP/YFP-Klone ohne transgene AID-Expression hypermutierten weder das GFP- noch das
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YFP-Transgen (Daten nicht gezeigt). Wie bereits fiir den endogenen AID mRNS-Spiegel
beobachtet, ergab sich eine generelle Korrelation zwischen der Menge an transgenem hnAID
und der Mutationsrate auf dem GFP-Transgen. Daraus ergibt sich, dass humanes AID das
AID aus der Maus ersetzen kann, und dass AID die einzig notwendige Komponente ist, um

den Mutationsphénotyp in Subklon #1-5 zu rekonstituieren.
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Abb. 13 Rekombinantes humanes AID rekonstituiert die Mutationsaktivitit in GFP/YFP-

Transfektionsklonen. (A) Durchflusszytometrische Analyse eines NGFR-negativen (schwarz) und eines
NGFR-positiven (weill) Transfektionsklons nach Immunfluoreszenzfarbung der extrazelluliren NGFR-Doméne.
(B) Anti-HA Western-Blot-Analyse fiir vier NGFR-positive GFP/YFP-Transfektionsklone und den
Ausgangssubklon #1-5. (C) Expansionsanalyse fiir vier NGFR-positive GFP/YFP-Transfektionsklone in der
Anwesenheit von Doxyzyklin iiber einen Zeitraum von 5 Tagen. Die mittels durchflusszytometrischer Analyse
gewonnen Daten sind dargestellt als Funktion von GFP- (griine Linie) bzw. YFP-Revertanten (gelbe Linie) pro

10° lebende Zellen iiber der Anzahl an Tagen.
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3.1.6 Die Frequenz an YFP-Revertanten bleibt konstant

Die hnAlD-iiberexprimierenden Klone #1-5-A bis D beinhalteten schon zu Beginn der
Expansionsanalyse eine substanzielle Anzahl an YFP-Revertanten. Offensichtlich wurde das
YFP-Transgen schon vor der Expansionsanalyse wihrend der Selektionsphase durch das
AlD-induzierte Mutator-System erkannt und mutiert. Das fiihrte zu YFP-Reversions-
frequenzen zwischen 0.5 x 10™ und 1.5 x 10~ in diesen Kulturen. Dieses ist an sich nicht
iiberraschend, weil das ptk-YFPstop-Transgen konstitutiv transkribiert wird und daher im
Prinzip dauerhaftes Ziel fiir das AID-induzierte Mutator-System ist. Wahrend der eigentlichen
Expansionsanalyse dagegen dnderte sich die YFP-Reversionsfrequenz in den GFP/YFP-
Klonen #1-5-A bis D wiéhrend des Beobachtungszeitraums von 4 Tagen nicht mehr
wesentlich (Abb. 13C). Das Fehlen messbarer konstanter Hypermutation des YFP-Transgens
kann nicht auf das Versagen des Mutator-Systems an sich zuriickzufithren sein, weil im
selben Klon das pl-GFPstop-Transgen konstant hypermutiert wird. Folglich miissen
spezifische cis-Effekte auf dem YFP-Transgen fiir das abweichende Verhalten der zwei
Reportertransgene verantwortlich sein. Die wahrscheinlichste Erkldarung fiir die gleich
bleibende Frequenz an YFP-Revertanten wihrend der Expansionsanalyse ist das Erreichen
einer Balance in diesen Zellen zwischen Reversionsmutationen, die zu funktionellem YFP-—
Protein fithren und spezifischen Vorwértsmutationen, die die YFP-Funktion zerstoren.

Es bleibt festzuhalten, dass die Verwendung von zwei unterschiedlichen Reporterkonstrukten
(GFP/YFP) in einem dualen Reporterassay fiir Hypermutation eine klare Diskriminierung von

cis- und trans-Effekten ermdglicht.

3.2 Wildtyp AID kann keinen Hypermutationsphéinotyp in der humanen
pra-B-Zelllinie Nalm-6 induzieren

3.2.1 Das GFP-Reporter-Transgen wird in der Zelllinie Nalm-6 nicht hypermutiert
und nur sehr schwach in BL70

Wie oben bereits gezeigt, kann exogenes AID Hypermutation induzieren. Um zu iiberpriifen,
ob dies grundsétzlich der Fall ist, wurden zwei humane B-Zelllinien, Nalm-6 und BL70, auf
den Effekt von AID-Uberexpression hin analysiert. BL70 ist eine Burkitt-Lymphom-Zelllinie,

(also aus dem Keimzentrum hervorgegangen), die durch eine c-myc-Translokation in den Ig-
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Locus transformiert wurde (Cohen et al., 1987). Nalm-6 ist ein humanes prda-B Zell-
Lymphom vom Typ der ,,Akuten lymphoblastischen Leukdmie* (Hurwitz et al., 1979). In
einer Northern-Blot-Analyse zeigen Nalm-6 Zellen keinerlei endogene AID-Transkripte und
BL70 Zellen nur sehr geringe Mengen an endogener AID mRNS (Abb. 14A).

A B

©
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2 R E m 2
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Pol iota
“ . GAPDH Pol zeta
ubG

Abb. 14 Endogenes AID wird in den Burkitt-Lymphom-Zelllinien Mutu III und BL70 und der pri-B
Zelllinie Nalm-6 nicht gleichméBig exprimiert. (A) Gesamt-RNS wurde aus den Burkitt-Lymphom-Zelllinien
Mutu III und BL70 sowie aus der prd-B-Zelllinie Nalm-6 gewonnen und in einer Northern-Blot-Analyse auf
AID mRNS-Mengen iiberpriift. Die GAPDH mRNS-Mengen wurden als Ladekontrolle verwendet. Die
Membran wurde sequentiell mit Sonden fiir AID und GAPDH hybridisiert. (B) Das Expressionsprofil
verschiedener, potenziell am Hypermutationsmechanismus beteiligter trans-Faktoren wurde iiber RT-PCR fiir

Nalm-6 und BL70 Zellen bestimmt. Wasser diente als Negativkontrolle.

Die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Mutu II1, die konstitutiv somatisch hypermutiert (personliche
Mitteilung von J. Bachl) wurde als Positivkontrolle fiir AID-Transkription verwendet.
Zusitzlich wurde Reverse Transkription-PCR (RT-PCR) fiir Nalm-6 und BL70 Zellen
durchgefiihrt, um die Expression anderer trans-Hypermutationsfaktoren zu kontrollieren. Der
Uracil-DNS-Glycosylase (UDG) und den fehleranfdlligen DNS Polymerasen eta, iota und
zeta wird eine Beteiligung am Hypermutationsmechanismus nachgesagt (Diaz et al., 1999;
Zeng et al., 2001; Faili et al., 2002a; Rada et al., 2002b). In den beiden Zelllinien lassen sich
aber auBler der abweichenden AID-Expression keine augenfilligen Expressionsunterschiede
fiir diese trans-Faktoren finden (Abb. 14B). Um die Hypermutationsfahigkeit dieser Zellen zu
analysieren, wurde das Reporterkonstrukt ptk-GFPstop (Abb. 15) benutzt.
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Ptk GFP ELi

— S —Z7777727— ptk-GFPstop

Stopp Kodon

Abb. 15 Das Reporterkonstrukt ptk-GFPstop kodiert fiir GFP mit vorzeitigem Stopp-Kodon und wird
iiber den Thymidinkinasepromotor (ptk) transkribiert. Der Intron-Enhancer der Ig-schweren Kette (E)

verstdrkt die Transkription des GFP-Transgens.

Mit diesem Plasmid wurden fiir beide Zelllinien (Nalm-6 und BL70) 24 unabhéngige, stabil
transfizierte Klone hergestellt und mittels Durchflusszytometrie die Revertantenfrequenz pro

10° lebende Zellen analysiert (Abb. 16).

Abb. 16 Verteilung der Reversionsfrequenzen

30 - fiir Nalm-6 und BL70 Zellen, die stabil mit dem

- Reporterkonstrukt ptk-GFPstop transfiziert
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5 worden sind. Die Revertantenfrequenz pro 10

s 20 B e

o lebende Zellen wurde durch durchflusszyto-

E 15 metrische Analyse von jeweils 24 unabhéngigen
K=

E 104 Transfektionsklonen fiir Nalm-6 und BL70
<

5 bestimmt. Die Skalierung der X-Achse ist wie

folgt zu lesen: 0 Revertanten pro 10° Zellen, 1-4

e g 1% E5 1008 B8 Revertanten pro 10° Zellen, 5-9 Revertanten pro

Frequenz an Revertanten (x 10-5) 105 Zellen, 10-14 Revertanten pro 105 Zellen, 15-

19 Revertanten pro 10° Zellen; Y-Achse: Anzahl

an unabhingigen Transfektionsklonen (von 24).

Keiner der 24 Nalm-6 Klone zeigte GFP-exprimierende Revertanten und nur eine kleine
Menge (2 von 24) der BL70 Transfektionsklone beinhalteten GFP-Revertanten in zudem
geringer Anzahl (2 bzw. 3). Diese seltenen Revertanten in BL70 Transfektionsklonen rithren
vermutlich von den geringen Mengen an endogenem AID her (Abb. 14B). Alternativ konnte
auch die spontane Mutationsrate in der Burkitt-Lymphom-Zelllinie BL70 grundsétzlich AID-
unabhingig erhoht sein. Nichtsdestotrotz zeigt keine der beiden Zelllinien einen echten

Hypermutationsphanotyp.
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3.2.2 Ektopische AID-Expression induziert Hypermutation in BL70, nicht aber in
Nalm-6 Zellen

Um zu untersuchen, ob die Expression von exogenem AID Somatische Hypermutation in den
Zelllinien Nalm-6 und BL70 induzieren kann, wurden die Plasmide ptk-GFPstop und pAID-
ngfr stabil in diese Zelllinien co-transfiziert. Co-Transfektion hat zwei Vorteile: (i) man kann
stabil transfizierte Klone mit verschiedenen AID-Expressionsniveaus erhalten, und (ii)
genomische Integrationseffekte, die im Prinzip die Zugénglichkeit des GFP-Reporters
beeinflussen, werden in der Reversionsanalyse minimiert, weil das Reporter-Transgen in den

einzelnen unabhingigen Klonen an verschiedenen Stellen ins Genom integriert.

Nalm-6
1 2 38 4 5 K
Abb. 17 Anti-HA Western-Blot-Analyse fiir
-— s - AID
jeweils S5 unabhingige Nalm-6 und BL70
SAFEH GFP/AID-Transfektionsklone. Zum quantitativen
BL70 Vergleich der Ergebnisse wurde GAPDH-Protein
1 =2 a 4 5 K als Ladekontrolle verwendet. K: Untransfizierte
. S AID Zellen (Kontrolle).

S————— . #®  GAPDH

Die Suche nach AID-exprimierenden Transfektionsklonen wurde erneut mit Hilfe von anti-
NGFR (extrazelluliren) und mit anti-HA (intrazelluliren) Immunfluoreszenzfirbungen
durchgefiihrt. Ich erhielt 8 unabhéngige Nalm-6 Klone und 8 unabhéngige BL70 Klone mit
variierenden AID-Proteinmengen. Die AID-Proteinmengen der Nalm-6 und BL70
Transfektionsklone wurden mittels Western-Blot-Analyse iiber das HA-Epitop bestimmt
(Abb. 17). Keiner (0 von 8) der AID-exprimierenden Nalm-6 Transfektionsklone beinhaltete
GFP-exprimierende Revertanten (Abb. 18), und zwar vollig unabhingig von den jeweils
exprimierten AID-Proteinmengen. Im Gegensatz dazu erhdhte AID-Uberexpression in BL70
Zellen deutlich die Mutationsfrequenz. 100% (8 von 8) der AlD-exprimierenden
Transfektionsklone beinhalteten GFP-exprimierende Zellen (Abb. 18), im Vergleich zu nur
8% (2 von 24) in Abwesenheit von exogener AID-Expression (Abb. 16). In beiden Zelllinien
schwankte innerhalb der analysierten Transfektionsklone die Menge an HA-markiertem AID.
In Nalm-6 Zellen zeigten jedoch nicht einmal GFP/AID-Transfektionsklone mit hohem AID-

Spiegel einen Mutationsphinotyp. Das zeigt, dass die Uberexpression von AID in der
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Zelllinie Nalm-6 keine Hypermutation auf dem GFP-Transgen induzieren kann, ganz im

Gegensatz zu AID-Uberexpression in der BL70 Zelllinie.

Abb. 18 Verteilung der Reversionsfrequenzen fiir

9 - Nalm-6 und BL70 Zellen, die stabil mit den
8 1 Vektoren ptk-GFPstop und pAID-ngfr transfiziert
= 7] B Neime worden sind. Die Revertantenfrequenz pro 10°
E & H s lebende Zellen wurde iiber durchflusszytometrische
i‘% ° : Analyse von jeweils 8 unabhéngigen Transfektions-
'Eg“ : | klonen fir Nalm-6 und BL70 bestimmt. Die
< 5 9 Skalierung der X-Achse ist wie folgt zu lesen: 0
1 1 Revertanten pro 10° Zellen, 1-10 Revertanten pro 10°
0 T T Zellen, 11-25 Revertanten pro 10° Zellen, 26-50

0 1-10 11-25 26-50 =50

6 .
Fraquanz an Revertantan (x 10%) Revertanten pro 10° Zellen, iiber 50 (>50)

Revertanten pro 10° Zellen; Y-Achse: Anzahl an

unabhingigen Transfektionsklonen (von 8).

3.2.3 Thymidin induziert einen Mutationsphinotyp in Nalm-6 Zellen

Um auszuschlieBen, dass der Mangel an GFP-Revertanten in Nalm-6 AID-
Transfektionsklonen auf eine fehlerhafte GFP-Reporter-Expression zuriickzufiihren ist,
wurden Nalm-6 Zellen verschiedenen mutagenen Agenzien ausgesetzt. Die Uberlegung
dahinter war, dass mutagene Agenzien unter Umstédnden bestimmte Mutationen auf dem GFP-
Transgen einfithren kdnnten, die zur Reversion des GFP-Stopp-Kodons fithren wiirden. Wir
beobachteten, dass Zusatz von Thymidin (in Kombination mit geringen Mengen an Cytidin
zur Vermeidung von Zelltod) zum Kulturmedium wirklich einen starken Mutationsphanotyp
in Nalm-6 Transfektionsklonen bewirken konnte. Jedoch reagierten nicht alle ptk-GFPstop-
Transfektionsklone auf die Behandlung mit Thymidin, was wiederum nahe legt, dass
genomische Integrationsstellen die Anfidlligkeit fiir Thymidin-induzierte Mutagenese
beeinflussen konnen. Die Thymidin-induzierten Mutationsraten wurden fiir vier unabhiangige
ptk-GFPstop-Klone bestimmt. Abbildung 19A zeigt das Ergebnis einer Expansionsanalyse fiir
einen unabhdngigen Transfektionsklon iiber einen Zeitraum von vier Tagen hinweg mit und

ohne Zusatz von Thymidin zum Kulturmedium.
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Nalm-6 GFPstop Klon

120 -

BL70 GFPstop Klon

Frequenz an Revertanten (x 10°¢)

Generationen

Abb. 19 Expansionsanalyse eines Nalm-6 ptk-GFPstop-Transfektionsklons mit und ohne Zusatz von
Thymidin zum Kulturmedium. (A) Die mittels durchflusszytometrischer Analyse gewonnen Daten aus der 4-
tagigen Expansionsphase sind dargestellt als Funktion der Frequenz an GFP-Revertanten pro 10° lebende Zellen
iiber der Anzahl an Zellteilungen. Rote Symbole/Linie: mit Thymidinzusatz; Blaue Symbole/Linie: ohne
Thymidinzusatz (B) Durchflusszytometrische Analyse eines Nalm-6 ptk-GFPstop-Transfektionsklons nach drei
Tagen in Thymidin-haltigem Medium und eines BL70 ptk-GFPstop/pAID-ngfr-Transfektionsklons. X-Achse:

Relative Fluoreszenzintensitiat von GFP; Y-Achse: Anzahl an Zellen.

Die Reversionsraten variierten zwischen 1.9 x 10™ und 7.9 x 10 mut/bp/gen innerhalb der
analysierten ptk-GFPstop-Transfektionsklone (Tabelle 1). GFP-exprimierende Zellen von vier
unterschiedlichen, mit Thymidin kultivierten Transfektionsklonen wurden sortiert und
anschlieBend sequenziert, um die Reversionsursache zu analysieren. In allen vier Fillen
verursachte eine Punktmutation von G nach C innerhalb des TAG Stopp-Kodons die

Reversion.
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Klon Mutationsrate (x10°)

1 7.9

2 4.9

Ohne AID 3 6.3
4 1.9

1 2.8

2 1.8

Mit AID 3 6.5
4 1.4

5 5.2

Tab. 1 GFP-Reversionsraten von Thymidin-behandelten Nalm-6 GFP- und GFP/AID-Transfektions-

klonen.

J. Bachl (GSF, Miinchen) hatte frither schon gezeigt, dass die mittels Durchflusszytometrie
gemessene  GFP-Fluoreszenzintensitit von revertierten Zellen direkt mit der
Transkriptionsrate des GFP-Reporter-Transgens (Bachl et al., 2001) korreliert. Die GFP-
Expressionsmengen waren vergleichbar zwischen revertanten Zellen in BL70 (AID-induziert)
und Nalm-6 (Thymidin-induziert; Abb. 19B). Das bedeutet, dass das mutierte
Reporterkonstrukt in beiden Zelllinien vermutlich gleich stark transkribiert wird. Trotzdem
wurden zusétzlich noch eine Northern-Blot-Analyse und parallel eine quantitative Real-time-
PCR durchgefiihrt (Abb. 20), um die tatsdchliche Menge an GFP-Transkript flir die
GFP/AID-Klone 1 bis 5 (siche Abb. 17) beider Zelllinien zu bestimmen (Nalm-6 ohne
Thymidin-Behandlung). Der GFP-Transkriptspiegel unterschied sich zwar zwischen den
einzelnen Klonen, nicht aber im allgemeinen Vergleich der beiden Ausgangszelllinien (Nalm-
6 oder BL70). Daher kann das Fehlen von GFP-Revertanten in AID-iiberexprimierenden
Nalm-6 Klonen (in der Abwesenheit von Thymidin) nicht mit einer zu geringen

Transkriptionsrate des GFP-Reporters erklirt werden.
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Abb. 20 Vergleich der Transkription des GFP-Reporters in Nalm-6 und BL.70 Transfektionsklonen.

(A) Northern-Blot-Analyse von GFP und GAPDH-Transkripten in den stabilen Transfektionsklonen 1 bis 5 der
Zelllinien Nalm-6 und BL70 (Nummerierung der Klone gemill Abbildung 17). (B) Bestimmung der GFP-
Transkriptmengen in den jeweiligen Transfektionsklonen 1 bis 5 der Zelllinien Nalm-6 und BL70 mittels
quantitativer Real-time PCR. Dargestellt sind Durchschnittswert und Medianwert von vier unabhéngigen Real-

time PCRs pro Transfektionsklon. C: Untransfizierte Ausgangszelllinien Nalm-6 und BL70.
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3.2.4 Thymidin induziert nicht die endogene AID-Expression in Nalm-6 Zellen

Da die G zu C Transversionen sehr den GC-Mutationsphdnotypen in hypermutierenden
Zelllinien dhneln, erschien es moglich, dass evtl. die endogene AID-Expression durch
Thymidin-Zusatz zum Medium in Nalm-6 Zellen induziert wird. Deshalb wurde fiir einen
ptk-GFPstop-Transfektionsklon zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Kultur in
Thymidin-haltigem Medium eine Northern-Blot-Analyse durchgefiihrt (Abb. 21). Die Burkitt-
Lymphom-Zelllinien Mutu III und BL70 wurden als Kontrollen fiir die endogene AID
Expression verwendet (s. a. Abb. 14A). Weder die Thymidin-behandelten noch die
unbehandelten Nalm-6 Zellen exprimierten nachweisbare Mengen an AID-Transkript. Daraus
folgt, dass die GC-lastigen Reversionsereignisse nicht durch einen AID-induzierten
Mutationsmechanismus verursacht werden, sondern eher durch die intrinsische, mutagene
Eigenschaft erhohter Mengen an Thymidin (Bradley & Sharkey, 1978; Kresnak & Davidson,
1992).

Abb. 21 Northern-Blot-Analyse des endogenen
AID-Expressionsniveaus von Nalm-6 Zellen nach

Zusatz von Thymidin (Thd; 1mM Thymidin +

ohne Thd
Thd Tag 1
Thd Tag 3

PK 0.1mM Cytidin) zum Kulturmedium. Die Gesamt-
RNS fiir die Analyse wurde einen Tag bzw. drei Tage
. AID nach Zusatz von Thymidin zum Kulturmedium

gewonnen. Die Membran wurde sequentiell mit
Sonden fiir AID und GAPDH hybridisiert. PK: Mutu
. GAPDH
' ; III Gesamt-RNS fungierte als Positiv-Kontrolle fiir

AID-Expression.

3.2.5 AID-Uberexpression hat keinen Einfluss auf Thymidin-induzierte Mutagenese in
Nalm-6 Zellen

Um herauszufinden, ob AID-Uberexpression mit dem Thymidin-induzierten Mutations-
mechanismus interferiert oder gar kooperiert, wurden 5 AID-liberexprimierende Nalm-6
Transfektionsklone mit Thymidin behandelt. Anstatt die Mutationsfrequenz zu bestimmen,
die evtl. nicht ausreichend ist, um kleine Verdnderungen in der Mutationsrate durch AID-
Uberexpression zu bemerken, wurde die reale Mutationsrate fiir diese 5 AID-

{iberexprimierenden Klone bestimmt. Die Mutationsraten rangierten von 1.4 x 10 bis 6.5 x
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10° mut/bp/gen und unterscheiden sich nur unwesentlich von denen in Nalm-6
Transfektionsklonen ohne transgene AID-Expression (Tabelle 1). Exogene AID-Expression,
selbst auf hohem Niveau, hat also keinen offensichtlichen Einfluss auf die Thymidin-

induzierten Reversionsraten.

3.3 Subzellulare Lokalisation von AID

3.3.1 Die Aminosiuresequenz von AID deutet die Existenz von Kerntransportsignalen
an

Die Tatsache, dass AID in Nalm-6 Zellen keine Hypermutation zu induzieren vermag, ist
absolut einzigartig, weil bislang die Uberexpression von AID in allen publizierten Systemen
zu Hypermutation fiihrte (Martin & Scharft, 2002; Petersen-Mahrt et al., 2002; Yoshikawa et
al., 2002; Pham et al., 2003; Krause et al., 2005). Da zumindest augenscheinlich alle
bekannten trans-Hypermutationsfaktoren exprimiert werden (siche Abb. 14), kann iiber die
Ursache nur spekuliert werden. Eine mogliche Erklarung wire, dass tiberexprimiertes AID in
Nalm-6 Zellen in seiner subzelluldren Lokalisation anders reguliert wird als in BL70. Es ist
augenfillig, dass die beschriebene subzelluldre Lokalisation von AID im Zytoplasma (Rada et
al., 2002a) den postulierten Aktivititen widerspricht. Sowohl ,,mRNS-Editing* als auch eine
direkte Desaminierung von Cytidin auf der DNS setzen die Anwesenheit von AID im
Zellkern voraus. Auch das zu AID homologe und RNS-editierende Protein APOBEC-1
transloziert in den Zellkern. Deshalb wire es moglich, dass AID iiber seine subzelluldre
Lokalisation reguliert wird und nur unter bestimmten Umsténden in den Kern translozieren
kann. Ein guter Hinweis auf eine derartige Translokation wire die Anwesenheit von
Kerntransportsignalen in der Aminosiuresequenz von AID. Tatsdchlich weist humanes AID
am N-Terminus eine Sequenz auf, die einer zweiteiligen (bipartiten) NLS &hnelt (Abb. 22).
Die Aminoséduren 7-10 (NRRK) und 23-26 (GRRE) erfiillen im Prinzip die Anforderungen an
eine bipartite NLS: zwei basische Sequenzblocke getrennt durch einen ca. 10 AS groflen
Block anderer Aminosduren. Ein Vergleich mit AID von Maus und Huhn ergibt, dass das
Motiv zwar nicht zu 100% konserviert ist, dass sich aber die chemische Natur der
Aminoséureblocke (basisch) und die GroBle des dazwischen liegenden Blocks (in diesem Fall
12 AS) nicht dndert. Gestiitzt wird die Hypothese durch die Beobachtung, dass Patienten mit
Mutationen an Position 24 im AID-Protein (R24W, Revy et al., 2000) am Hyper-IgM-
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Syndrom erkranken und weder SHM noch CSR durchfiihren konnen. Der Hypothese zufolge
wire dieses AID nicht in der Lage, sein Substrat zu erreichen, weil die Translokation in den
Kern aufgrund der zerstérten NLS-Sequenz nicht mehr moglich ist.

Am C-Terminus von humanem AID finden sich gehéuft Leucine (9 Leucine auf die letzten 36
AS). Eine Haufung von Leucinen ist oft ein Charakteristikum nukledrer Exportsequenzen. Die
C-terminalen Leucine humanen AIDs sind ebenfalls sehr gut in Maus (8/36) und Huhn (9/36)
konserviert. Die letzten 10 AS im humanen AID (L-RDA-[F]-RT-L-G-L) wiirden sogar der
Konsensussequenz fiir nukledre Exportsignale (NES) entsprechen (L-X,3-[LIVFM]-X;3-L-

X-[LI]).
10 20 * 30 40 50
Mensch MDSLLMINRIRIKFLY|/Q[FKNVRWAKGRRETY LCYVVKRRDSATS|FSLDFGYLR
Maus [MDSLLMKEQKKFLYHFKNVRWAKGR[HETYLCYVVKRRDSATSCSLDEFG[HLR
Huhn M DS LLMKRK[LIFLY|N[FKN[CRWAKGRRETYLCYVVKRRDSATSCSLDFGYLR
) 70 20 90 100
Mensch NGCHVELLFLRY |ISDWDLDPGRCYRVTIWFTSWSPCYDCARHVADEFLR|G
Maus SGCHVELLFLRYISDWDLDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVA[E|FLRW
Huhn MGCHVE[VILFLRY IS[AIWDLDPGRCYR[I[TWFTSWSPCYDCARHVADEFLR|A
110 120 130 140 150
Mensch [NPNLSLRIFTARLY FCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQIAIMTFKDYFYCWNT
Maus [NPNLSLRIFTARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQI[G]IMTFKDYFYCWNT
Huhn  Y[PNL[TILRI FTARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGIA[QIAIMTFKD[FIEYCWNT
180 170 180 190 200
Mensch [FVENHERTFKAWEGLHENSVRLSRQLRRILLPLYEVDD
Maus [FVENRERTFKAWEGLHENSVRL[TROQLRRILLPLYEVDD F
Huhn |[FVENRE[K|]TFKAWEGLHENSV[HILSR[K[LRRILLPLYEVDD K

Abb. 22 Sequenzhomologie auf Ebene der Aminosiuren von AID aus Mensch, Maus und Huhn.
Konservierte Aminosdurereste sind in grau unterlegt, nicht-konservierte weiss. Das Cytidin-Deaminase-Motiv ist
von gelben Balken eingerahmt. Die potenzielle NLS am N-Terminus von AID ist griin unterlegt, die postulierte
NES am C-Terminus ist rot unterlegt. Ein von Revy et al. (2000) beschriebener Hyper-IgM-Patient tragt die
Mutation R24W (*), die zum Verlust von SHM- und CSR-Aktivitdt fiithrte.

Es bleibt festzuhalten, dass AID im Prinzip durchaus iiber Kerntransportsignale, die das
aktive Zentrum des Enzyms flankieren, verfiigen konnte. Deshalb wire auch eine Regulation

von AID uber seine subzellulare Lokalisation denkbar.

3.3.2 Herstellung von AID-Lokalisationsmutanten

Um zu untersuchen, ob das AID-Protein tatsdchlich Kerntransportsignalsequenzen tragt,
wurden verschiedene Expressionskonstrukte hergestellt, die fiir unterschiedliche Mutanten
des humanen AID-Proteins (Abb. 23) kodieren. Revy et al. (2000) hatten einen Hyper-IgM-

Patienten beschrieben, der im offenen Leserahmen des aicda-Gens (Gen fiir AID-Protein) an
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Position 70 statt einem C ein T haben. Diese Mutation fiihrt zu einem Aminosdureaustausch
(R24W). Das Arginin 24 liegt mitten im zweiten basischen Block der postulierten bipartiten
NLS. Eine solche Mutation (in Zukunft als bix bezeichnet) sollte AID in Anlehnung an den
beschriebenen Patienten funktionslos machen (AIDbix). Sofern es sich in der Tat um eine
NLS handelt und deren Zerstorung die einzige Ursache fiir die Inaktivierung von AID ist, so
sollte durch die Fusion von AID mit einer exogenen NLS-Sequenz, z. B. der NLS des ,,SV40
Large T-Antigen®, die urspriingliche Aktivitit wieder herstellbar sein. Dazu wurden die
Mutanten NLS-AIDbix und AIDbix-3xNLS hergestellt. AuBBerdem sollte tiberpriift werden,
ob durch die Einfilhrung exogener NLS-Sequenzen auf Grund forcierter Kernlokalisation von

AID allgemein die Hypermutationsaktivitdt erhoht wird (NLS-AID und AID-3xNLS).

N — [ biNLS NES|— C wt AID
N— [l X NES| — C AlDbix
N — [exones [REAY NES| — C NLS-AIDbix
N — - X NES IexaNLSleonLSleonLSl —C AIDDbix-3xNLS
N — [exonis|JERN[ biNLS NES| — C NLS-AID
N — - biNLS NES 'eonLSleonLSleonLSl —C AID-3xNLS

N — [ »iNLS < —C AIDANES

Abb. 23 Schematische Darstellung der rekombinanten AID-Proteine bzw. Lokalisationsmutanten. Alle
rekombinanten Proteine tragen eine Hdmagglutininepitop-Markierung am N-Terminus (HA, rot unterlegt). Eine
Punktmutation (R24W) in der Sequenz der postulierten zweiteiligen NLS (biNLS) wird durch ein X
symbolisiert. Eine N- oder C-terminale Fusion von AID mit der NLS des ,,SV40 Large T-Antigen* wird durch
,»eXONLS*“ gekennzeichnet. Die Deletion der letzten 14 AS von AID am C-Terminus, die zum Verlust der
potenziellen NES-Sequenz fiihrt, ist durch einen horizontalen Einschnitt am C-Terminus symbolisiert

(AIDANES).

Der Nachweis einer NES in AID sollte durch die Deletion der 14 C-terminalen AS von AID
adressiert werden (fortan als AIDANES bezeichnet). Dadurch verliert humanes AID 3 der 9
Leucine am C-Terminus und dariiber hinaus die Sequenz, die dem Konsensusmotiv fiir eine
NES entspricht (letzte 10 AS). Alle mutierten Proteine tragen wie bereits beschrieben

unmittelbar am N-Terminus von AID ein HA-Epitop.
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Als Expressionsvektor fungierte pCAGGS, in dem die Transkription des Transgens iiber den
Beta-Aktin-Promotor des Huhns erfolgt. Das jeweilige rekombinante AID-Transgen ist iiber
eine IRES mit einer Puromycin-Resistenzkassette verkniipft (bicistronisches Transkript).
Dadurch kann effizient auf die Expression der oben beschriebenen, rekombinanten AID-
Proteine selektioniert werden. Aullerdem wurden zwei weitere Plasmide hergestellt. Das erste
Plasmid kodiert fiir HA-AID, im Folgenden auch als Wildtyp AID bezeichnet (wt AID), um
Aktivitatsunterschiede zwischen dem Wildtyp und den Mutanten ermitteln zu kénnen. Das
zweite Kontrollplasmid (Leervektor) enthélt kein AID-Transgen sondern kodiert nur fiir die

Puromycin-Resistenz und dient der Messung von Hintergrundmutationsaktivitét.

3.3.3 Kernlokalisationsmutanten wirken sich auf Hypermutationsfrequenz und —rate
aus

Um die Hypermutationsfrequenzen der Kernlokalisationsmutanten analysieren zu konnen,
wurde der bereits oben erwihnte pl-GFPstop-Subklon #1-5 (von der Zelllinie 18-81
abgeleitet) wegen seines geringen endogenen AID-Niveaus als Zelllinie zur Analyse gewéhlt.
Da das GFP-Reportertransgen in diesem Fall bereits integriert vorliegt, also fiir alle weiteren
Transfektionsklone an der (oder den) gleichen genomischen Stelle(n), lassen sich die
gemessenen Reversionsraten allein auf die Expression und Aktivitit der AID-Proteine
zuriickfiihren. Die oben beschrieben abgewandelten AID-Proteine sowie wt HA-AID und der
,Leervektor wurden einzeln stabil in Subklon #1-5 transfiziert. Sechzehn unabhéngige Klone
fiir jedes Konstrukt wurden auf die Hypermutationsfrequenz nach 3-tdgiger Induktion des
Reporters mittels Doxyzyklin untersucht (Abb. 24). Von den mit dem ,Leervektor*
transfizierten Klonen revertierten 50% (8 von 16), mit durchschnittlich 1.0 Revertanten pro
10> lebendige Zellen. Dies ist Ausdruck der residualen Hypermutationsaktivitit des
endogenen AIDs. Von den mit wt HA-AID transfizierten Klonen hatten 81% (13 von 16)
GFP-Revertanten mit einer durchschnittlichen Reversionsfrequenz von 6.5 GFP-Revertanten
pro 10° Zellen. Das bestitigt erneut die hypermutierende Wirkung von exogenem AID in der
Zelllinie 18-81 wie schon im ersten Teil der Ergebnisse beschrieben. Von den 16 AIDbix-
Transfektionsklonen (mit zerstorter bipartiter NLS) wiesen nur 31% (5 von 16) griin-
fluoreszierende Zellen auf mit einer durchschnittlichen Reversionsfrequenz von 1.0 GFP-
Revertanten pro 10° Zellen. Diese Frequenz liegt deutlich unter der mit rekombinantem HA-
AID (wt) erzielbaren Hypermutationsaktivitit und geht vermutlich auf die

Hintergrundaktivitéit des endogenen AIDs zuriick.
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Anzahl an GFP-Revertanten pro 10° lebendige Zellen

Abb. 24 GFP-Reversionsfrequenzen fiir verschiedene Lokalisationsmutanten von AID, die stabil in

Subklon #1-5 (von 18-81 abgeleitet) transfiziert worden sind. Die Revertantenfrequenz pro 10° lebende

Zellen wurde durch durchflusszytometrische Analyse von jeweils 16 unabhidngigen Transfektionsklonen

bestimmt. Die Skalierung der X-Achse ist wie folgt zu lesen: 0 Revertanten pro 10° Zellen, 1-4 Revertanten pro

10° Zellen, 5-9 Revertanten pro 10° Zellen, 10-14 Revertanten pro 10° Zellen, iiber 15 (>15) Revertanten pro 10

Zellen; Y-Achse: Anzahl an unabhingigen Transfektionsklonen (von 16).
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Der Aktivitatsverlust von AID, verursacht durch die Mutation R24W in der potenziellen NLS,
stimmt mit der von Revy und Kollegen fiir einige Hyper-IgM-Patienten gemachten
Beobachtung iiberein. Unerwarteterweise kann dieser Verlust der Hypermutationsaktivitit
nicht durch das Anfiigen exogener NLS-Sequenzen an AIDbix kompensiert werden.

Von den AIDbix-3xNLS-Klonen revertierten nur 6% (1 von 16; durchschnittliche Frequenz:
0.1 GFP-Revertanten pro 10° Zellen) das GFP-Reportertransgen, von den NLS-AIDbix-
Klonen immerhin 44% (7 von 16), allerdings auch nur mit einer durchschnittlichen
Hypermutationsfrequenz von 0.9 GFP-Revertanten pro 10° Zellen. Das konnte bedeuten, dass
die R24W-Mutation noch weitere Funktionen von AID beeintrichtigt, die nichts mit einer
potenziellen Translokation in den Zellkern zu tun haben.

Die Fusion einer bzw. von drei exogenen NLS-Sequenzen an wt HA-AID bewirkt eine
Erhohung der Mutationsfrequenz. Im Fall von NLS-AID revertierten 94% der Klone das
vorzeitige GFP Stopp-Kodon mit einer durchschnittlichen Reversionsfrequenz von 7.8 GFP-
Revertanten pro 10° Zellen. AID-3xNLS-Transfektionsklone weisen in 81% der analysierten
Klone (13 von 16) griin fluoreszierende Zellen mit einer durchschnittlichen
Reversionsfrequenz von 25.6 GFP-Revertanten pro 10° Zellen auf. Beide Frequenzen liegen
tiber der durch den Wildtyp induzierten Frequenz, wobei die Einfiihrung mehreren NLS-
Sequenzen offensichtlich noch starker die Mutator-Aktivitét fordert.

Die Deletion der 14 C-terminalen AS von AID (Eliminierung der postulierten NES) fiihrte
dazu, dass wie im Wildtyp 81% der AIDANES-Transfektionsklone (13 von 16) GFP-
Revertanten aufwiesen. Die durchschnittliche Hypermutationsfrequenz war allerdings mit
35.5 GFP-Revertanten pro 10° Zellen ungleich hoher als im Wildtyp.

Das Protein-Expressionsniveau der exogenen AID-Mutanten wurde mittels Western-Blot-
Analyse tiberpriift (Abb. 25). Fast alle Mutanten wiesen dhnliche Proteinmengen an exogenen
AID-Proteinen auf, mit Ausnahme von AID-3xNLS und AIDbix-3xNLS, die beide deutlich
schwiécher exprimiert wurden. Daraus ldsst sich unmittelbar ableiten, dass die erhohte
Hypermutationsaktivitit einiger AID-Mutanten nicht auf eine erhohte Proteinexpression
zurlickzufiihren ist.

Fiir wt AID, AIDANES, NLS-AID und AID-3xNLS wurde jeweils mit drei reprdsentativen
Klonen zusitzlich noch eine 5-tdgige Expansionsanalyse durchgefiihrt, um die eigentliche
Mutationsrate festzustellen (Abb. 26). Die mittlere GFP-Reversionsrate fiir die drei gezeigten
Klone betrug 37.7 GFP-Revertanten pro Tag fiir wt HA-AID, 147.3 fiir AIDANES, 136.4 fiir
NLS-AID und 183.5 fiir AID-3xNLS.
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-
_ _ | 1: wtADD 5: NLS-AID
HA-Epitop o = -“ " 2: AIDbix 6: AlDbix-3xNLS
g 3 3: AIDANES  7: AID-3xNLS
Aklin s> e e espeame @S 4 NLS-AIDbix

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 25 Anti-HA Western-Blot-Analyse zur Bestimmung des Expressionsniveaus der AID-Mutanten. Es
wurde je ein reprasentativer Klon fiir wt AID (1), AIDbix (2), AIDANES (3), NLS-AIDbix (4), NLS-AID (5),
AIDDbix-3xNLS (6) und AID-3xNLS (7) ausgewéhlt und analysiert. Zum quantitativen Vergleich der Ergebnisse

wurde Aktin als Ladekontrolle verwendet.
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Abb. 26 Expansionsanalyse fiir wt AID, AIDANES, NLS-AID und AID-3xNLS Transfektionsklone, die
stabil in den von 18-81 abgeleiteten Subklon #1-5 transfiziert worden sind. Abgebildet sind je drei
unabhingige Klone pro Transfektion. Wéhrend der Expansion in der Anwesenheit von Doxyzyklin {iber einen
Zeitraum von 5 Tagen wurde tiglich die Anzahl an GFP-Revertanten mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Die ermittelten Daten sind als Funktion der Anzahl an GFP-exprimierenden Zellen pro 10° lebende Zellen iiber

der Anzahl an Tagen aufgetragen.
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Die abgewandelten AID-Proteine, die im Prinzip ja die Lokalisation von AID in der Zelle
beeinflussen sollten, vermogen also offensichtlich auch die Hypermutationsaktivitit zu
beeinflussen. Dabei zeigen Mutanten, die verstirkt im Kern anzutreffen sein sollten, eine

erhohte, Mutanten die nicht den Kern erreichen sollten eine stark erniedrigte Mutationsrate.

3.3.4 Die Verinderung der Kernlokalisationssequenzen wirkt sich nicht offensichtlich
auf die subzellulire Lokalisation von HA-markiertem AID aus

Ob die Verinderung der Hypermutationsfrequenz tatsichlich mit einer verdnderten
subzelluldren Lokalisation einhergeht, sollte zundchst mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
geklart werden. Die Immunfluoreszenzfarbung war dabei gegen die HA-Markierung gerichtet,
die alle hier verwendeten AID-Proteine tragen. Sowohl Wildtyp HA-AID als auch die AID-
Mutanten befinden sich priddominant im Zytoplasma (Abb. 27). Die Immunfirbung der
ANES-Mutante war schwicher als die der anderen rekombinanten AID-Proteine (siche auch
schwache Expression im Western-Blot), wodurch die HA-spezifische Immunfluoreszenz-

farbung nur schwierig von Hintergrundfiarbungen zu unterscheiden war.

wt AID AlDbix NLS-AID AID-3xNLS AIDANES -—

- . . . . . .
- . . . . . .
oin . . .

+
DAPI

Abb. 27 Subzellulire Lokalisation von AID-Lokalisationsmutanten in 18-81 Zellen (Subklon #1-5).
Fluoreszenzaufnahmen von 18-81 Zellen (Subklon #1-5), die AID-Lokalisationsmutanten exprimieren. Die
verschiedenen rekombinanten AID-Proteine wurden iiber das HA-Epitop nachgewiesen. Die Zellkerne wurden
mit DAPI angeférbt. In der Reihe Anti-HA+DAPI wurden die Signale von HA und DAPI {ibereinander gelegt.
Untransfizierte 18-81 Zellen dienten als Negativ-Kontrolle fiir die anti-HA-Farbung (Spalte: ----). Alle

Fusionsproteine wurden in stabilen Zelllinien exprimiert.
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Die Beobachtung, dass alle AID-Mutanten unverdndert priddominant im Zytoplasma
lokalisiert sind, kommt etwas unerwartet, weil einige Proteine exogene NLS-Sequenzen
tragen. Fiir APOBEC-1 war die Fusion mit einer exogenen NLS-Sequenz alleine allerdings
auch nicht ausreichend, um eine Translokation in den Kern zu bewirken (Yang & Smith,
1997). Eine mogliche Erklarung fiir die unveréndert zytoplasmatische Lokalisation wére, dass
AID zwar iiber subzelluldre Lokalisationssequenzen verfiigt, diese jedoch nicht zum Tragen
kommen, weil die Lokalisation von AID in B-Zellen (zumindest in 18-81) noch von anderen,
spezifischen Co-Faktoren bestimmt wird. Derartige B-Zell-spezifische Co-Faktoren wéren in
anderen Zelltypen vermutlich nicht zu erwarten. Deshalb wurden die Vektoren ebenfalls in
die Ratten-Fibroblasten-Zellinie TGR-1 transfiziert. Dennoch lies sich auch in TGR-1 Zellen
mit den oben beschriebenen AID-Mutanten keine Verdnderung der subzelluldren Lokalisation
beobachten. Wildtyp AID und alle davon abgeleiteten Mutanten befinden sich auch in
Fibroblasten priddominant im Zytoplasma und nicht im Zellkern (Daten nicht gezeigt). Die
iiber Immunfluoreszenzfarbung des HA-Epitops beobachtete Lokalisation der AID-Mutanten
in 18-81 Zellen wird also nicht von B-Zell-spezifischen Kofaktoren verursacht. HA-AID wird
in den Zelllinien liberexprimiert, deshalb ist es schwierig zu entscheiden, ob physiologisch

aktive Mengen im Zellkern sind.

3.3.5 Nukleires AID ist maskiert

Eine mogliche Erkldrung fiir die uniforme zytoplasmatische Lokalisation der AID-Proteine
konnte eine Maskierung der Proteine im Zellkern sein. Demnach wiirden im Zellkern
interagierende Proteine das HA-Epitop am N-Terminus bedecken, so dass es fiir den
Antikorper unzuginglich ist. Aus diesem Grund wurden Konstrukte hergestellt, die fiir
Fusionen von Wildtyp AID bzw. AIDANES mit GFP kodieren (AID-EGFP und AIDANES-
EGFP; Abb. 28 A). Diese AID-GFP-Fusionen sollten sich aufgrund ihrer intrinsischen
Fluoreszenzeigenschaften in der Fluoreszenzmikroskopie auch ohne Antikdrperfarbung
nachweisen lassen. Gleichzeitig ermdglicht das in den AID-GFP-Fusionen immer noch
vorhandene HA-Epitop die Verifizierung der Lokalisation durch Immunfluoreszenzfarbung.
Da das GFP-Protein keinerlei Signalsequenzen enthilt, die die subzellulire Lokalisation
beeinflussen konnten, sollte die Lokalisation allein auf etwaige Lokalisationssequenzen von
AID zuriickzufiihren sein. Die Konstrukte fiir die Fusionsproteine AID-EGFP und AIDANES-
EGFP wurden ebenfalls stabil in TGR-1 Zellen transfiziert und auf ihre AID-Lokalisation hin
untersucht. Wildtyp AID-EGFP befindet sich ausschliesslich im Zytoplasma. Dagegen zeigte
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die AIDANES-EGFP Mutante eine pradominante nukledre Lokalisation (Abb. 28B). Die
Existenz einer NES-Sequenz am C-Terminus von AID, die Wildtyp AID-EGFP aus dem Kern
in das Zytoplasma transportiert, ist also sehr wahrscheinlich, weil die Deletion des C-
Terminus zu einem gestdrten Export fiihrt. Die Immunfluoreszenzfiarbung der Fusionsproteine
mit anti-HA-Antikorpern bestdtigt, dass das HA-Epitop im Nukleus in der Tat maskiert ist.
Wihrend sich das im Zytoplasma befindliche AID-GFP problemlos mit den anti-HA
Antikdrpern nachweisen lésst, ist das HA-Epitop des im Nukleus befindlichen AIDANES-
EGFP unzuginglich fiir den anti-HA Antikérper (GFP- und HA-Signal stimmen nicht
iiberein; Abb. 28B). Das bedeutet vermutlich, dass AID im Kern in anderen, kompakteren
Komplexen als im Zytoplasma vorliegt. Die Maskierung bleibt unabhingig von der Art
(Methanol, PFA) und Dauer (2°, 5°, 10 und 20°) der Fixierung erhalten (Daten nicht gezeigt).
Immunfluoreszenzfiarbungen des HA-Epitops sind also nicht zur Charakterisierung der

subzelluldren Lokalisation von HA-AID und abgeleiteten Mutanten geeignet.

A)

N — [ER binLS NES —] EGFP | —C  wtAID-EGFP
N — [l biNLS { EGFP | —C  AIDANES-EGFP
B) EGFP a-HA DAPI

AIDANES-EGFP

e S
wt AID-EGFP

Abb. 28 Lokalisation von Fusionsproteinen aus AID und EGFP. (A) Schematische Darstellung der
Proteinfusionen von wt AID und AIDANES mit GFP. Beide Fusionsproteine tragen eine Hamagglutininepitop-
Markierung am N-Terminus (HA, rot unterlegt). (B) Fluoreszenzaufnahmen von TGR-1 Zellen, die stabil
entweder mit wt AID-EGFP oder AIDANES-EGFP transfiziert worden sind. Abgebildet sind Zellen eines
jeweils repréasentativen Klons nach Fixierung mit 4% PFA/PBS. Die Autofluoreszenz des GFP-Anteils der
Fusionsproteine ldsst sich unter dem Fluoreszenzmikroskop direkt nachweisen (griin). Fiir beide Klone wurde
aullerdem die HA-Markierung der Fusionsproteine iiber einen anti-HA-Antikorper nachgewiesen (rot). Um den
Zellkern vom Zytoplasma unterscheiden zu konnen, wurden die Zellkerne mit DAPI eingefarbt (blau).
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3.3.6 Biochemische Zellfraktionierung zur Bestimmung der subzelluliren Lokalisation
von AID-Mutanten

Das AID-EGFP-Fusionsprotein ist doppelt so grol wie wt AID. Dadurch iiberschreitet das
Protein aller Wahrscheinlichkeit nach die kritische Grofe fiir Diffusion in und aus dem
Zellkern. Inwieweit ein derart vergrofertes Protein also die tatsidchliche Verteilung von wt
AID in der Zelle wiedergeben kann, bleibt spekulativ. Da das HA-Epitop maskiert und AID-
EGFP sehr grof3 ist, wurden die Zellen zusétzlich noch biochemisch in eine zytoplasmatische
und eine nukledre Fraktion aufgetrennt. Dazu wurden die Zellen in einem hypotonischen
Puffer resuspendiert und mit geringen Mengen an Triton X-100 (0.04 %) lysiert. Die lysierten
Zellen wurden anschlieBend behutsam zentrifugiert und der Uberstand (Zytoplasma) vom
Pellet (Zellkerne) abgetrennt. Dies wurde fiir diverse stabile Transfektionsklone
unterschiedlicher AID-Mutanten (wt AID, NLS-AID, AID-3xNLS, AIDANES, AIDbix, NLS-
AlIDbix, AIDbix-3xNLS) in 18-81 Zellen durchgefiihrt. Zur Kontrolle fiir eine erfolgreiche
Trennung der beiden Zellfraktionen (Zytoplasma/Nukleus) wurde zusitzlich sowohl die
Verteilung von Aktin (sollte v.a. zytoplasmatisch sein) als auch die Verteilung von an Lysin 4
methyliertem Histon H3 (ausschlieBlich nukledr) bestimmt. Abbildung 29 zeigt reprisentative
Ergebnisse dieser Experimente fiir wt AID, AIDANES und NLS-AID.

wt AID AIDANES  NLS-AID EGFP

HA-Epitop ——— - e o .'n- EGFP

Aktin — -— - - v e Aktin

'
Histon - — - - o . ‘ Histon
G Z N G Z N G Z N G Z N

Abb. 29 Western-Blot-Analyse fraktionierter Zellextrakte je eines reprisentativen wt AID, AIDANES,
NLS-AID oder GFP exprimierenden Klons in 18-81 Zellen (von Subklon #1-5 abgeleitet). Abgebildet sind
fiir jeden Klon der Gesamtextrakt vor der Lyse (G), die zytoplasmatische Fraktion (Z) sowie die nukldre Fraktion
(N). Fiir wt AID, AIDANES und NLS-AID erfolgte die Bestimmung des AID-Proteingehalts iiber den Nachweis
der HA-Markierung. EGFP wurde iiber einen anti-EGFP-Antikorper direkt nachgewiesen. Die Western-Blot-
Analyse des Aktin-Proteingehalts (vorwiegend zytoplasmatisch) sowie des Gehalts an Lysin-4-methyliertem
Histon H3 (rein nukleédr) diente als Kontrolle fiir den Nachweis einer ordnungsgeméfen Fraktionierung der
Extrakte.
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Im Prinzip ldsst sich wie schon bei der Immunfluoreszenz bzgl. der Lokalisation kein
Unterschied zwischen den verschiedenen AID-Mutanten erkennen. Auffallend ist, dass alle
Formen von AID (AID-Mutanten und Wildtyp AID) einen signifikanten Anteil an nukledrem
AID aufweisen. Um zu kontrollieren, ob diese Art von Aufschluss geeignet ist, ein derart
kleines, potenziell frei diffusibles Protein korrekt zu fraktionieren, wurde die Verteilung von
GFP in analogen Zellfraktionierungsexperimenten analysiert, da GFP (26.9 kDa) in etwa die
selbe Grofe wie AID (23.9 kDa) hat. GFP ist in der Zelle ubiquitir verteilt, was auf freie
Diffusion und mangelnde physiologische Interaktionspartner zuriickzufiihren ist. Deshalb
wurden 18-81 Zellen mit einem ptk-GFP-Konstrukt ohne Stopp-Kodon transifiziert.
Unerwarteterweise befindet sich GFP-Protein nach der Auftrennung in zytoplasmatische und
Kernfraktion beinahe ausschliesslich in der zytoplasmatischen Fraktion (sieche Abb. 29).
Vermutlich wird bei der Lyse die Kernmembran derart beschidigt, dass kleine,
unkomplexierte Proteine aus dem Kern ausgeschwemmt werden, z. B. beim Waschen. Das
andert sich auch nicht, wenn man andere Detergenzien (NP-40, Digitonin etc.) benutzt, mit
einem Dounce-Homogenisatior die Zellen aufschlieft, oder Streptolysin O zur
Permeabiliserung der Membran nutzt (Daten nicht gezeigt). Im Umkehrschlufl bedeutet das,
dass der nukledre Anteil der AID-Proteine vermutlich in komplexierter Form im Kern
vorliegt.

Offensichtlich kann durch die beschriebenen AID-Mutanten keine Zunahme des

komplexierten AID-Anteils im Zellkern bewirkt werden.

3.3.7 AID hat keine NLS aber eine NES

Um eine prinzipielle Aussage iiber die Bedeutung des N- und des C-Terminus von AID fiir
den Proteintransport zu machen, wurden die entsprechende Doménen an den N-Terminus von
EGFP fusioniert. Das Protein aidNLS-EGFP (siehe Abb. 30C) setzt sich aus den ersten 38 AS
von AID und EGFP zusammen. Die 38 AS beinhalten die postulierte zweiteilige NLS und
scheinen in einer einfachen Strukturanalyse (PredictProtein-Server; Daten nicht gezeigt)
relativ stabil bzgl. ihrer Sekundirstruktur. Deshalb ist es relativ wahrscheinlich, dass die
Doméne ihre Funktionalitdt beibehalten kann. aidNLS-EGFP-Protein lokalisierte in den TGR-
1 Rattenfibroblasten nicht spezifisch im Nukleus sondern ubiquitér verteilt. Die subzelluldre

Verteilung dhnelt damit der von wt EGFP.
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Abb. 30 Lokalisation von EGFP-Fusionsproteinen in TGR-1 mit und ohne Leptomycin B.

(A) Ohne Leptomycin B: Fluoreszenzaufnahmen von TGR-1-Zellen, die EGFP-Fusionsproteine exprimieren in
Abwesenheit von Leptomycin B. (B) Mit Leptomycin B: Fluoreszenzaufnahmen von TGR-1-Zellen, die wt
AID-EGFP, aidNES-EGFP oder wt EGFP exprimieren nach Kultur fiir 6h in Leptomycin B-haltigem Medium
(20 ng/ml). (C) Schematische Darstellung der Fusionsproteine wt AID-EGFP, aidNES-EGFP, aidNLS-EGFP
und EGFP-3xNLS. aidNES-EGFP setzt sich zusammen aus den letzten 16 AS von humanem AID und EGFP,
aidNLS-EGFP ist eine Fusion der ersten 38 AS von hnAID mit EGFP. Die NLS in EGFP-3xNLS ist die aus dem
»3V40 Large T-Antigen“-Protein. wt AID-EGFP wurde bereits in Abb. 28 beschrieben. Die Zellkerne wurden
mit DAPI angeférbt. In der Reihe EGFP+DAPI wurden die Signale von EGFP und DAPI iibereinander gelegt.
Untransfizierte TGR-1 Zellen dienten als Negativ-Kontrolle fiir EGFP. EGFP-3xNLS und wt EGFP werden nur
transient exprimiert, wt AID-EGFP, aidNES-EGFP und aidNLS-EGFP werden in stabilen Zelllinien exprimiert.

Im Gegensatz dazu befindet sich eine Fusion von GFP mit 3 NLS-Sequenzen des ,,SV 40
Large T-Antigen® (EGFP3xNLS) spezifisch im Nukleus (Abb. 30 A). Das bedeutet, unter der
Voraussetzung, dass die Fusion mit GFP die Funktionalitdt wirklich nicht beeintrachtigt hat,
dass die AS 6 bis 24 von AID vermutlich nicht die postulierte zweiteilige NLS-Sequenz

bilden, oder aber nur eine extrem schwache NLS darstellen.
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Die Fusion der letzten 16 C-terminalen AS von AID inklusive der potenziellen NES an EGFP
(aidNES-EGFP; Abb. 30C) fiihrte zu einer vollstdndigen zytoplasmatischen Lokalisation der
GFP-Fluoreszenz. Offensichtlich wird EGFP in diesem Fall quantitativ aus dem Nukleus
exportiert. Dieser Kernexport wird iiber den CRM1-Exportweg vermittelt, weil durch Zusatz
von Leptomycin B zum Medium die Lokalisation von wt AID-EGFP und aidNES-EGFP von
einer rein zytoplasmatischen Lokalisation zu einer ubiquitiren Verteilung der Proteine wie bei
wt GFP wechselte (Abb. 30B). Mit Leptomycin B lassen sich wie bereits erwdhnt CRM1
abhingige Kernexportvorgédnge blockieren (Nishi et al., 1994; Ossareh-Nazari et al., 1997).

3.3.8 Kerntransportmutanten von AID konnen Nalm-6 zur Hypermutation anregen

Einer der Griinde fiir die Suche nach Kerntransportsequenzen in AID war die Theorie, dass
eine verdnderte subzellulire Lokalisation von iiberexprimiertem AID die Ursache fiir das
Ausbleiben von Hypermutation in Nalm-6 sein konnte. Um diese Frage experimentell zu
beantworten, wurden einige der Kerntransportmutanten von AID auf ihre Hypermutations-
aktivitidt in Nalm-6 hin untersucht. Dazu wurden die pCAGGS-Expressionsvektoren flir wt
AID, AIDANES, NLS-AID und AID-3xNLS in Nalm-6 Zellen zusammen mit einem
modifizierten Reporterkonstrukt, ptk-GFPstop-NGFR, co-transfiziert. Die Modifikation des
Reportersystems wurde notig, weil Nalm-6 Zellen nur auf Puromycin als Selektionsmarker
sensitiv reagieren und dieser bereits durch die pCAGGS-Vektoren belegt ist. Der Aufbau von
ptk-GFPstop-NGFR ist im Prinzip analog zu ptk-GFPstop, die Puromycinresistenzkassette
wurde aber durch eine NGRF-Expressionskassette ersetzt. Dadurch kann die Prisenz des
GFP-Reporters in transfizierten Klonen durch anti-NGFR Immunfarbungen nachgewiesen
werden. Fiir jede der vier Transfektionen (s.0.) wurden 10 unabhingige, NGFR-positive
Klone etabliert (siche Abb. 31). In Ubereinstimmung mit den vorhergehenden Experimenten
konnte auch diesmal wt AID keine Hypermutation in Nalm-6 bewirken. Keiner (0 von 10) der
wt AID-Transfektionsklone enthielt in der Durchflusszytometrie GFP-Revertanten.
Transfektion mit pCAGGS NLS-AID fiihrte ebenfalls nicht zu Hypermutation.
Verbliiffenderweise konnten dagegen die Mutanten AIDANES und AID-3xNLS eindeutig
Reversionsereignisse induzieren. Von den 10 AIDANES/GFP-Transfektionsklonen wiesen
immerhin 5 Klone (50%) griin-fluoreszierende Zellen auf mit einer mittleren

Reversionsfrequenz von 11.8 Revertanten pro 10° lebende Zellen. Die AID-3xNLS/GFP-
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Transfektionsklone wiesen sogar zu 90% (9 von 10) GFP-Revertanten mit einer mittleren

Reversionsfrequenz von 26.0 Revertanten pro Klon auf.

A

10 4 wt HA-AID 104 AIDANES
B - 8
ol 6 - 6 -
2
5 4 4
X 2 - 2 -
C
4] 0 1 T T 1 | 0 -
% 0 14 59 1014 15+ 0 1-4 59 1014 15+
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8 - 8 -
6 - 6 -
4 - 4
2 - 2 -
0 . T T T T 1 0 -
0 1-4 5-9 10-14 15+ 0 1-4 59 1014 15+

>

Anzahl an GFP-Revertanten pro 10° lebendige Zellen

Abb. 31 GFP-Reversionsfrequenzen fiir verschiedene Lokalisationsmutanten von AID, die stabil
zusammen mit dem Reporterkonstrukt ptk-GFPstop-NGFR in Nalm-6-Zellen transfiziert worden sind.
Die Revertantenfrequenz pro 10° lebende Zellen wurde durch durchflusszytometrische Analyse von jeweils 10
unabhéngigen Transfektionsklonen bestimmt. Die Skalierung der X-Achse ist wie folgt zu lesen: 0 Revertanten
pro 10° Zellen, 1-4 Revertanten pro 10° Zellen, 5-9 Revertanten pro 10° Zellen, 10-14 Revertanten pro 10°
Zellen, iiber 15 (>15) Revertanten pro 10° Zellen; Y-Achse: Anzahl an unabhingigen Transfektionsklonen (von

10).

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse fiir 18-81 (Subklon #1-5) und Nalm-6 bzgl. der Induktion
von Hypermutation durch diese AID-Proteine gegeniibergestellt. Der Vergleich der
Ergebnisse ist nur bedingt moglich, weil der 18-81 Subklon #1-5 im Gegensatz zu Nalm-6
endogenes AID exprimiert. Trotzdem ist offensichtlich, dass die AID-3xNLS-Mutante in
beiden Systemen ungefihr gleich aktiv ist. Das beweist zum einen deutlich, dass im Prinzip in
Nalm-6 alle fiir Hypermutation erforderlichen trans-Faktoren vorhanden sind. Zum anderen
ist klar, dass wt HA-AID offensichtlich durch andere Einfliisse (z. B. iiber regulierte

subzelluldire Lokalisation) in seiner Aktivitit blockiert wird. Inwieweit die
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Kerntransportmutanten wirklich zu einer verdnderten subzelluldren Lokalisation fiihren, ldsst
sich bis jetzt nicht bestimmen, weil der Nachweis iiber das maskierte HA-Epitop nicht
moglich ist. Nichtsdestotrotz ist es offensichtlich, dass diese Mutanten in der Lage sind, den

»Hypermutations-Block* zu iiberwinden.

Durchschnittliche

Anzahl an GFP- Frequenz an
Zelllinie Konstrukt Revertanten pro hypermutierenden
hypermutierendem Klonen [%]
Klon
Leervektor 1.0 50
wt AID 6.5 81
#1-5 NLS-AID 7.8 94
(18:81) AID-3xNLS 25.6 81
AIDANES 35.5 81
wt AID 0.0 0
Nalm-6 NLS-AID 0.0 0
AID-3xNLS 26.0 90
AIDANES 11.8 50

Tab. 2 Vergleich der Reversionsaktivitiit verschiedener AID-Lokalisationsmutanten in Subklon #1-5 (18-
81) und Nalm-6 Zellen.

3.4 Charakterisierung von anti-AID-Antikorpern

3.4.1 Anti-AID-Antikorper erkennen AID in der Inmunfluoreszenz

Die Experimente mit AID in Nalm-6 Zellen haben bewiesen, dass diese Zelllinie eine
wichtige Rolle bei der Identifizierung AID-regulierender und evtl. interagierender Proteine
spielen konnte. Deshalb sollte in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von B. Jungnickel
(GSF, Miinchen) eine Methode etabliert werden, um mittels Immunaffinitdtsreinigung AID-
interagierende Proteine identifizieren zu konnen. S. Tobollik stellte in Zusammenarbeit mit E.
Kremmer im Rahmen ihrer Diplomarbeit 3 Peptidantikorper gegen humanes AID her. Diese
Antikorper, die aus der Ratte stammen, sind gegen die letzten 15 AS von humanen AID
gerichtet. Sie eignen sich zum Nachweis von endogenem, denaturiertem AID in Western-

Blot-Analysen (personliche Mitteilung, S. Tobollik, GSF, Miinchen, und Greiner et al., 2005).
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Daher bietet es sich an, diese Antikorper fiir die Etablierung einer Immunaffinitdtsreinigung
von AID-Komplexen zu verwenden. Hierfiir sollte liberpriift werden, ob bzw. welcher dieser
anti-AID Antikorper (EK2-5C7, EK2-5G9 und EK2-2H5) in der Immunfluoreszenz AID
erkennen kann (Abb. 32). Die Immunfluoreszenzen wurden mit Nalm-6 Zellen durchgefiihrt,
die kein endogenes AID besitzen. Mit den Antikorpern EK2-5C7, EK2-5G9 und EK2-2H5
sollte die Expression von HA-AID nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle wurde ein
AIDANES-Klon benutzt. Da AID in diesem Klon die letzten 14 C-terminalen AS fehlen und
die anti-AID-Antikorper gegen die letzten 15 C-terminalen AS gerichtet sind, sollte dieses
verkiirzte AID-Protein nicht von den anti-AID-Peptidantikdrpern erkannt werden koénnen.
Alle 3 Antikorper waren in der Lage, rekombinantes HA-AID-Protein nach PFA-Fixierung in
Nalm-6 Zellen nachzuweisen. Der Antikdrper EK2-2HS5 zeigte dabei die grofBte
Signalintensitit, der Antikorper EK2-5G9 trotz geringerer Signalintensitit jedoch das
spezifischste Signal mit der geringsten Hintergrundfirbung. Der Antikorper 5C7 liegt bzgl.
Signalintensitit und Spezifitdt zwischen den beiden anderen. Keiner der Antikdrper konnte
AIDANES nachweisen. Offensichtlich sind alle drei Antikorper in der Lage, spezifisch
gefaltetes AID-Protein zu erkennen.
AID AIDANES
a-AlD DAPI a-AID DAPI

” .. ..
h .. ..

Abb. 32 Anti-AID-Antikérper erkennen iiberexprimiertes AID in der Immunfluoreszenz. Abgebildet sind
Nalm-6-Zellen, die stabil entweder mit wt AID oder AIDANES transfiziert worden sind. Die Zellen eines jeweils
reprasentativen Klons wurden mit 4% PFA/PBS fixiert. Fiir beide Klone wurde je eine anti-AID
Immunfluoreszenzfiarbung mit den Antikdrpern EK2-5C7, EK2-5G9 und EK2-2HS5 durchgefiihrt (rot). Da die
anti-AID-Peptidantikdrper gegen die letzten 15 AS des C-Terminus von AID gerichtet sind, fungiert der
AIDANES-Transfektionsklon als Negativkontrolle. Die residuale Farbung der Zellen in den Negativkontrollen
ist auf eine unspezifische Hintergrundfdarbung des sekundiren Antikorpers zuriickzufiihren. Um den Zellkern
vom Zytoplasma unterscheiden zu kdnnen, wurden die Zellkerne mit DAPI eingeférbt (blau).

5C7
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3.4.2 AID-Antikorper erkennen vermutlich AID in der Immunprizipitation

Um die Antikorper fiir eine Immunaffinititsreinigung von AID-interagierenden Proteinen
benutzen zu konnen, miissen sie natives Protein in einer Immunprizipitation (IP) erkennen
konnen. Ungliicklicherweise ist die leichte Kette von Antikorpern von &dhnlichem
Molekulargewicht wie AID. Im Gelelektrophoreseschritt einer Western-Blot-Analyse lassen
sich die beiden Proteine nicht voneinander trennen, so dass in dem sich der IP anschlielenden
Western-Blot die Diskriminierung zwischen AID und der konsequenterweise sehr abundanten
leichten Kette stark erschwert ist. Um die Immunprizipitation von AID trotzdem nachweisen
zu konnen und gleichzeitig das Co-Migrationsproblem zu umgehen, wurden
Gesamtzellextrakte von Nalm-6 radioaktiv mit *>>S markiert. Das hat den Vorteil, dass die fiir
die IP verwendeten Antikorper nicht radioaktiv markiert werden und demzufolge in der
Autoradiographie das Signal fiir AID nicht {iberlagern konnen. In Abb. 33 ist ein Beispiel fiir
eine derartige Immunprézipitation gezeigt. In diesem Fall wurden Nalm-6 Zellen und ein
NLS-AID-Klon radioaktiv markiert. Der NLS-AID-Klon wurde benutzt, weil er sich besser
als wt HA-AID von einem anderen radioaktiv-markierten Protein diskriminieren lisst, das in
der IP unspezifisch an die Sepharose-Matrix bindet (Daten nicht gezeigt). Die
Immunprézipitation wurde bei niedrigen Salzkonzentrationen durchgefiihrt, um die Bindung
zwischen Antikorper und AID nicht einzuschrénken.

Unter diesen Bedingungen bindet jeder der drei Antikdrper (5C7, 5G9 und 2HS5) spezifisch
ein radioaktiv markiertes Protein, das auf der fiir NLS-AID zu erwartenden Hohe im Gel
migriert (siche Abb. 33). In AID-negativen Extrakten (untransfizierte Nalm-6 Zellen) fehlt
diese deutliche Bande fast vollig. Das mutmalliche AID-Protein wird spezifisch von den anti-
AID-Antikérpern und nicht von der Sepharose-Matrix prizipitiert, weil die ,,AID*“-Bande
ohne die Verwendung von Antikdrper in AID-positiven Extrakten in der Autoradiographie
ebenfalls praktisch fehlt.

Demzufolge ist vermutlich jeder der drei Antikérper (5C7, 5G9 und 2HS5) geeignet, nicht nur
denaturiertes AID-Protein, sondern auch natives AID spezifisch zu binden. Nach diesem
Resultat erdffnet sich nun die Moglichkeit, mit Hilfe dieser anti-AID-Antikorper AID-

Komplexe zu prézipitieren.
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—_ Abb. 33 Immunprizipitation von radio-
AID aktiv markiertem NLS-AID. Nalm-6 Zellen
(AID-Status: — ) und Zellen eines Nalm-6

NLS-AID-Transfektionsklons (AID-Status: +)
wurden radioaktiv mit *°S markiert und
Zellextrakte gewonnen. Mit beiden Extrakten
und mit jeweils einem der anti-AID-
Antikérper (EK2-5C7, EK2-5G9 und EK2-
2HS) wurde jeweils ein Immunprézipitations-
experiment durchgefiihrt. Um das AusmaR
unspezifischer AID-Bindung an die Matrix
beurteilen zu konnen, wurde ein Experiment
ohne Antikorper durchgefiihrt (letzte Spur).
Die prézipitierten Proteine wurden via SDS-
PAGE aufgetrennt, geblottet und mittels
Autoradiographie  visualisiert. ~ NLS-AID-
Protein sollte auf der durch den Pfeil
symbolisierten Lauthhe migrieren.

3.4.3 AID liegt in der Zelle in Komplexen vor

Ziel einer Co-Immunprézipitation ist es, bis dato nicht identifizierte AID-interagierende
Proteine zu prézipitieren und anschlieBend mittels massenspektroskopischen Methoden zu
identifizieren. Um zu kléren, ob AID iiberhaupt in Komplexen vorliegt bzw. wie stabil diese
Komplexe sind, wurden Gelfiltrationsexperimente durchgefiihrt.

In der sich der IP anschlieBenden massenspektroskopischen Analyse muss man sich sicher
sein konnen, dass es sich bei den identifizierten Proteinen wirklich um Bestandteile von AID-
Komplexen handelt. Deshalb ist es notwendig, dass man eine IP etabliert, die fiir AID-Protein
hochspezifisch ist und eine geringstmdgliche Kontamination an unspezifisch gebundenen
Proteinen aufweist. Um die Anzahl an unspezifisch gebundenen Proteinen zu reduzieren,
kann man die in der IP verwendete Salzkonzentration der Puffer erh6hen. Um zu {iberpriifen,
ob dies aber gleichzeitig zum Zerfall und damit konsequenterweise zum Verlust von AID-
Proteinkomplexen fithrt, wurden die Gelfiltrationsexperimente bei verschiedenen
Salzkonzentrationen durchgefiihrt, und anschlieBend die Grofle der AID-Komplexe im
Western-Blot analysiert.

Bei einer Gelfiltration werden Proteine bzw. native Proteinkomplexe gemil3 ihrer GroBe
(bzw. Volumen) aufgetrennt und anschlieBend in Fraktionen gesammelt, wobei die
hochmolekularen Komplexe als erstes eluieren. Durch einen Vergleichslauf mit Proteinen
definierter Grof3e kann man in etwa auf die Molekulargrof3e der Proteine in den verschiedenen

Fraktionen schlieBen. In einer Western-Blot-Analyse konnen dann die Fraktionen auf den
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Gehalt an bestimmten Proteinen hin untersucht werden. In Abbildung 34 sind die Ergebnisse
dieser Western-Blot-Analysen nach den Gelfiltrationsexperimenten abgebildet. In Nalm-6
liegt NLS-AID bei physiologischen Salzkonzentrationen (ca. 150 mM) fast ausschlieBlich in
Komplexen mit einem Molekulargewicht iiber 200 kDa vor. Das Ausschlussvolumen der
verwendeten Sdule liegt bei ca. 5 MDa. Komplexe, die diese Grofle iiberschreiten, werden
nicht mehr weiter aufgetrennt. Das heillt, dass sich die ersten Elutionsfraktionen aus
Proteinkomplexen mit einer GroBe von iiber 5 MDa zusammensetzen. Mit zunehmender
Salzkonzentration (350 mM, 550 mM) nimmt die Quantitit an hochmolekularen
Proteinkomplexen langsam ab und es entstehen kleinere Komplexe. Um auszuschlieen, dass
sich liberexprimiertes, rekombinantes AID in Nalm-6 Zellen vollig anders verhélt als endogen
exprimiertes AID, wurde ein dhnliches Gelfiltrationsexperiment mit Raji-Zellextrakten bei
350 mM Salz durchgefiihrt. Die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji exprimiert endogenes AID
und hypermutiert konstitutiv (J. Bachl, GSF, Miinchen, personliche Kommunikation und
Albert et al., 1994). Auch in diesen Zellen liegt AID in hochmolekularen Komplexen vor,
allerdings auch als Mono- und Dimer. Zur Kontrolle der Bedingungen wurde der gleiche
Versuch (350 mM) mit Nalm-6 Zellen durchgefiihrt, die GFP {iberexprimieren. GFP findet
sich im Western-Blot nur in den niedermolekularen Fraktionen der Gelfiltration. Demzufolge
liegt GFP als Monomer vor. Diese Kontrollen legen nahe, dass vermutlich die Herstellung der
Extrakte nicht zu Aggregatbildung fiihrt. Auffillig ist dennoch, dass AID insbesondere in
Nalm-6 in fast allen Fraktionen vorkommt. Es ldsst sich zu diesem Zeitpunkt nicht
auschliessen, dass sich in Nalm-6 durch die Uberexpression von AID unphysiologische
Komplexe bzw. Prazipitate bilden, die ein ,,Schmieren* {iber die Sdule bewirken. Es bedarf
weiterer Gelfiltrationsexperimente mit anderen Zelllinien (v.a. endogen AID-exprimierender
Zelllinien wie Raji), um die physiologische Authenzitit distinkter Komplexe wirklich
beweisen zu konnen.

Ich bin fest davon iiberzeugt, dass die Identifizierung der Zusammensetzung von AID-
Komplexen und Abweichungen davon in verschiedenen Zelllinien (z. B. in Nalm-6-Zellen) in
Zukunft erheblichen Einfluss auf die Erforschung der molekularen Mechanismen von

Somatischer Hypermutation haben wird.
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Abb. 34 Fraktionierung von AID-Komplexen bei unterschiedlichen Salzbedingungen. Um die Stabilitdt
von AID-Komplexen zu untersuchen, wurden Gelfiltrationsexperimente durchgefiihrt. Die Gesamtzellextrakte
wurden aus 1 x 10® Zellen eines Nalm-6 NLS-AID-Transfektionsklons, eines Nalm-6 GFP-Transfektionsklons
oder der endogen AID-exprimierenden und konstitutiv hypermutierenden Zelllinie Raji gewonnen. Die
Extraktgewinnung und anschlieBende Gelfiltration wurden bei 150, 350 oder 750 mM KCI-Konzentration
durchgefiihrt. Von den gesammelten Fraktionen wurden je zwei aufeinander folgende vereinigt, mit
Trichloressigsdure die enthaltenen Proteine prézipitiert und anschlieBend mittels Western-Blot auf Gehalt an
HA-AID, endogenem AID oder GFP Protein iiberpriift. Um die einzelnen Fraktionen einer ungefihren
Komplexgrofie von Proteinen zuordnen zu kdnnen, wurde ein Gelfiltrationsstandard (Biorad) analog in einem
weiteren Gelfiltrationsexperiment aufgetrennt. Das mittels A,g,-Messung ermittelte Elutionsprofil des Standards
ist liber den Western-Blots abgebildet. Der Standard enthielt folgende Substanzen: Thyroglobulin (670 kDA),
Rinder Gamma-Globulin (158 kDA), Hiihner-Ovalbumin (44 kDa), Pferde-Myoglobin (17 kDa) und Vitamin
B12 (135 kDa)
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4 Diskussion

Mit der Entdeckung von AID hat die Erforschung der molekularen Mechanismen, die SHM
und CSR zu Grunde liegend, einen Quantensprung gemacht. Die Beobachtung und
Manipulation der von AID induzierten Prozesse ermoglicht es, direkte Erkenntnisse {iber die
initialen Schritte der beiden Mechanismen zu gewinnen. Vor allem ein besseres Verstindnis
dafiir, ob und wie es in Zellen zu einer Deregulation dieser AID-abhingigen Prozesse
kommen kann, ist von groBer Bedeutung. Die Deregulation dieser Prozesse steht im Verdacht,
fiir aberrante Somatische Hypermutation (ASHM) und fehlerhafte Rekombinationsereignisse
und damit letztendlich fiir Tumorentstehung (z. B. bei Burkitt-Lymphomen) verantwortlich zu

sein.

4.1 Der Einfluss von cis- und frans-Faktoren auf SHM

Somatische Hypermutation ist ein hochkomplexer Prozess, der vermutlich auf zahlreichen
Ebenen reguliert wird. Die Identifizierung all dieser regulatorischen Facetten ist Gegenstand
aktueller Forschung und es besteht Bedarf an Methoden, die die Diskriminierung der
unterschiedlichen Regulationsmechanismen ermoglichen. Die Verwendung von zwei
Reportertransgenen im Reversionsassay kann bei dieser Unterscheidung hilfreich sein. Ich
konnte dadurch bestimmen, ob die Verdnderungen der Mutationsaktivitit in der
hypermutierenden Zelllinie 18-81 von cis- oder trans-Faktoren verursacht werden. Ich konnte
zeigen, dass die Abnahme der Expression eines zentralen trams-Faktors, ndmlich AID,
ursdchlich fiir die Abnahme der Hypermutationsféhigkeit der Zelllinie 18-81 verantwortlich
ist. Im Laufe ldngerer Zellkulturphasen nimmt das endogene AID mRNS-Expressionsniveau
ab. In Ermangelung verlésslicher Antikorper gegen AID aus der Maus wurde das AID-
mRNS-Niveau anstelle des AID-Protein-Niveaus untersucht. Es ist gegenwirtig unklar, ob die
Expression von AID posttranslational reguliert wird. In den untersuchten 18-81 Subklonen
korrelierten jedoch die reduzierten mRNS-Mengen gut mit den verringerten Mutationsraten
auf dem GFP-Reportertransgen. Eine sehr dhnliche Beobachtung hatten Zhang et al. (2001) in
der humanen Burkitt-Lymphom-Zelllinie Ramos gemacht. Sie spekulierten, dass ein Grund
fiir eine etwaige Selektion gegen hohe AID-Expression der mutagene Effekt von AID sein
konnte. In der Tat deuten einige Publikationen an, dass AID-induzierte Mutationen nicht
exklusiv auf den Ig-Locus beschrinkt sind (Pasqualucci et al., 2001; Martin & Scharff, 2002)
und dass AID prinzipiell Genom-weit aktiv sein kann (Wang et al., 2004). Daher ist es
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denkbar, dass AID-Expression per se schidlich fiir die Zellen ist, z. B. durch Einfiihrung von
Mutationen in essentiellen Genen. Zellen mit einem verminderten AID-Expressionsniveau
wiren demzufolge im Laufe ldngerer Zellkulturphasen in ihrem Wachstum bevorzugt. Die
endogenen AID-Expressionsspiegel nahmen jedoch nicht in gleichem Mafle in allen Zellen
der 18-81 Ausgangskultur (pI-GFPstop) ab. Die Analyse der individuellen Subklone ergab ein
breites Spektrum an AID mRNS-Mengen und korrespondierenden Mutationsraten. Allerdings
ist die Expression von AID in keinem der Klone vollstindig eingestellt worden. Eventuell gibt
es einen Schwellenwert fiir AID-Expression, unterhalb dessen AID-Expression nicht mehr
langer gegenselektioniert wird.

Die Expressionsunterschiede in den endogenen AID mRNS-Mengen innerhalb der
analysierten pl-Subklone waren relativ gering. Ein Faktor von 4 trennt Subklon #1-1 von #1-
5. Offensichtlich haben bereits geringe Alterationen im Transkriptionsniveau von AID einen
deutlichen Effekt auf die Mutationsrate. In Analogie dazu berichten Arakawa et al., dass
monoallelische Expression von AID in fiir aicda +/- heterozygoten DT40 Zellen einen
drastischen Verlust an AID-abhéngiger Genkonversion bewirkt (Arakawa et al., 2002).
Uberexpression von rekombinantem humanen AID rekonstituierte den Mutationsphénotyp in
Subklon #1-5, und ist, offensichtlich aufgrund der hohen Konservierung (93%), in der Lage,
das AID der Maus zu ersetzen. Die Mutationsraten, die auf dem GFP-Transgen gemessen
wurden, waren flir AID-liberexprimierende Klone und stark hypermutierende 18-81 Zellen
mit hohen endogenen AID mRNS-Mengen vergleichbar. Die Abnahme der endogenen AID-
Expression ist also vermutlich der wichtigste Grund fiir die abnehmenden Mutationsraten in
diesen Langzeitkulturen. In einigen seltenen YFP/GFP-Transfektionsklonen konnte ich
beobachteten, dass AID-Uberexpression die Hypermutationsaktivitit nicht wieder herstellen
konnte (Daten nicht gezeigt). Vermutlich werden in diesen Zellen auch noch weitere trans-
Faktoren, die die Aktivitdt von SHM beeinflussen konnen, moduliert. Alternativ konnten auch
die Reportertransgene in diesen Klonen defekt gewesen sein.

Die Reversionsanalyse der von 18-81 abgeleiteten GFP/YFP/AID-Klone erbrachte eine
weitere Erkenntnis. Wéhrend das GFP-Transgen nach transkriptioneller Induktion
kontinuierlich im Verlaufe der fiinftdgigen Expansionsphase hypermutiert wurde, blieb die
Frequenz der YFP-Revertanten im Wesentlichen unverdndert. Die hohe Anzahl an YFP-
Revertanten in den GFP/YFP/AID-Transfektionsklonen deutet jedoch eindeutig an, dass das
konstitutiv transkribierte ptk-YFPstop-Transgen zumindest voriibergehend hypermutiert
wurde. Durch die Verwendung des zweiten Reportergens (pI-GFPstop) kann diese

Beobachtung klar auf einen cis-Effekt zuriickgefithrt werden. Die kontinuierliche
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Hypermutation auf dem pl-GFPstop-Transgen nach Induktion zeigt eindeutig, dass die
stationdre Frequenz von YFP-Revertanten nicht auf einen trans-Effekt zuriickzufiihren ist.
Das AID-induzierte Mutationssystem ist in diesen Zellen aktiv, weil seine Aktivitidt mit dem
GFP-Transgen immer noch nachgewiesen werden kann.

Eine Erkldrung fiir das divergierende Verhalten der beiden Reportertransgene wére, dass sich
in dem konstitutiv transkribierten YFP-Transgen bereits wihrend der Selektionsphase
Vorwirtsmutationen ereigneten. Diese zusétzlichen Mutationen konnten das YFP-Transgen
bereits derart beeintrdchtigt haben, dass eine Reversion des vorzeitigen Stopp-Kodons
wirkungslos bleibt. Im Gegensatz zum YFP-Gen konnte das GFP-Transgen wihrend der
Selektionsphase noch keine Mutationen akkumulieren, da es nicht transkribiert wurde und
demnach unzugénglich fiir das AID-induzierte Mutationssystem war. Yoshikawa et al.
benutzten das gleiche induzierbare GFP-Transgen in AID-iiberexprimierenden Fibroblasten
und konnten zeigen, dass sich nach dessen transkriptioneller Induktion Punktmutationen mit
einer hohen Frequenz auf dem gesamten GFP-Gen befinden (Yoshikawa et al., 2002). Daher
ist es anzunehmen, dass sich im Laufe der Zellkulturphase eine Balance zwischen Reversions-
und Vorwirtsmutation auf den transkribierten Transgenen einstellt. Um dieser Frage
nachzugehen, sollte man das YFP-Transgen sequenzieren und dessen ,,Mutationslast™®
bestimmen. Alternativ, allerdings bislang vollig spekulativ, konnte das ptk-YFPsfop-Transgen
wiéhrend der Zellkulturphase eine Transition von hypermutierbar zu nicht-hypermutierbar
gemacht haben. Epigenetische Verdnderungen im Bereich des ptk-YFPstop-Transgens, ohne
direkten FEinfluss auf die Transkription, konnten eine solche hypothetische Transition
bewirken. Theoretisch wéren solche epigenetische Verdnderungen erreichbar z. B. durch ein
verandertes DNS-Methylierungsmuster oder durch verdnderte Histonmethylierung bzw.
Histonacetylierung. In der Tat beschriecben Woo et al., dass eine unspezifische
Hyperacetylierung des Immunglobulin-Locus (durch Behandlung von Zellen mit Trichostatin
A) zu einer Verlangerung des Hypermutationsbereiches fithrte (Woo et al., 2003). Es wird
deshalb in Zukunft wichtig sein, derartige epigenetische Verdnderungen bei der Analyse von
Hypermutationsfrequenzen zu beriicksichtigen. Eine der nahe liegendsten Fragen ist,
inwieweit die diversen Ig-Enhancer-Elemente und die Transkriptionsinduktion des pl-
GFPstop-Transgens zur Definition des Hypermutationsbereich beitragen (Targeting).

Die Benutzung des zweifachen Reportersystems kann dabei duBerst hilfreich sein, um cis-
von trans-Faktor-verursachten Verdnderungen wihrend der SHM zu diskriminieren.

Des Weiteren zeigen meine Daten, dass der GFP-basierte Reversionsassay auch dazu benutzt

werden kann, potenziell mutagene Agenzien in Zelllinien zu tiberpriifen. Thymidinzusatz zum
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Medium induzierte einen starken Mutationsphdnotyp in Nalm-6 Zellen. In einigen
Experimenten zeigten bis zu 90 % aller ptkGFPstop-Transfektionsklone signifikante
Reversionsfrequenzen nach 3 Tagen in Thymidin-haltigem Medium (Daten nicht gezeigt). In
einzelnen AID-Klonen von Nalm-6 konnten Mutationsraten bis zu 7.9 x 10” mut/bp/gen
gemessen werden. Dieser Thymidin-induzierte Mutationsphédnotyp ist nicht auf die Induktion
endogener AID-Expression  zuriickzufiihren. Thymidin-behandelte Nalm-6  Zellen
exprimierten kein endogenes AID. Es bedarf weiterer Studien um zu verstehen, warum
Thymidinzusatz zum Medium in Nalm-6 so hohe Hypermutationsraten induzieren kann. Dass
Thymidin in hohen Konzentrationen mutagen sein kann, ist bereits seit langem bekannt
(Bradley & Sharkey, 1978; Kresnak & Davidson, 1992). Vermutlich wird dadurch die dNTP-
Biosynthese gestort (Goncalves et al., 1984). Diese Mutagenese erfolgt vermutlich nicht
transkriptions- sondern replikationsabhéngig (Phear & Meuth, 1989).

Offensichtlich ist unter gewissen Umstdnden der GFP-basierte Reversionsassay also geeignet,

sowohl Protein-induzierte, als auch chemisch-induzierte Mutagenese zu messen.

4.2 Subzellulire Lokalisation von AID und Doméanenstruktur

Es ist sehr wahrscheinlich, dass AID durch Co-Faktoren in seiner Aktivitat reguliert wird. Um
festzustellen, auf welche Art und Weise diese Regulation erfolgen konnte, ist es unerldsslich
die Doménenstruktur von AID néher zu charakterisieren. Aufgrund der Sequenzhomologie zu
APOBEC-1 lésst sich das enzymatisch aktive Zentrum von AID sehr gut den AS 56 bis 94
zuordnen. Die weiteren Sequenzabschnitte weisen jedoch nur eine schwache
Sequenzhomologie mit APOBEC-1 auf. Meine Arbeit sollte dazu beitragen, die
offensichtliche Diskrepanz zwischen der beobachteten priadominant zytoplasmatischen
Lokalisation von AID (Rada et al., 2002a) und der postulierten Wirkungsweise (DNS bzw.
RNS-Desaminierung) besser zu verstehen. Da beide Theorien zwingend eine zumindest
transiente Kernlokalisation von AID voraussetzen, muss es eine Moglichkeit fiir AID geben,
in den Kern zu translozieren. Das wiirde auch erkldren, warum die Hypermutationsraten in
AlD-exprimierenden E. coli (Petersen-Mahrt et al., 2002) deutlich hoher sind als in B-
Zelllinien. Da Prokaryoten im Gegensatz zu Eukaryoten keine Kompartimentierung in Kern
und Zytoplasma haben, wiirde diese regulatorische Ebene entfallen.

Das RNS-editierende Enzym APOBEC-1 ist pradominant im Zytoplasma lokalisiert. Erst in
Anwesenheit des APOBEC-1 Komplementationsfaktors (ACF) wird APOBEC-1 in den Kern
transloziert (Blanc et al., 2001). Die fiir diese Translokation notwendige NLS wird von ACF
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beigesteuert (Blanc et al., 2003). AID enthélt auf Ebene der Aminosdure-Primirsequenz
ebenfalls eine potenzielle zweiteilige NLS-Sequenz am N-Terminus. Ein spezieller NLS-
tragender Co-Faktor (wie ACF) fiir den aktiven Kerntransport wiére also nicht zwingend
notwendig. Deshalb habe ich versucht, den Einfluss der subzelluldren Lokalisation von AID
auf die Hypermutationsaktivitit zu bestimmen. Dafiir wurden mutiertere AID-Proteine mit
potenziell unterschiedlicher subzelluldrer Lokalisation hergestellt.

Die Ergebnisse aus den Versuchen zur subzelluldren Lokalisation von humanem AID sind
relativ eindeutig. Ich konnte in der Immunfluoreszenz bestitigen, dass exogen exprimiertes
AID in B-Zellen der Maus iiberwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist (Abb. 27). Ebenso
befindet sich HA-AID in Rattenfibroblasten, humanen Fibroblasten und humanen
embryonalen Nierenzellen (Zelllinie 293-T) prddominant im Zytoplasma (Daten nicht
gezeigt). Die zytoplasmatische Lokalisation von humanem AID ist also vermutlich auf
intrinsische Merkmale von AID zuriickzufiihren, weil sie unabhingig vom verwendeten
Zellsystem (B-Zellen, Fibroblasten, Nierenzellen) und Modellorganismus (Mensch, Maus,
Ratte) zu beobachten ist. Dies wird auch von anderen Arbeitsgruppen bestitigt (Rada et al.,
2002a; Brar et al., 2004; Ito et al., 2004; McBride et al., 2004; Pasqualucci et al., 2004; Wu et
al., 2005). Gleiches gilt auch fiir AID im Huhn (H. Arakawa, GSF-Neuherberg, Miinchen;
personliche Mitteilung). Die meisten dieser Beobachtungen basieren auf Fluoreszenzanalysen
unter dem Mikroskop.

Eine wesentliche Ursache fiir die pradominante zytoplasmatische Lokalisation von AID ist
die Anwesenheit einer nukledren Exportsequenz am C-Terminus von AID. Ich konnte zeigen,
dass eine AID-Mutante ohne NES als Fusionsprotein mit EGFP (AIDANES-EGFP) nicht
mehr priddominant zytoplasmatisch vorliegt. In Analogie verlagert sich die Lokalisation von
GFP von einer ubiquitidren Verteilung hin zu einer rein zytoplasmatischen, wenn man EGFP
mit den 16 Aminosduren des C-Terminus von AID fusioniert (aidNES-EGFP). Diese
offensicht-liche Exportsequenz fiihrt in CRM1-abhédngiger Weise zum Export von AID aus
dem Zellkern. Sowohl AID-EGFP als auch aidNES-EGFP liegen nach Inkubation mit dem
CRMI-Inhibitor Leptomycin B wieder diffus in der gesamten Zelle verteilt vor.
Offensichtlich wird der im Kern vorliegende Anteil an AID-Protein nicht mehr exportiert.
Dies wird auch von anderen Gruppen bestitigt (Brar et al., 2004; Ito et al., 2004; McBride et
al., 2004). Ito et al. konnten zeigen, dass bereits eine Deletion der letzten 3 Aminosduren
(LGL) zum Verlust des Kernexports von AID fiihrt (Ito et al., 2004). McBride et al. berichten,
dass die minimale Anzahl an Aminoséuren, die fiir die Exportfunktion notwendig sind, die

der Konsensussequenz (Bogerd et al., 1996) entsprechenden letzten 10 AS am C-Terminus
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von AID sind. Es wire moglich, dass die NES-Sequenz in AID einen intrinsischen
Schutzmechanismus darstellt, der das Genom so vor unkontrollierter AID-Aktivitdt und
demzufolge unbeabsichtigter Mutagenese schiitzt. Alternativ, falls AID doch ein RNS-
editierendes Protein sein sollte, konnte die NES-Sequenz zum Beispiel auch fiir den
Kernexport des editierten RNS-Substrats notwendig sein, wobei AID als Shuttling-Faktor
fungiert.

Die Immunfluoreszenzfiarbung des HA-Epitops von AIDANES (ohne Fusion an EGFP) ergab
keine diffuse, sondern eine priddominant zytoplasmatische Lokalisation von AID. Ich fiihre
diese unerwartete Beobachtung auf eine Maskierung des HA-Epitops im Zellkern zuriick.
Danach wiirde AID (oder zumindest einzelne Doménen) im Zellkern entweder als Bestandteil
groler, kompakter Proteinkomplexe vorliegen, oder AID verdndert im Zellkern seine
Konformation, so dass die HA-Markierung im Inneren des Proteins verborgen ist. Wu und
Kollegen (Wu et al., 2005) konnten die (mit den Fluoreszenzproteinen) beobachtete nukleére
Lokalisation von AID mit Flag-markiertem AID ebenfalls nicht nachvollziehen. Da die Flag-
Epitopmarkierung von &hnlicher Grofe wie die HA-Markierung ist, haben diese
rekombinanten Proteine vermutlich &hnliche Eigenschaften und sind im Kern ebenfalls
maskiert. Rose Mage (Bethesda, USA), die mit Kaninchen-AID arbeitet, hat Antikorper
gegen den N- und C-Terminus sowie gegen den mittleren Teil von AID generiert. Sie konnte
nur mit dem Antikdrper gegen den mittleren Teil von AID nukledres AID nachweisen
(personliche Mitteilung). Es erscheint also sehr wahrscheinlich, dass der N- und der C-
Terminus von AID stark an der Komplexbildung im Nukleus beteiligt sind und daher fiir
Antikdrper unzugéinglich sind.

Wie der Import von AID in den Kern bewerkstelligt wird, bleibt bisher unklar. Meine
Beobachtungen legen nahe, dass der N-Terminus von humanem AID keine
Kernimportfunktion besitzt. Zwar flihrt eine Punktmutation in diesem Bereich zu einem
vollstdndigen Verlust der Hypermutationsaktivitét, wie auch in einigen Hyper-IgM-Syndrom-
Patienten beobachtet (Revy et al., 2000), aber diese Mutation ldsst sich nicht durch die
Einfiihrung einer (NLS-AIDbix) oder mehrerer exogener Kernimportsequenzen (AIDbix-
3xNLS) kompensieren. Die Tatsache, dass die Fusion der ersten 38 N-terminalen AS von
AID an EGFP keine deutliche Akkumulation des Fusionsproteins im Zellkern bewirkte,
spricht klar gegen eine NLS-Funktion dieses Bereiches (Abb. 30A). Auch Brar et al. (2004)
und McBride et al. (2004) sehen in Thren Experimenten keinerlei Hinweis auf eine NLS in
AID. Einzig Ito und Kollegen konnen zeigen, dass ihr Fusionsprotein aus der NLS von AID
und EGFP im Zellkern akkumuliert (Ito et al., 2004). Die offensichtliche Diskrepanz der
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Ergebnisse ldsst sich nicht ohne weiteres erkléren, da die Experimente teilweise in identischen
Zelllinien mit sehr dhnlichen Konstrukten durchgefiihrt wurden und sich alle Ansitze
Fusionspoteinen mit GFP oder RFP (,,Red fluorescent Protein®) bedienten. McBride et al.
benutzen sogar ein Fusionsprotein, dass neben GFP und AID auch noch die Pyruvat Kinase
(PK) umfasste. Das so entstandene PK-GFP-AID-Protein ist definitiv zu grof3, um iiber freie
Diffusion in den Zellkern zu gelangen. Dieses Protein translozierte auch nicht in Anwesenheit
von Leptomycin B in den Kern. Erst nach Fusion mit einer exogenen NLS konnte in
Gegenwart von Leptomycin B die Akkumulation des Fusionsproteins im Zellkern beobachtet
werden (McBride et al., 2004).

Ito et al. konnten zeigen, dass die R24W-Mutation nicht zum Verlust der katalytischen
Aktivitat fiihrt, weil diese Mutante in E. coli immer noch in der Lage ist, DNS zu
hypermutieren (Ito et al., 2004). Offensichtlich ist das Arginin 24 im AID-Protein also noch
fiir eine andere essentielle Funktion notwendig. In der Tat konnte F. Alt (Boston, USA;
personliche Mitteilung) bestétigen, dass diese Aminosdure Teil des Bindungsmotivs fiir die
Interaktion mit Replikationsprotein A (RPA) ist, einem der identifizierten Interaktionspartner
von AID. RPA bindet Einzelstrang-DNS und ist in Replikations-, Rekombinations- und DNS-
Reparaturprozesse involviert (Wold, 1997). Warum der Verlust der Interaktion mit RPA zu
einem Verlust an Hypermutationsaktivitit fiihren soll, ist momentan noch Gegenstand von
Spekulation. Chaudhuri et al. vermuten, dass RPA die Affinitit zu einzelstringiger DNS
bewirkt und somit fiir die Substratbindung von AID verantwortlich wére. Auflerdem soll RPA
als Plattform fiir die Rekrutierung weiterer trams-Faktoren wie z. B. fehleranfillige
Polymerasen verantwortlich sein (Chaudhuri et al., 2004). Die R24W-Mutation hétte also
demnach relativ dramatische Auswirkungen, weil AID quasi nicht mehr an Einzelstrang-DNS
binden konnte. Diese Bindung muss in Eukaryoten auBerdem vom Chromatinaufbau abhédngig
sein, weil die AIDbix-Mutante in E. coli noch enzymatisch aktiv ist (Ito et al., 2004).
Vermutlich kann AID schlicht aufgrund seiner geringen Grofle (24 kDa) frei in den Zellkern
diffundieren, wird von dort jedoch sofort wieder exportiert. Alternativ erfolgt der aktive
Transport iiber einen anderen AID-bindenden Co-Faktor, der eine starke NLS-Sequenz zum
Transport beisteuert. Fiir einen aktiven Kernimport von AID spricht, dass auch das homologe
APOBEC-1 iiber einen aktiven Mechnismus in den Zellkern transportiert wird (via ACF;
Blanc et al., 2003). Ito et al. und McBride et al. haben in ihren Leptomycin B-Experimenten
bereits nach einer Stunde eine Anreicherung von nukledrem AID (als Fusionsprotein)
beobachtet (Ito et al., 2004; McBride et al., 2004). Offensichtlich erfolgt der Transport in den

Kern (aktiv oder passiv) sehr schnell. Interessanterweise haben Wu et al. in MEFs (,,Mouse
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Embroyonic Fibroblasts*) eine Co-Lokalisation von rekombinantem AID mit Mikrotubuli
beobachten konnen (Wu et al., 2005). Es wire daher denkbar, dass ein potenzieller aktiver
Transport von AID iiber das Zytoskelett erfolgt. Es wire wichtig, in einem Experiment mit
Leptomycin B die Kinetik des Erscheinens von GFP-AID im Kern mit dem Auftauchen von
NES-GFP zu vergleichen. NES-GFP kann den Kern vermutlich nur {iber Diffusion erreichen
und wiirde somit den zeitlichen Rahmen fiir freie Diffusion in den Zellkern bestimmen. Falls
AID-GFP aktiv in den Kern transportiert wird, sollte es schneller im Kern akkumulieren als
NES-GFP, weil aktive Transportprozesse schneller sind als Diffusionsvorgédnge (Chatterjee &
Stochaj, 1998). Dies zeigt sich auch in der zytoplasmatischen Lokalisation von NES-GFP, das
im Prinzip immer noch klein genug fiir freie Diffusion ist. Dazu miissten die Zellen in einer
Mikroskopie-geeigneten Kammer kultiviert und nach Leptomycin B-Zusatz gefilmt werden
bzw. in regelmifBigen Abstinden Fotos gemacht werden, um die Kinetik der Akkumulation
von AID-GFP bzw. NES-GFP im Zellkern zeitlich zu dokumentieren.

Da sich das HA-markierte AID aus den beschriebenen Griinden in Immunfluoreszenz-
farbungen im Zellkern nicht nachweisen ldsst, versuchte ich auch {iber biochemische
Zellfraktionierung die subzelluldre Lokalisation von AID und rekombinanten AID-Mutanten
zu adressieren. Die bemerkenswerteste Beobachtung in diesen Experimenten ist der Nachweis
von AID in der nukledren Fraktion. In allen von mir durchgefiihrten
Zellfraktionierungsexperimenten fand sich ein signifikanter Anteil an wt AID im Zellkern.
Die einfachste Erklidrung fiir diese Beobachtung ist, dass der Anteil an nukledr lokalisiertem
AID nicht hoch genug ist, um in der Immunfluoreszenz oder bei Fusionsproteinen ein Signal
zu geben. Eine weitere Erklirung wire, dass die nukledre Fraktion aufgrund der hohen
Expressionsrate mit prézipitiertem AID kontaminiert ist. Dagegen spricht der Sachverhalt,
dass die Burkitt-Lymphom-Zelllinie BL2 mit endogener AID-Expression ebenfalls eine
dhnliche Verteilung von zytoplasmatischem und nukledrem AID aufweist (Daten nicht
gezeigt). Pasqualucci et al. haben auBBerdem bei dhnlichen Zellfraktionierungsexperimenten in
diversen normalen und transformierten B-Zelllinien ebenfalls einen nukledren Anteil an AID
gefunden, der je nach untersuchter Zelllinie mehr oder weniger stark ausgepridgt war
(Pasqualucci et al., 2004). Sie spekulierten, dass es sich dabei um einzelne Zellen handelt, in
denen AID aktiviert worden ist und in den Zellkern transloziert. In Western-Blot-Analysen
lasst sich nicht diskriminieren, ob das nukledre Signal auf einzelne Zellen mit quantitativ in
den Nukleus transloziertem AID zuriickgeht oder ob in allen Zellen ein geringer Anteil von
AID im Zellkern vorliegt. Monomeres GFP, das in Fluoreszenzaufnahmen eine diffuse

Verteilung zwischen Zytoplasma und Zellkern aufweist (Abb. 30), geht in den
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Zellfraktionierungsexperimenten (Abb. 29) aus der nukledren Fraktion quantitativ verloren. In
Anbetracht dessen gehe ich davon aus, dass das in den Zellfraktionierungsexperimenten
identifizierte nukledre AID in gréBeren, stabilen Komplexen im Nukleus vorliegt (z. B.
Chromatin-assoziiert). Auch die Maskierung von AID im Nukleus deutet an, dass AID im
Nukleus in Komplexen vorliegt, die nicht so leicht ausgewaschen werden konnen wie kleines,
monomeres bzw. dimeres GFP, das im Nukleus keine Interaktionspartnern besitzt. Dieser
Befund bestitigt sich unabhingig fiir mehrere verschiedene Zellfraktionierungsmethoden und
Zelllinien. Die Verwendung eines milderen Detergens z. B. NP-40 oder Digitonin, der
Aufschluss mittels Dounce-Homogenisatoren, das Quervernetzen der Proteine mit
chemischen Substanzen wie Dimethylpimelimidat (DMP) oder Dimethyldithio-
bispropionimidat (DTBP), oder die Benutzung von Streptolysin O, eines fiir die dullere
Zellmembran spezifischen Agens zur Zelllyse, verdnderte dieses Ergebnis nicht.

Warum die Einfiihrung exogener NLS-Sequenzen nicht zu einer Anreicherung im Zellkern in
Zellfraktionierungsexperimenten fiihrt, ldsst sich auf zwei Arten erkliren. Die einfache, aber
unwahrscheinlichere Erkldrung ist, dass die exogenen NLS-Sequenzen nicht erkannt werden,
z. B. aufgrund sterischer Behinderung nicht zugéinglich sind. Alternativ wiirde AID zwar
verstirkt in den Zellkern translozieren, wiirde dort aber nicht ausreichende Bindungspartner
finden und analog wie GFP wihrend des Zellaufschlusses wieder ausgewaschen werden. Brar
et al. konnten in Immunfluoreszenzexperimenten zeigen, dass der Anteil an nukledrem RFP-
AID signifikant erhoht wird (Brar et al., 2004), wenn Zellen mit DNS-schiddigenden Agenzien
wie Bleomycin, UV-Strahlung oder Wasserstoffperoxid behandelt werden. Die Autoren
spekulieren deshalb, dass DNS-Doppelstrangbriiche oder alternativ die entsprechenden
Reparaturplattformen Substrate fiir AID-Bindung sind. Es wére interessant zu iiberpriifen, ob
der Anteil an nukledrem, vermutlich komplexierten AID durch Behandlung mit DNS-
schiadigenden Agenzien auch in Zellfraktionierungsexperimenten ansteigt. Dies wére eine
gute Methode, um zu bestimmen, ob der nukledre Anteil von AID in diesen Experimenten in
der Tat Ausdruck von groBen AID-Komplexen ist.

Mittlerweile ist die Doménenstruktur von AID noch detaillierter charakterisiert worden
(Barreto et al., 2003; Ta et al., 2003; Zaim & Kierzek, 2003; Shinkura et al., 2004). Danach
wirken sich Mutationen am C-Terminus beinahe ausschliefflich auf CSR-Aktivitit aus,
wiahrend sich Mutationen am N-Terminus bevorzugt auf Somatische Hypermutation
auswirken. So ist z. B. AID mit verkiirztem C-Terminus (A10) katalytisch in E. coli bzgl.
seiner Desaminierungsfdhigkeit wesentlich aktiver als wt AID (Barreto et al., 2003), das

gleiche Protein vermag aber keinen Klassenwechsel mehr zu induzieren. Shinkura und
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Kollegen haben durch Zufallsmutagenese von AID (der Maus) Mutationen entdeckt, die sich
nur auf SHM, nicht aber auf CSR auswirken. Alle diese Mutationen befinden sich am N-
Terminus von AID (Shinkura et al., 2004). Offensichtlich sind der N- und der C-Terminus
von AID also unterschiedlichen Funktionen zugeordnet. Da SHM und CSR unabhéngig
voneinander stattfinden konnen, ist davon auszugehen, dass es sich um distinkte Prozesse mit
dementsprechend distinkten AID-Komplexen handelt. Daher sollte in Zukunft besonders
darauf geachtet werden, mit welcher Doméne von AID potenzielle Interaktionspartner
interagieren, da damit unter Umstdnden bereits eine Zuordnung zu einem der beiden Prozesse

moglich wird.

4.3 Die Zelllinie Nalm-6 als Musterzelllinie zur Identifizierung AID-
regulierender Faktoren

Eine zentrale Beobachtung meiner Dissertation ist die Tatsache, dass sich AID
Uberexpression im Gegensatz zur gegenwirtigen Vorstellung nicht zwingend mutagen
auswirkt.

Ausgangspunkt fiir diese Feststellung war die Untersuchung des Einflusses von AID
Uberexpression auf die Mutierbarkeit eines GFP-Reportertransgens in zwei unterschiedlichen
menschlichen B-Zell-Lymphom-Zelllinien, der prd-B-Zelllinie Nalm-6 und der Burkitt-
Lymphom-Zelllinie BL70.

Um den Ausgangszustand zu ermitteln, wurde iiber eine Northern-Blot-Analyse das endogene
AID-Transkriptniveau in Nalm-6, BL70 und Mutu III bestimmt. Transkription des endogenen
AID-Locus ist sehr schwach in BL70 und vollig abwesend in Nalm-6 Zellen. Wihrend die
endogenen AID-Mengen in Mutu III Zellen ausreichend sind, um Hypermutation auf einem
Reporterkonstrukt auszulosen (personliche Mitteilung J. Bachl, GSF, Miinchen), sind die
AID-Mengen in BL70 Zellen nicht ausreichend. Uberexpression von rekombinantem AID ist
notwendig, um einen Hypermutationsphinotyp in BL70 Zellen zu induzieren. Dies
manifestierte sich in einem eindeutigen Anstieg der GFP-Reversionsfrequenz. Diese
Beobachtung stimmt mit dem gegenwirtigen Dogma iiberein, dass AID-Uberexpression an
sich ausreichend ist, um Somatische Hypermutation auszuldsen. Im Gegensatz zu den BL70
Zellen vermochte AID-Uberexpression in der humanen pri-B-Zelllinie Nalm-6 keine
messbare Hypermutationsaktivitéit zu induzieren.

Ich habe eine grofle Anzahl an unabhingigen AID-iliberexprimierenden Nalm-6 GFP/AID-

Transfektionsklonen getestet, um auszuschlieBen, dass die genomische Integrationsstelle mit
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der Mutierbarkeit des ptkGFPstop-Transgens interferiert. Keiner dieser Transfektionsklone
zeigte eine messbare Zunahme der Mutationsrate. Die pAID-ngfr Klone, die in dieser Arbeit
generiert wurden, exprimierten HA-AID in unterschiedlichen Proteinmengen, vermutlich
wegen unterschiedlicher Kopienzahlen und/oder genomischer Integrationsstellen des AID-
Expressionsvektors. Dies wurde unabhdngig fiir BL70 und Nalm-6 Transfektionsklone
beobachtet. Unabhdngig von den jeweiligen HA-AID-Expressionsmengen hypermutierten
Nalm-6 Transfektionsklone nie das GFP-Reportertransgen. Demgegeniiber hypermutierten
AlD-iiberexprimierende BL70 Transfektionsklone das GFP-Reportertransgen grundsétzlich
selbst auf relativ geringen exogenen AID-Expressionsniveaus. Um auszuschlieBen, dass AID-
induzierte Mutationen die Funktion des AID-Transgens beeintrichtigt hatten, wie von Martin
und Scharff (Martin & Scharff, 2002) beobachtet, wurde das AID-Transgen von einem Nalm-
6 GFP/AID-Transfektionsklon (mit dem hdchsten AID-Expressionsniveau) iiber PCR
amplifiziert und sequenziert. Die Sequenzanalyse bestitigte, dass die fiir AID kodierende
Region auf dem Transgen keine Mutationen tragt, das iiberexprimierte AID-Protein also im
Prinzip funktionell sein miisste (Daten nicht gezeigt). Alles in allem bedeutet dies, dass wt
AID-Uberexpression auf dem GFP-Transgen in Nalm-6 keine Hypermutation induzieren
kann, unabhingig von der genomischen Integrationstelle des Reportertransgens und der
exogenen AID-Menge.

Die Nalm-6 Zelllinie hat einen der fiir die schwere Kette kodierenden Immunglobulin-Loci
rearrangiert; das zweite Allel und die Loci fiir die leichten Ketten sind immer noch in
Keimbahn-Konfiguration (Drexler, 2001). Urspriinglich wollte ich den rearrangierten
endogenen schwere-Kette-Locus in AID-iliberexprimierenden Nalm-6 Klonen sequenzieren,
allerdings war das endogene p-schwere-Kette-Protein in einer Immunfluoreszenzfarbung der
schweren Kette kaum nachweisbar, vermutlich wegen der schwachen Transkription des Ig-
schwere-Kette-Locus (Daten nicht gezeigt). Das Sequenzieren des endogenen p-Locus wurde
deshalb verworfen, weil die Mutationsraten bei Somatischer Hypermutation mit den
Transkriptionsraten korrelieren (Goyenechea et al., 1997; Bachl et al., 2001). Eine geringere
Transkription des GFP-Transgens in Nalm-6 Zellen im Vergleich zu BL70 Zellen hitte
prinzipiell ebenfalls Ursache fiir das Fehlen einer nachweisbaren Mutationsaktivitit in Nalm-
6 sein konnen. Nalm-6 Zellen und BL70 Zellen exprimieren den GFP-Reporter aber auf
vergleichbarem Niveau (Abb. 20).

Erstaunlicherweise kann durch die Expression der Kernlokalisationsmutanten AIDANES oder
AID-3xNLS Hypermutationsaktivitit in Nalm-6 induziert werden. Der induzierte
Mutationsphéinotyp nach Uberexpression von AID-3xNLS ist ausgepriigter als nach
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Uberexpression von AIDANES (Abb. 31 und Tabelle 2). Durch diese Beobachtung wird auch
automatisch ausgeschlossen, dass der ,,Hypermutationsblock® in wt AID-iiberexprimierenden
Nalm-6 auf Unzuldnglichkeiten in den AlID-nachgeschalteten Prozessierungsschritten
zurlickzufiihren ist. Offensichtlich sind alle dafiir notwendigen Faktoren in Nalm-6-Zellen
vorhanden. Auch eine prinzipielle Unzugénglichkeit des Reportergens fiir das Mutator-
System bzw. fiir AID per se kann somit ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass mit
rekombinantem AID keine Somatische Hypermutation in Nalm-6 Transfektionsklonen
induziert werden kann, erinnert an eine Beobachtung in der humanen Zelllinie BL2. Faili und
Kollegen stellten fest, dass ein zeitgleicher Stimulus des B-Zell-Rezeptors und seiner Co-
Rezeptoren notwendig ist, um Somatische Hypermutation auf dem endogenen Ig-schwere-
Kette-Locus von BL2 auszuldsen (Faili et al., 2002b). Endogenes AID wird aber schon vor
dem Stimulus in BL2 Zellen auf gleichem Expressionsniveau exprimiert, ohne jedoch
Mutation in den Ig-Loci zu induzieren. Diese Ergebnisse deuten einen gegenwértig noch nicht
charakterisierten Mechanismus an, der AID in seiner Funktion reguliert bzw. limitiert.

Dabei handelt es sich wahrscheinlich nicht um einen generellen pra-B-Zell-Phéanotyp, weil wt
AID in 18-81 und 70Z/3, beides aus der Maus gewonnene prd-B Zelllinien, einen
Mutationsphénotyp induzieren kann (s.o. und Daten nicht gezeigt).

In Abbildung. 35 sind vier mdgliche Erkldrungen fiir das Fehlen messbarer Hypermutation in
mit wt AID transfizierten Nalm-6 Zellen abgebildet.

Zum einen konnte wt AID aus bislang unbekannten Griinden katalytisch weniger aktiv sein
als in vergleichbaren anderen Zelllinien (Abb. 35A). Mdgliche Ursache fiir eine derartige
katalytische Aktivititsminderung konnte z. B. eine fehlende Phosphorylierung sein. In der Tat
haben Chaudhuri et al. beschrieben, dass AID in B-Zellen phosphoryliert vorliegt und dass
dieses phosphorylierte AID weitaus aktiver ist als unphosphoryliertes AID (Chaudhuri et al.,
2004). Die AID-Mutanten AID-3xNLS und AIDANES miissten dann per se katalytisch
aktiver sein. Barreto et al. hatten bereits gezeigt, dass ihre Form von AIDANES (A10) in E.
coli aktiver ist als wt AID (Barreto et al., 2003). Fiir AID-3xNLS miisste dies jedoch erst
noch in E. coli getestet werden. Gemill dieser Interpretation wiirde AID durch die
Manipulation eine aktivere Konformation einnehmen, die dann auch in Nalm-6
Hypermutation induzieren kann. Um diese Theorie zu iiberpriifen, miisste man wt AID aus
Nalm-6 und z. B. BL70 isolieren bzw. sogar aufreinigen und in einem in vitro
Desaminierungsexperiment seine Aktivitit unmittelbar vergleichen.

Die zweite Erklarung wire, dass wt AID in Nalm-6 wesentlich substratspezifischer ist als in

anderen, evtl. bereits deregulierten Lymphom-Zelllinien (Abb. 35B). Danach wire wt AID
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zwar prinzipiell in der Lage, geeignete Substrate zu hypermutieren, aufgrund der
spezifischeren Anforderungen wird das artifizielle GFP-Reporterkonstrukt trotz Ig-Enhancer
aber nicht erkannt. Akzeptiert man diese Theorie, dann muss man fiir diese verbesserte
Substraterkennung einen trans-Faktor postulieren, der diese Spezifitit in Nalm-6 bewirkt.
Dieser Spezifititsfaktor wire dagegen nicht mehr in der Lage, die Kernlokalisationsmutanten
oder mit ihnen das Substrat ordnungsgemil zu binden, so dass diese AID-Proteine
,sunspezifisch® das GFP-Reporterkonstrukt hypermutieren konnen. Gegen diese Theorie
spricht die Wahrscheinlichkeit, denn wie wahrscheinlich ist es, dass gerade eine pri-B-Zelle
einen spezifischen Faktor fiir Somatische Hypermutation exprimiert, der eigentlich erst in
einer spateren Entwicklungsphase der B-Zelle bendtigt wird? Neuesten Ergebnissen zufolge,
kann AID aber auch schon in unreifen B-Zellen im Knochenmark exprimiert werden (Mao et
al., 2004). Um diese Theorie zu iiberpriifen, miisste man die Komplexzusammensetzung von
nukledrem wt AID bzw. AID-3xNLS in Nalm-6 und z. B. BL70 Zellen vergleichen.
Alternativ  konnte man versuchen, Nalm-6 mit anderen, evtl. physiologischeren
Hypermutationsreportern zu transfizieren oder aber die Transkription der endogenen Loci
durch artifizielle Stimuli zu verstéirken.

Eine dritte, sehr dhnliche Erkldrung fiir den ,Hypermutationsblock® in Nalm-6 bedarf
ebenfalls eines weiteren trans-Faktors. Im Prinzip wére es moglich, dass Nalm-6 einen
Inhibitor exprimiert, der AID entweder im Zytoplasma zuriickhilt oder aber zumindest vom
Substrat fernhilt (Abb. 35C). Ein derartiger Schutzmechanismus in B-Zellen war bereits von
Okazaki et al. postuliert worden (Okazaki et al., 2003). In einem solchen Modell, das der
Regulation von NF«B iiber IxB éhnelt, bediirfte AID oder der Inhibitor eines spezifischen
Signals von auflen, bevor AID freigesetzt werden kann. AIDANES und AID-3xNLS wiirden
demnach wie im vorherigen Fall nicht mehr gebunden werden und kénnen so regulir das
GFP-Substrat hypermutieren. Im Prinzip kdnnte auch in BL2 (Faili et al., 2002b), wie bereits
angedeutet, ein solcher Inhibitor vorhanden sein, bis das Rezeptorsignal von auflen kommt
und AID aktiviert wird. Auch diese Frage ldsst sich am besten iiber die Analyse von
Komplexzusammensetzungen kldren. Alternativ konnte es sein, dass der C-terminale Bereich
von AID fiir die Bindung des Inhibitors notwendig ist, die bei AIDANES verloren geht (und
im Falle von 3xNLS strukturell nicht mehr moglich ist). Experimentell konnte man
versuchen, ein C-terminales Fragment von AID zu iiberexprimieren, dadurch evtl. den
Inhibitor ,,weg zu titrieren und wt AID freizusetzen, so dass es wieder sein Substrat

hypermutieren kann.
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Eine vierte Erkldrung fiir den Phénotyp in Nalm-6 stiitzt sich auf den Befund, dass es zwei
Kernlokalisationsmutanten von AID sind, die Hypermutation in Nalm-6 zu induzieren
vermdgen. Bemerkenswert ist, dass die induzierte Hypermutationsaktivitidt der AID-3xNLS-
Mutante bzgl. Reversionsfrequenz und durchschnittlicher Anzahl an Revertanten pro Klon in
18-81 und Nalm-6 quasi identisch ist (siche Tabelle 2). Es konnte sich also in Nalm-6
konsequenterweise auch um ein generelles Importproblem von AID handeln, gesetzt den Fall,
dass AID doch aktiv in den Kern transportiert wird (Abb. 35D). Auch APOBEC-1 lokalisiert
erst nach Co-Expression mit ACF im Zellkern (Blanc et al., 2001). Demnach wiirde AID
normalerweise liber ein Importin und/oder einen anderen Shuttling-Faktor aktiv in den Kern
importiert und ,spéter tlber Exportin-1 (CRMI1) wieder exportiert. Dieses fiir den
Kernimport von AID zusténdige Protein miisste relativ ubiquitér exprimiert werden, weil wt
AID in den meisten experimentell analysierten Zellen hypermutierend wirkt, wohingegen
dieses Protein in Nalm-6 Zellen fehlt. Der Wegfall des aktiven Imports wiirde das
Gleichgewicht der AID-Lokalisation noch mehr auf die zytoplasmatische Seite verschieben.
AID konnte dann den Zellkern bzw. die DNS nur noch iiber Diffusion erreichen. Die
Tatsache, das in Nalm-6 die AID-3xNLS-Mutante stirker hypermutiert als die AIDANES
Mutante wére dann Ausdruck dessen, dass es wichtiger ist, aktiv in den Zellkern transportiert
zu werden, als ,,passiv* dort ldnger verweilen zu konnen (weil der aktive Export entfillt). Die
AID-3xNLS-Mutante wiirde sich demnach eines anderen Importwegs bedienen (ndmlich iiber
Importin o) und so den Ausfall des postulierten AID-Importweges kompensieren. Das
einfachste Experiment um diese Theorie zu iliberpriifen, wire die gezielte Inaktivierung der
drei SV40 NLS-Sequenzen durch Punktmutationen. Sollte eine derartige, strukturell
identische aber funktionell inaktive AID-3xNLS-Mutante nicht mehr den gleichen Phénotyp
zeigen, so bietet sich eine Uberpriifung der Funktionalitit verschiedener Importwege bzw.
Signalsequenzen in Nalm-6 Zellen an. Auch mit dieser Theorie ldsst sich der Phénotyp in
BL2 erkldren (Faili et al., 2002b), wonach nach Rezeptorstimulation die Expression eines
Importins oder Shuttling-Faktors angeregt wird, der anschlieBend den Transport von AID
ibernimmt. Diese Theorie wiirde auch elegant erkldren, warum fiir Somatische
Hypermutation de novo Proteinbiosynthese notwendig ist, obwohl AID bereits exprimiert
wird (Doi et al., 2003; Begum et al., 2004; Nagaoka et al., 2005). Demnach wire es ndmlich

der Shuttling-Faktor, der neu synthetisiert werden miisste.
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Nalm-6 18-81

A)

Inaktives
AID

B)

Erhdhte
Spezifitat

C)
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D)
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; Induktion Somatischer Hypermutation

Abb. 35 Vier Modelle, um das Fehlen einer nachweisbaren Mutationsaktivitit in Nalm-6 zu erkléiren.

(A) wt AID liegt in Nalm-6 Zellen in einer inaktiven Konformation vor, die keine Hypermutation induzieren
kann. Diese inaktive Konformation wird in anderen Zellen, z. B. 18-81, durch ein aktivierendes Signal
aufgehoben und AID kann Hypermutation induzieren. (B) In Nalm-6 Zellen wird ein Spezifititsfaktor
exprimiert, der die Substratspezifitit von wt AID erhoht. Aufgrund der gestiegenen Anforderungen erkennt wt
AID das artifizielle GFP-Reporterkonstrukt nicht mehr und kann auf diesem keine Hypermutation induzieren. In
evtl. bereits deregulierten Lymphom-Zelllinien, wie z. B. 18-81, wird dieser Spezifitdtsfaktor nicht exprimiert,
weshalb wt AID weniger substratspezifisch ist und auch das GFP-Reporterkonstrukt hypermutiert. (C) Nalm-6
Zellen exprimieren einen Inhibitor, der entweder wt AID im Zytoplasma zuriickhélt oder aber im Zellkern eine
Bindung an die DNS verhindert. In anderen Zelllinien (wie 18-81) wird dieser Inhibitor nicht exprimiert und wt
AID hat freien Zugang zu seinem Substrat. Es kommt zur Induktion von Hypermutation. (D) wt AID bedarf des
aktiven Imports in den Zellkern iiber einen Transportfaktor (Shuttle). In Nalm-6 Zellen ist dieser Import gestort.
Das fiithrt zum Fehlen einer nachweisbaren Mutationsaktivitit. In konstitutiv hypermutierenden Zelllinien wie
18-81 wird dagegen dieser Transportfaktor exprimiert, und AID gelangt effizient zu seinem Substrat in den

Zellkern, was zur Induktion von SHM fiihrt.
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Die oben diskutierten Erklarungsansidtze, warum wt AID keine Hypermutation in Nalm-6
Zellen auslésen kann, schliessen sich nicht gegenseitig aus. Es ist durchaus denkbar, dass sich
in der Realitdt einzelne Facetten dieser Modelle {iberschneiden.

Im Allgemeinen erscheint es sehr plausibel, dass unter physiologischen Bedingungen AID-
Aktivitdt durch trans-Faktoren streng reguliert wird. Ein derartiger ,,AIDosome*-Komplex
wire theoretisch dazu notwendig, den im Prinzip schidlichen mutagenen Einfluss von AID zu
kontrollieren. Ich konnte in Gelfiltrationsexperimenten zeigen, das AID vermutlich in groflen
Komplexen in der Zelle vorliegt. Chaudhuri et al. berichteten ebenfalls, dass AID grofie
Komplexe formiert (Chaudhuri et al., 2003). Es wird ganz klar eine Herausforderung in der
Zukunft sein, dieses ,,AlDosome” zu entschliisseln und die beteiligten Proteine zu

identifizieren.

4.4 Blick in die Zukunft

Mit unserem Verstindnis fiir den mechanistischen Ablauf von Somatischer Hypermutation
befinden wir uns noch ganz am Anfang. Es gibt eine beachtliche Anzahl an unterschiedlichen
Hyper-IgM-Patienten, bei denen nur zum Teil geklért ist, was die Ursache der Erkrankung ist
(fiir einen Uberblick siehe Durandy et al., 2003). Da die Krankheit sehr selten ist (1/500000),
ist die Zahl der beschriebenen Patienten noch sehr iiberschaubar. Klar definiert sind Defekte
in den Genen fir CD40, CD40-Ligand, AID und UDG als Ursache fiir Hyper-IgM-
Erkrankungen. Die ersten zwei Defekte betreffen die Signalkaskade zur Initiation von SHM,
die letzteren die eigentliche Prozessierung. Es wird von zentraler Bedeutung sein, weiterhin
Hyper-IgM-Patienten detailliert zu charakterisieren um dadurch moglicherweise weitere
Schliisselproteine fiir Somatische Hypermutation und Klassenwechsel zu identifizieren.

Ein weiterer wichtiger Schritt wird sein, exakt zu diskriminieren, wann man von aberranter
SHM (ASHM) und wann man von physiologischer SHM sprechen kann und welche
Determinanten die eine oder die andere Aktivitit verursachen. Die Zahl der durch ASHM
bewirkten malignen Erkrankungen ldsst sich bis dato nicht definieren. Es erscheint jedoch
sehr wahrscheinlich, dass AID fiir die myc-Translokation in den Immunglobulin-Locus in
Burkitt-Lymphomen verantwortlich ist (Ramiro et al., 2004). Wihrend in der westlichen
Hemisphére Burkitt-Lymphome relativ selten sind, treten sie in Afrika und Papua Neu-Guinea
mit einer Frequenz von bis zu 1/10000 auf (endemische Burkitt-Lymphome). Aullerdem gibt

es auch HIV-assoziierte Burkitt-Lymphome. Es wird eine Herausforderung sein,
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herauszufinden, wie es zu diesen verschiedenen Formen von Burkitt-Lymphomen kommt und
inwieweit dabei AID aktiviert und dereguliert wird.

Die Expression von AID in zahlreichen anderen Lymphomen (Greeve et al., 2003; Smit et al.,
2003; Babbage et al., 2004; Hardianti et al., 2004a; Hardianti et al., 2004b; Bodor et al., 2005;
Greiner et al., 2005; Hardianti et al., 2005) und die Hypermutation von Proto-Onkogen durch
ASHM (Pasqualucci et al., 2001) legt die Vermutung nahe, dass noch weitere Lymphom-
Typen in AID-abhingiger Weise entstehen konnten. Wiahrend man sich in der Vergangenheit
stark auf die Beschreibung dieser Phénotypen beschrinkt hat, wird man in Zukunft Modelle
entwickeln miissen, die eine exaktere Beurteilung des Einflusses von AID auf die
Lymphomagenese erlauben. In Anbetracht der Tatsache, dass AID-Expression nicht
zwangsliufig Hypermutation induziert - wie ich mit der Nalm-6 Zelllinie zeigen konnte -
muss man allerdings ehrlicherweise eingestehen, dass das onkogene Potenzial von AID
moglicherweise nicht so grof} ist wie anfanglich vermutet. Auch die Tatsache, dass Méuse, die
AID ubiquitdr Ulberexprimieren, erst vergleichsweise spdt (nach Monaten bis Jahren)
Lymphome entwickeln (Okazaki et al., 2003), relativiert die von AID-Expression ausgehende
Gefahr.

In letzter Zeit hdufen sich die Berichte, dass AID nach viraler Infektion von B-Zellen
exprimiert wird (Kirberg et al., 2005; Machida et al., 2005; Yang et al., 2005), eventuell durch
die Stimulation der Toll-Like-Rezeptoren (Yang et al., 2005). Diese Beobachtung erinnert
stark an eine andere Familie von Cytidin-Deaminasen: die APOBEC-3 Familie. Diese
Cytidin-Deaminasen konnen virale Replikation inhibieren (Sheehy et al., 2002), indem sie
Cytidine (Harris et al., 2002) wihrend der Erststrangsynthese der ¢cDNS im Laufe der
retroviralen Replikation desaminieren (Harris et al., 2003; Lecossier et al., 2003; Zhang et al.,
2003; Harris & Liddament, 2004). Es wére also durchaus moglich, dass AID neben seinen
Funktionen in SHM und CSR auch noch antivirale Funktionen hat.

Ein weiterer Hinweis auf ein noch breiteres Aufgabenfeld von AID ist die Beobachtung von
Morgan et al. (2004). Die Autoren beschrieben, dass AID auch methylierte Cytidine in CpG-
Inseln desaminieren kann. Diese in Zellen sehr hdufige Mutation wurde bislang nur spontanen
Reaktionsablaufen zugeordnet. Das bedeutet, dass AID eventuell indirekt fiir
Demethylierungen der DNS verantwortlich sein konnte, indem methylierte Cytidine iiber AID
und anschlieBende Prozessierung entfernt und gegen nicht-methylierte Nukleotide
ausgetauscht werden. Die Autoren beobachteten weiterhin, dass AID auch in Oozyten,
embryonalen Keimzellen und embryonalen Stammzellen exprimiert wird. Das AID-Gen liegt

in einer Gruppe von Genen, die fiir epigenetische Neuprogrammierung bendtigt und ebenfalls

73



Diskussion

in diesen Zellstadien exprimiert werden. Deshalb spekulieren Morgan et al. (2004), dass AID
auch in epigenetische Umprogrammierungen im Laufe von Zelldifferenzierungsprozessen
involviert sein konnte.

Zusammenfassend ldsst sich mit Sicherheit festhalten, dass AID in Zukunft noch mehr
wissenschaftliches Interesse gewidmet werden wird als bislang, weil man erst jetzt die

Bedeutung von DNS-Desaminierung fiir zelluldre Prozesse zu verstehen beginnt.
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5 Material

5.1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

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

5.2 Verwendete Kits

ECL Kit (Amersham Biosciences, Freiburg); FastStart DNA Master SYBR Green I 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); Random Primed DNA
labelling Kit (Roche Applied Science, Mannheim), RNeasy Kit (Qiagen, Hilden).

5.3 Bakterien

Fiir Klonierungen wurde der Escherichia coli -Stamm DH5a verwendet.

Genotyp: F', endA1, hsdrl7, (i, my), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, RelAl, 80dlacZ, A M15.
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5.4 Zelllinien

Name Beschreibung/Bezugsquelle/Referenz

Humane Burkitt-Lymphom (BL) Zelllinie, von G.W. Bornkamm (GSF,

BL70

Miinchen) zur Verfiigung gestellt (Cohen et al., 1987).

Humane, EBV-positive BL-Zellinie, von G.W. Bornkamm (GSF, Miinchen)
Mutu IIT

zur Verfiigung gestellt (Rowe et al., 1987).

Humane préa-B-Zelllinie, von M. Cella (Washington University School of
Nalm-6

Medicine, St. Louis, USA) zur Verfligung gestellt (Hurwitz et al., 1979).
Raji EBV-positive BL-Zellinie, von ATCC (USA) bezogen (Pulvertaft, 1964).

Abelson-Virus transfomierte Maus prd B-Zelle, von J. Bachl (GSF, Miinchen)
18-81

zur Verfiigung gestellt (Siden et al., 1979).

Rattenfibroblasten-Zelllinie, von D. Eick (GSF, Miinchen) zur Verfligung
TGR-1

gestellt (Prouty et al., 1993).

5.5 Radioaktive Isotope
[a-*P]-dCTP 3000Ci/mmol wurde von der Firma Amersham Biosciences (Freiburg) bezogen.

Tran>>S-Label wurde von MP Biomedicals (Eschwege) bezogen.

5.6 Enzyme

Restriktionsenzyme sowie dazugehorigen Reaktionspuffer (10x) wurden von MBI-Fermentas
(St.Leon-Rot), NEB (Schwalbach) und Roche Applied Science (Mannheim) bezogen.
T4-DNA-Ligase, T4-DNA-Polymerase, Klenow-Polymerase, Alkalische Phosphatase sowie

die dazugehorigen Puffer kamen von Roche Applied Science (Mannheim).
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Tag-Polymerase und Puffer wurde von Roche Applied Science (Mannheim) und Qiagen
(Hilden) bezogen.
TurboPfu-Polymerase wurde von Stratagen (Amsterdam, Niederlande) erstanden.

Reverse Transkriptase (Superscript II) wurde von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

5.7 Datenverarbeitung

Folgende Software wurde benutzt:
Adobe Photoshop 7.0; BD CellQuest Pro; MS Office; Mac:Vektor™ 7.2; Openlab 3.1.2
Fir die Strukturanalyse der aidNLS-Protein Fusion wurde der PredictProtein-Server

verwendet: http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/

5.8 Antikorper

Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
Primdrantikérper
anti-AID 5C7 Ratte 1:10 E. Kremmer, GSF Miinchen
anti-AID 5G9 Ratte 1:10 E. Kremmer, GSF Miinchen
anti-AID 2HS Ratte 1:10 E. Kremmer, GSF Miinchen
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
anti-Aktin (sc8432) Maus 1:400
USA)
anti-GAPDH (ab9485-100) Kaninchen 1:2000 Abcam/ Biozol, Eching
) Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
anti-GFP (sc8334) Kaninchen 1:500
USA)
anti-HA (3F10) Ratte 1:10 Roche Applied Science (Mannheim)
anti-K4(CHj;)-Histon H3 Ratte 1:10 M. Meisterernst, GSF Miinchen
anti-NGFR Maus 1:10 E. Kremmer, GSF Miinchen
anti-RPA (RBF-4E4) Ratte 1:10 E. Kremmer, GSF Miinchen
Sekunddrantikorper
] Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
anti-Ratte IgG HRP (sc2006) Ziege 1:2000
USA)
anti-Maus IgG HRP (W402B) Kaninchen 1:5000 Promega (Mannheim)
anti-Ratte IgG Cy3 Ziege 1:1000 Dianova (Hamburg)
anti-Maus IgG PE Ziege 1:1000 Dianova (Hamburg)
anti-Kaninchen HRP Esel 1:10000 Promega (Mannheim)
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5.9 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech (Ebersberg) oder Metabion
(Martinsried) hergestellt.

Oligo-Name  Sequenz (5'> 3')

AID §' RM GGCCAAGGGACGGCATGAGACC

AID 3' RM GCGGTGCAGTCTCCGCAGCC

Aldolase 5' AGCTGTCTGACATCGCTCACCG

Aldolase 3' CACATACTGGCAGCGCTTCAAG

FROSA GTCCGCTGGGCTAAGGGTTGGCGTGAGACCTACCTGTG
FRO8B CACAGGTAGGTCTCACGCCAACCCTTAGCCCAGCGGAC
FR10 CCTCTAATACAGGGGCAAAAGGATGC

FR17 GGACACCACTATGGACAGCCTCTTG

FR18 GGAAGTTGCTATCAAAGTCCTAAAGTACG

FR19 TGTGTGCTTCTGCAACCTTAAAGCAC

FR20 TGGAAGCTGCTTGAAGACTTCTTGG

FR21 CTGTGCCCTTACCCGCTATGATG

FR22 GAATGATTCCAGAGACGTGGTTGC

FR31 ACTCCCCGCTGAGGTGCTTC

FR32 CTGGGGTGCCTGAGGAAAGC

FR45 CTTCGGCCAGTAACGTTAGG

FR46 GGTGGCGACCGGTGGATCAAGTCCTAAAGTACG

FR47 GGTGGCGACCGGTGGATCATACAGGGGCAAAAGGATGC
FR49 GGAGGAGGTACCGCCACCATGGAATATCCTTATGACG
FRS52 AGGAGGACGGCAACATCCTG

FRS3 TCGTTGGGGTCTTTGCTCAG

FRS7 GGAGGAGAATTCGCCACCATGCTGTATGAGGTTGATGACTTAC
FRS8 GGAGGAGAATTCGCCACCATGGACAGCCTCTTGATGAAC
FRS59 GGAGGAACCGGTACTGTCACGCCTCTTCACTAC

FR63 GGAGGAACCGGTCGCGACACCATGGTGAGCAAGGGC
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Oligo-Name  Sequenz (5'> 3')

Linker-Oligo
pCR-Flopo-N

AATTCTCGCGAG

MS70 CTCCTTCTCCAACGCT

MS70(right) TGGAAGTGTCACTGGCATGT

YFP#3TAG
GGACGACGGCAACTAGTATACCCGCGCCGAGG
Mutagenese
5> EGFP GTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGAC
3’ EGFP GTGATCGCGCTTCTCGTTGGGGTC

5’hnAID-HA GGGGGGGAATTCACCATGGAATATCCTTATGACGTTCCTGACTATGCCGACAGCCTC
(B.B.) TTGATGAACCGGAGG

5/°nls HA Primer GCCACCATGGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAATATCCTTATGACGTTCCTGAC

5/primer hnAID-
| CGACGTGGCCACCATGGAATATCC
nls

3/’hnAID-nls GCACAGTCGAGGCTGATCAGCGAG

3' IRES AID CCTCGACTGCAGAATTCGCCCTTGGAAGTT
5'bos junction GTCGTGAGGAATTGCTACCGGACTCAG

3' Zeta AGTGAACATCCTTGACTCG

5' Zeta CAGCATGTTGCAGTCATCCTC
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6 Methoden

6.1 Standardmethoden

Standardmethoden molekularbiologischer Laboratorien, die hier nicht weiter erldutert werden,
wurden wie bei (Ausubel et al., 1995) oder (Sambrook & Russel, 2001) beschrieben
durchgefiihrt. Bei kommerziellen Produkten wurde gemdB3 den Herstellerangaben

vorgegangen.

6.2 Klonierung von Expressionsvektoren

Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle PCR-Reaktionen mit Pfu-Polymerase nach
Angaben des Herstellers in einem PCR-Thermalcycler PTC 200 (MJ Research; Biorad,
Miinchen) durchgefiihrt. Als Standardprogramm wurde iiber 35 Zyklen amplifiziert, wobei
jeder Zyklus 45 s bei 94 °C, 30 s bei 57 °C und 2 min bei 72 °C umfasste. Alle PCR Produkte
wurden nach Subklonierung in pCR-Topo (Invitrogen, Karlsruhe) sequenziert. Diese

Sequenzierungen wurden von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgefiihrt.

6.2.1 Reporterkonstrukte

pIl-GFPstop
Das Plasmid pI-GFPstop wurde bereits beschrieben (Bachl et al., 2001).

ptk-GFPstop
Das Plasmid ptk-GFPstop wurde ebenfalls beschrieben, allerdings unter dem Namen pE
(Bachl & Olsson, 1999).

pth-GFP

Das Plasmid wurde von J. Bachl (GSF, Miinchen) zur Verfiigung gestellt (GFP ohne Stopp-
Kodon).
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ptk-YFPstop

Zur Herstellung des Plasmids ptk-YFPstop wurde das Agel-SspBI Fragment aus dem Plasmid
pE (Bachl & Olsson, 1999) durch ein Agel — SspBI Fragment aus dem Plasmid pcDNA-EYFP
(zur Verfiigung gestellt von J. Bachl, GSF, Miinchen) ersetzt, das den kodierenden Bereich
fiir YFP enthélt. Das vorzeitige Stopp-Kodon wurde an Aminosédureposition 107 in das
EYFP-Gen durch Oligonukleotid-gerichtete in vitro Mutagenese, wie in (Sambrook & Russel,
2001) beschrieben, tiber das Oligonukleotid ,,YFP#3TAG Mutagenese* eingefiihrt.

ptk-GFPstop NGFR

Fiir das Konstrukt ptk-GFPstop NGFR wurde aus dem Vektor pMC35a (zur Verfiigung
gestellt von M. Conrad, GSF, Miinchen) die SV40 Promotor-IRES-ngfr Kassette mit
Bglll/Bst11071 ausgeschnitten, die Enden mit Klenow-Polymerase gegléttet und in den mit
Smal gedftneten Vektor BS/KS+ Van (3#TAG) (J. Bachl, GSF Miinchen) ligiert. Die IRES
wurde dann iiber Smal/Eco47111 entfernt und der Vektor religiert.

6.2.2 AID-Expressionsvektoren

pAID-ngfr

Um den Vektor pAID-ngfr herzustellen, wurde der kodierende Bereich fiir humanes AID
(hnAID) mittels PCR amplifiziert. Die dazu notwendige cDNS wurde aus der humanen
Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji gewonnen. Als Primer wurden benutzt: 5’hnAID-HA (B.B.)
und FR18. Der 5’-Primer fiihrt eine Hamagglutinin-Epitopmarkierung in das Leseraster
unmittelbar 5’ vom kodierenden Bereich fiir AID ein. Das PCR-Produkt wurde in den pCR-
Topo-Vektor kloniert und sequenziert (im folgenden pCR-HAhnAID). Das HA-markierte
humane AID wurde dann als EcoRI-Fragment ausgeschnitten und in die EcoRI-Schnittstelle
des Vektors pExp (J. Bachl, GSF, Miinchen) ligiert, wodurch das AID-Gen unter die
Kontrolle des bos-Promotors gebracht wurde. Die IRES-ngfr Kassette wurde als Xhol
Fragment aus dem Plasmid pMC35a (zur Verfiigung gestellt von M. Conrad, GSF, Miinchen)
herausgeschnitten und in die Sa/l Schnittstelle 3’ neben dem HA-markierten AID-Gen in den

Vektor pExp eingefligt.

pCAGGS HAhnAID
Der Vektor pCAGGS-IRES-PURO (von J. Bachl, GSF, Miinchen) hat eine FEcoRI

Schnittstelle, um tiber diese Transgene unter die Kontrolle des 3-Aktin-Promotors des Huhns
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bringen zu kénnen. Um den Vektor pCAGGS HAhnAID herzustellen, wurde der oben
beschriebene Vektor pPCRHAhnAID mit EcoRI geschnitten und das HAhnAID Fragment
isoliert. Dann wurde der fiir AID aus der Maus kodierende Vektor pCAGGS moAID (J.
Bachl, GSF, Miinchen) mit EcoRI gedffnet, das Maus-Transgen verworfen und das Riickgrat
des Vektors mit dem HAhnAID-Fragment iiber die EcoRI Schnittstellen ligiert.

pCAGGS Leervektor
Um den Leervektor herzustellen, wurde pCAGGS HAhnAID mit EcoRI geschnitten, das
HAhnAID Fragment entfernt und das Vektorriickgrat iiber die EcoRI-Schnittstelle religiert.

pCAGGS HAhnAIDbix

Uber in vitro Mutagenese doppelstringiger DNS-Substrate und Dpnl-Restriktion (Ansaldi et
al., 1996; Sambrook & Russel, 2001) wurde mit den Oligonukleotiden FROSA und FRO8B
das Plasmid pCR-HAhnAIDbix hergestellt. Diese Oligonukleotide flihren die Mutation
70C>T in den kodierenden Bereich von aicda ein bzw. filhren zum AS-Austausch R24W in
AID. Der Vektor pCR-HAhnAIDbix wurde nach Sequenzierung mit EcoRI geschnitten und
das HAhnAIDbix Fragment in den ebenfalls mit EcoRl gedffneten pCAGGS Leervektor
kloniert.

pCAGGS NLS-HAhnAID

Mit dem 5/°nls HA Primer und dem Oligo FR18 wurde mittels PCR auf dem Vektor pCR-
HAhnAID ein fiir NLS-HAhnAID kodierendes PCR-Produkt hergestellt. Der 5/°nls HA
Primer fiihrt eine starke Kozak-Sequenz und ein ATG-Start-Kodon ein. Der resultierende
Vektor pCR-NLS-HAhnAID wurde mit EcoRI geschnitten und das NLS-HAhnAID Fragment
in den ebenfalls mit EcoRI gedffneten pPCAGGS Leervektor kloniert.

pCAGGS NLS-HAhnAIDbix

Uber in vitro Mutagenese doppelstringiger DNS-Substrate und Dpnl-Restriktion (Ansaldi et
al., 1996; Sambrook & Russel, 2001) wurde mit den Oligonukleotiden FROSA und FRO8B
(s.0.) das Plasmid pCR-NLS-HAhnAIDbix hergestellt (siche pCAGGS HahnAIDbix). Der
Vektor pCR-NLS-HAhnAIDbix wurde nach Sequenzierung mit EcoRI geschnitten und das
HAhnAIDbix Fragment in den ebenfalls mit EcoRI gedftneten pPCAGGS Leervektor kloniert.
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pCAGGS HAhnAID-3xNLS

Fiir diese Fusion wurde der Vektor pCR-HAhnAIDnoStop (Jiirgen Bachl, GSF Miinchen)
verwendet. In diesem Vektor fehlt im kodierenden Bereich von HA-AID das Stopp-Kodon,
wodurch er sich fiir Genfusionen an den C-Terminus von AID anbietet. Das Fragment fiir
HA-AID ohne Stopp wurde mit Ncol und Notl ausgeschnitten und in den ebenso gedffneten
pCMV/myc/nuc-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert. Mit den Oligonukleotiden 5/°primer
hnAID-nls und 3/’hnAID-nls wurde dann der fiir HA-AID-3xNLS kodierende Bereich auf
pCMV hnAID-3xNLS amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in pCR-Topo kloniert und iiber
die so 5’ und 3’ erworbenen EcoRI-Schnittstellen in den mit EcoRl gedffneten pCAGGS

Leervektor kloniert.

pCAGGS HAhnAIDbix-3xNLS

Uber in vitro Mutagenese doppelstringiger DNS-Substrate und Dpnl-Restriktion (Ansaldi et
al., 1996; Sambrook & Russel, 2001) wurde mit den Oligonukleotiden FROSA und FRO8B
pCAGGS HAhnAIDbix-3xNLS hergestellt. Der Vektor wurde nach Sequenzierung des AID
Fragments mit EcoRI geschnitten und das HAhnAIDbix-3xNLS Fragment in den ebenfalls
mit EcoRI gedftneten pCAGGS Leervektor kloniert.

pCAGGS HAhnAIDANES

Mit den Oligonukleotiden 5’hnAID-HA (B.B.) und FR10 wurde mittels PCR auf dem
Plasmid pCR HAhnAID das HAhnAIDANES Fragment amplifiziert und in den pCR-Topo-
Vektor kloniert. FR10 eliminiert die letzten 45 nt von AID und fiihrt ein Stopp-Kodon ein.
Der Vektor pCR-HAhnAIDANES wurde mit EcoRl geschnitten und das HAhnAIDANES
Fragment in den ebenfalls mit EcoRI gedffneten pPCAGGS Leervektor kloniert.

pCAGGS Nru 1

Um den Vektor pCAGGS Nrul herzustellen, wurde der pCAGGS Leervektor mit EcoRI
gedffnet und mit dem EcoRI-geschnittenen, palindromen Linker-Oligo pCR-Flopo-N religiert.
Dadurch wird zwischen den EcoRI-Schnittstellen eine Nrul Schnittstelle eingefiihrt.

pCAGGS HAhnAID-EGFP
Mit den Oligonukleotiden FR49 und FR46 wurde eine PCR auf pCAGGS HAhnAID
durchgefiihrt. Die Oligonukleotide fithren 5’ von der HA-Markierung eine Asp718I-

Schnittstelle sowie eine Kozaksequenz ein und auf der 3’ Seite von AID eliminieren sie das
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Stopp-Kodon und fithren zwei AS als Linker vor einer Agel-Schnittstelle ein. Das
amplifizierte Fragment wurde mit Asp7181 und Agel geschnitten und in den analog ge6ffneten
p-EGFP-N1 Vektor (BD Biosciences, Heidelberg) eingefiigt. Dadurch entsteht ein
fusionierter kodierender Bereich fiir AID und EGFP unter Kontrolle des CMV-Promotors.
Aus diesem Vektor pHAhnAID-EGFP-N1 wurde iiber EcoRI und Nofl das HAhnAID-EGFP
Fragment ausgeschnitten. Die iliberhdngenden Enden wurde durch Auffiillen via Klenow-
Polymerase geglittet und das resultierende Fragment in den mit Nrul gedffnet Plasmid
pCAGGS Nrul ligiert. Der resultierende Vektor wurde erneut mit EcoRI gedffnet und das
nun EcoRI-flankierte HAhnAID-EGFP Fragment in den mit EcoRl gedffneten pCAGGS

Leervektor kloniert.

pCAGGS HAhnAIDANES-EGFP
Dieser Vektor wurde analog wie pCAGGS HAhnAID-EGFP hergestellt. Oligonukleotide:
FR49 und FR47. PCR-Substrat: pCAGGS HAhnAIDANES

pCAGGS aidNLS-EGFP

Um den Vektor pCAGGS aidNLS-EGFP herzustellen, wurden die ersten 114 nt von AID mit
den Oligonukleotiden FR58 und FR59 amplifiziert und in pCR-Topo kloniert (pCR aidNLS).
Als PCR-Substrat fungierte der Vektor pCR-HAhnAID. Durch die PCR ging die HA-
Epitopmarkierung verloren, wurde eine Kozak-Sequenz vor AID etabliert und eine
flankierende EcoRl bzw. Agel Schnittstelle eingefiihrt. Um aidNLS und EGFP ins gleiche
Leseraster zu bringen, sind zwei weitere Schritte notwendig gewesen. Zuerst wurde der
Vektor pPCAGGS HAhnAID-EGFP mit EcoRl/Agel geschnitten, und das fiir GFP kodierende
Agel/EcoRI-Fragment wurde zusammen mit dem EcoRl/Agel-Fragment aus pCR aidNLS in
einer Dreifach-Ligation in den mit EcoRI gedffneten pPCAGGS Leervektor kloniert (pCAGGS
aidNLS # EGFP). Dann wurde mit den Oligonukleotiden FR63 und FR45 GFP von diesem
Vektor amplifiziert. Die Oligos flihren eine Agel sowie eine SspBI Schnittstelle ein und
bringen GFP in das richtige Leseraster. PCR Fragment und Vektor wurden Agel und SspBI
geschnitten und das GFP des Vektors im falschen Leserahmen durch das im richtigen (PCR-
Fragment) iiber diese Schnittstellen ersetzt, wodurch der Vektor pCAGGS aidNLS-EGFP
entsteht.
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pCAGGS aidNES-EGFP

Fiir dieses Plasmid wurden die letzten 48 nt von AID und EGFP mit den Oligonukleotiden
FR57 und FR45 von pCAGGS HAhnAID-EGFP amplifiziert und in pCR-Topo kloniert.
Durch FR57 werden ein initiales ATG und eine EcoRI Schnittstelle 5° eingefiihrt. FR45
bindet 3’ von HAhnAID-EGFP und EcoRI-Schnittstelle. Das aidNES-EGFP Fragment wurde
aus pCR aidNES-EGFP iiber EcoRl ausgeschnitten und in den iiber EcoRIl gedffneten
pCAGGS Leervektor kloniert.

6.3 Zellkultur

Medien und Zusdtze wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Die Firmen Biochrom
(Berlin) und PAA (Pasching, Osterreich) lieferten das fotale Kélberserum (FKS).

Die Maus pra-B Zelllinie 18-81 wurde in RPMI Medium mit 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 1
mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penizillin, 100 pg/ml Streptomyzin und 50 mM 8-
Mercaptoethanol kultiviert. Stabile Transfektionsklone mit pI-GFPstop wurden zusatzlich in
Gegenwart von 400 pg/ml G418 kultiviert, um den Verlust des Reporter-Transgens zu
verhindern. Stabile Transfektionsklone von 18-81 mit pCAGGS- oder ptk-Vektoren wurden
in Gegenwart von 1.25 pg/ml Puromycin kultiviert.

Die pri-B-Zelllinie Nalm-6 und die Burkitt-Lymphom Zelllinien BL70, Mutu III und Raji
wurden in RPMI Medium mit 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Stabile Transfektionsklone mit
pCAGGS- oder ptk-Vektoren wurden in Gegenwart von 0.4 pg/ml Puromycin kultiviert.

Fiir einige Experimente wurden Nalm-6 oder BL70 Transfektionsklone zusdtzlich mit 1 mM
Thymidin und 0.1 mM Cytidin kultiviert.

Die Rattenfibroblastenzelllinie TGR-1 wurde in D-MEM Medium mit 10% FKS, 2 mM L-
Glutamin, 100 U/ml Penizillin und 100 pg/ml Streptomyzin kultiviert. Stabile
Transfektionsklone mit pCAGGS- oder ptk-Vektoren wurden in Gegenwart von 1.0 pg/ml
Puromycin kultiviert.

Fiir die Leptomycin B-Experimente wurden die TGR-1 Zellen fiir 6 h in Gegenwart von 20
ng/ml Leptomycin B im Medium kultiviert.

85



Methoden

6.4 Transfektionen

Fiir die Etablierung stabiler Transfektionsklone wurden Zellen der Zelllinien 18-81, Nalm-6
und BL70 mit 250 V und 850 pF elektroporiert. TGR-1 Zellen wurden mit 230 V und 1000
uF elektroporiert. Fiir transiente Transfektionen wurden TGR-1 mit Kalziumphosphat
(Sambrook & Russel, 2001) oder mit Polyfect (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers

transfiziert.

6.5 Waestern-Blot-Analyse

Fiir Western-Blot-Analysen wurden ca. 1 x 10° Zellen mit PBS gewaschen und in 3x Limmli
Puffer (Laemmli, 1970) lysiert. Der Proteingehalt dieser Zellysate wurde mit Hilfe des D¢
Protein Assay von Bio-Rad (Miinchen) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die Proteine
wurden (30 pg Protein pro Spur) mittels Elektrophorese in 12% SDS-Polyacrylamid-Gelen
aufgetrennt und auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran transferiert. Nach Blocken
der Membran mit 5% Magermilch in PBS wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C mit dem
primdren AntikOrper 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 gestartet und auf ECL-Chemilumineszenzfilmen

visualisiert (beides Amersham Biosciences, Freiburg).

6.6 Fixierung und Immunfluoreszenzfirbung von Zellen

Fir Immunfluoreszenzfirbungen und anschlieBende Analyse am Mikroskop wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und auf Objekttriger transferiert. TGR-1-Zellen (adhérent)
wurden in 6-Loch-Platten bereits auf Deckgldschen kultiviert. Die Zellen wurden mit 4% PFA
in PBS, pH 7,3, fiir 10 min fixiert, bevor sie mit 0.1% Tween in PBS gewaschen wurden.
Dann wurden gegebenenfalls unspezifische Bindungsstellen mit 1% FKS in PBS fiir 1h
blockiert, gefolgt von einer Inkubation mit dem Erstantikorper {iber Nacht bei 4°C. Danach
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 3 h bei Raumtemperatur mit dem
ZweitantikOrper inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 4',6-

Diamidino-2- phenylindoldihydrochlorid (DAPI) geférbt, erneut gewaschen, mit ,,Fluorescent
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Mounting Medium* (DakoCytomation, Hamburg) versetzt und mit einem Deckglas versehen
respektive auf Objektrigern montiert. Die Fotoaufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen
wurden an einem Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen) mit
hochauflosender Digital Videokamera (Hamamatsu) unter Zuhilfenahme von Openlab 3.1.2

Software gemacht.

6.7 Northern-Blot-Analyse

Die Northern-Blot-Analyse wurde durchgefiihrt wie in den ,,Current Protocols in Molecular
Biology*“ empfohlen (Ausubel et al., 1995). Gesamt-RNS wurde von expandierenden
Kulturen mittels TRIzol (Invitrogen) gewonnen und 15 mg an Gesamt-RNS pro Spur geladen.
Fragmente des Glycerinaldehyd 3 Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)-Gens und des aicda-
Gens (AID) wurden radioaktiv markiert durch Benutzung des ,,Random Primer labelling*
Kits (Roche Applied Science, Mannheim) und [oc-32P]dCTP (Amersham Biosciences,
Freiburg).

6.8 Reverse Transkription-PCR (RT-PCR)

Um die Expression der verschiedenen frans-Faktoren zu bestimmen, von denen gezeigt
worden ist, dass sie am Somatischen Hypermutationsmechanismus beteiligt sind, wurde eine
RT-PCR durchgefiihrt. Die ¢cDNS wurde iiber Standardbedingungen mittels Superscript 11
(Invitrogen, Karlsruhe) hergestellt und in 45 Zyklen in einem Thermalcycler amplifiziert,
wobei jeder Zyklus 45 sec bei 94°C, 30 sec bei 63°C und 30 sec bei 72°C umfasste. Folgende
Primerkombinationen wurden benutzt: hnAID FRI17/FR18; DNA-Polymerase Eta
FR21/FR22; DNA-Polymerase Iota FR19/FR20; DNA-Polymerase Zeta: 5’ Zeta/3’ Zeta;
Uracil-DNA-glycosylase (UDG) FR31/FR32.

6.9 Quantitative RT-PCR (Q-RT-PCR)

Fiir die quantitative Bestimmung der AID-mRNS Mengen in 18-81 Subklonen wurde die
RNS mit dem Isolierungskit von Qiagen gewonnen. Genomische DNA wurde mit RNase-
freier DNase (Qiagen, Hilden) verdaut. 1 ng RNS der Gesamt-RNS wurde revers in cDNS mit
Mo-MLVRT (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers transkribiert.
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Fiir die quantitative Bestimmung der GFP mRNS-Mengen in Nalm-6 und BL70 AID-
Transfektionsklonen wurde Gesamt-RNS von expandierenden Kulturen mittels Trizol
Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) extrahiert. Ebenfalls 1 pg an Gesamt-RNS pro Kultur wurde
tiber Standardverfahren mittels Superscript II (Invitrogen, Karlsruhe) revers in cDNA
transkribiert.

Fiir die anschlieBende Quantifizierung der mRNS-Mengen (AID respektive GFP) durch Q-
RT-PCR wurde ein LightCycler (Roche Applied Science, Mannheim) mit Software Version
3.5 benutzt. Fiir die Amplifikation wurden jeweils 20 ng von jeder cDNA und der FastStart
DNA Master SYBR Green I Kit (Roche Applied Science, Mannheim) benutzt. Fiir jedes
Primerpaar wurde eine Standardkurve angelegt und die Effizienz der Reaktion aus der
Steigung ermittelt. Die Anlagerungstemperatur und FElongationszeiten wurden auf
Produktausbeute und Ausbleiben von Artefakten hin optimiert. Folgende Primerpaare wurden
benutzt: AID 5' RM/AID 3' RM; Aldolase 5'/Aldolase 3'; GFP FR52/FR53; CDI19
MS70/MS70 (right primer).

Zur Berechung der relativen Mengen der jeweiligen mRNS wurde folgende Formel

verwendet:

i Cp Standard
(EﬁIZIenzStandard)

M =100 x

Probe

H Cp Probe
(Effizienz, )

Dabei ist Mp;ope der relative Anteil an mRNS von AID oder GFP (Probe) als Vielfaches der
relativen mRNS-Mengen an Aldolase respektive CD19 (Standard).

6.10 Durchflusszytometrie

Fiir die Analyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen erst in PBS gewaschen und dann
in PBS resuspendiert. Unmittelbar vor der Analyse der GFP-Revertanten wurde
Propidiumiodid zugesetzt, um tote Zellen anzufirben. Die Messungen wurden auf
FACScalibur oder FACSscan Geridten (beide BD Biosciences, Heidelberg) vorgenommen.
Die Sortierung von revertierten Zellen wurde mit einem MoFlo (Cytomation, Fort Collin,
USA) durchgefiihrt. Die Analyse der aufgezeichneten Daten wurde mit Hilfe der Cell Quest-
Software von BD Sciences (Heidelberg) durchgefiihrt.
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6.11 Erstanalyse von stabilen Transfektionsklonen

Nach Transfektion mit den entsprechenden Konstrukten wurden die Zellen in 96-Lochplatten
ausgesdht. Einen Tag spdter wurde Selektionsmedium zugesetzt. Unabhingige Einzelklone
wurden dann in 24-Lochplatten mit 2 ml frischem Selektionsmedium transferiert. Fiir pl-
GFPstop-Transfektionsklone wurde zusétzlich noch eine Replika-Platte mit 1 pg/ml
Doxyzyklin im Medium angelegt. Sobald die Einzelklone dicht gewachsen waren, wurde die
Frequenz an GFP-Revertanten pro 10° bzw. 10° lebende Zellen im Durchflusszytometer

bestimmt.

6.12 Expansionsanalyse

Um Mutationsraten zu bestimmen, wurden jeweils 5 Millionen Zellen mit dem Farbstoff
PKH-26 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) nach Angaben des Herstellers gefdrbt. Nach der
Farbung wurden die Zellen in mittlere Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Téglich (alle 24 h) wurde
ein Aliquot Zellen den Flaschen entnommen und die Anzahl an fluoreszierenden Zellen
innerhalb 1 Million lebender Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die
Zellteilungsrate ldsst sich liber die lineare Abnahme der PKH-26 Fluoreszenz-Intensitit
ermitteln (Bachl et al., 2001).

Fir die Nalm-6 Transfektionsklone, bei denen der Einfluss von Thymidin auf die
Mutationsrate getestet werden sollte, wurden zwei separate Kulturen angelegt und PKH-26
gefarbt, eine mit 1 mM Thymidin und 0.1 mM Cytidin, die andere ohne die Zusitze. Die
PKH-26-Fiarbung konnte nicht fiir GFP/YFP-Transfektionsklone durchgefiihrt werden, weil
der Farbstoff Phycoerythrin (PE) mit den Analyseparametern zur Diskriminierung von GFP
und YFP interferiert. Da aber mit Hilfe dieser Methode ermittelt werden konnte, dass 18-81
Zellen im Mittel 1.8 Zellteilungen pro 24 h machen, konnte dieser Wert der Bestimmung der
Mutationsrate in GFP/YFP- Transfektionsklonen zu Grunde gelegt werden.

6.13 Sequenzierungen von Transgenen

Um zu bestitigen, dass tatsdchlich funktionsfdhiges transgenes AID in Nalm-6
Transfektionsklonen exprimiert wird, wurde Gesamt-RNS mit Trizol (Invitrogen, Karlsruhe)

von einem AID-Transfektionsklon extrahiert und ¢cDNA mittels Superscript II Reverse
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Transkriptase und eines dT;;-Primers hergestellt. Die PCR-Reaktion wurde mit Tag-
Polymerase im Puffer des Herstellers durchgefiihrt. Die fiir das aicda-Gen verwendeten
Primer waren 5'bos junction und 3' IRES AID. Das gereinigte PCR-Produkt wurde in den
pCR-Topo Vektor kloniert und ein Klon sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten).

Um die Reversionsereignisse mit Thymidin kultivierter Transfektionsklone zu
charakterisieren, wurde das GFP-Transgen von sortierten GFP-positiven Revertanten via PCR
mit 7ag-Polymerase amplifiziert. Dazu wurden die Primer 5° EGFP/3’EGFP verwendet. Das
gereinigte PCR-Produkt wurde direkt mit dem GFP #1TAG Mutagenese Primer iiber die
Dideoxy-Kettenabbruchmethode mit T7 Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech)

sequenziert.

6.14 Zellfraktionierung

Um die Zellen von AID-Transfektionsklonen in eine zytoplasmatische und eine nukledre
Fraktion zu trennen, wurden 1 x 10’ Zellen mit PBS gewaschen und in 150 pl hypotonischem
Puffer (10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,. 10% Glycerin, 0.33 M
Saccharose, 0.5 mM DTT, Protease Inhibitoren [Roche Applied Sciences, Mannheim])
resuspendiert. 50 ul der Suspension wurden abgenommen und als Gesamtextrakt (G) mit 75
ul 3xLadmmli versetzt. Die verbleibenden 100 pl Zellsuspension wurden mit 66 ul 0.1 %
Triton-X in diesem hypotonen Puffer versetzt (final 0.04 % Triton-X 100) und fiir 10 min auf
Eis inkubiert. Die Lyse wurde visuell mit Hilfe von Trypanblau-Firbung unter dem
Mikroskop iiberpriift. Danach wurden die lysierten Zellen fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert.
125 pl vom Uberstand wurden abgenommen und in ein neues GefiB iiberfiihrt (Zytoplasma).
Die sedimentierten Kerne (N) wurden zweimal mit hypotonem Puffer gewaschen und nach
quantitativer Abnahme des Uberstands in 125 ul 3xLimmli resuspendiert. Die 125 pl
Zytoplasma wurden fiir 15 min bei 20.000 g zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 83 pl
abgenommen und in einem neuen Gefdl mit 42 pl 3xLdmmli versetzt (Z). Die Extrakte
wurden wie oben beschrieben iiber Western-Blot-Analyse analysiert. Von Gesamtextrakt und
Zytoplasma wurden gleiche Mengen, von der Kernfraktion nur das halbe Volumen

aufgetragen, um die tatsidchliche Verteilung der Proteine zu reflektieren.
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6.15 Immunprazipitationsexperimente mit radioaktiven Zellextrakten

Um die Immunprézipitation von radioaktiv markiertem AID zu ermdglichen, wurden pro
Ansatz 1 x 10 Zellen von wt Nalm-6 Zellen und Zellen eines NLS-AID Klons fiir 4 h in 4 ml
Schwefel-freiem Medium (RPMI Medium ohne Methionin und ohne Cystin, 10% dialysiertes
FKS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) kultiviert. Danach wurde 1 mCi Tran>S-label (MP Biomedicals, Eschwege)
zugesetzt und liber Nacht in diesem Medium inkubiert. Am nichsten Morgen wurden die
Zellen dann wie unter ,Zellfraktionierung® beschrieben aufgeschlossen und die
zytoplasmatische Fraktion (radioaktiver Extrakt) fiir die IP verwendet. Dazu wurden 25 pl
GammaBind Plus Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg) fiir 4 h bei 4°C auf einem
Drehrad mit 500 pl Zellkulturiiberstand des entsprechenden Antikorpers inkubiert. Danach
wurde der Uberstand entfernt und die mit Antikorper beladene Sepharosematrix mit dem
radioaktiven Uberstand in einem Gesamtvolumen von 500 pl iiber Nacht auf dem Drehrad bei
4°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Sepharosematrix 10-mal mit 500 pl hypotonem
Puffer (siehe Zellfraktionierung) gewaschen, bevor die gebundenen Proteine mit Hilfe von
3xLammli und Inkubation fiir 5 Minuten bei 100°C eluiert wurden. Die Analyse erfolgte
mittels SDS-PAGE und anschlieBender Autoradiographie auf Autoradiographiefilmen von

Amersham Biosciences (Freiburg).

6.16 Gelfiltrationsexperimente

Pro Gelfiltrationsexperiment wurden 1 x 10° Zellen in ca. 500 pl Lysepuffer (10 mM Hepes
pH 7.9, 0.04% Triton-X 100, 1.5 mM MgCl,, 10% Glycerin, 0.5 mM DTT, Protease
Inhibitoren [Roche Applied Science, Mannheim]) mit KCl-Gehalt je nach Anforderung
aufgenommen und sonifiziert. Die so gewonnen Gesamtextrakte wurden zentrifugiert und der
Uberstand (ca. 400 pl) auf eine Superose6 HR 10/30-Gelfiltrationssiule (Amersham
Biosciences, Freiburg) geladen. Mit Hilfe einer AKTAbasic FPLC-Anlage wurden die
Extrakte bei einer Flussrate von 300 pl/min in 250 pl Fraktionen aufgetrennt. Die Laufpuffer
entsprachen den entsprechenden Salzkonzentrationen des Gesamtzellextrakts. Der Beginn der
Proteinelution konnte iiber die gemessene Ajgy bestimmt werden. Um das Molekulargewicht
der Proteine/der Proteinkomplexe in den gesammelten Fraktionen einschéitzen zu konnen,

wurde ein Gelfiltratiosstandard (Biorad, Miinchen) bei 350 mM Salz ebenfalls iiber die Sdule
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gegeben. Der Standard enthielt folgende Substanzen: Thyroglobulin (670 kDa), Rinder-
Gamma-Globulin (158 kDa), Hithner-Ovalbumin (44 kDa), Pferde-Myoglobin (17 kDa) und
Vitamin B, (1.35 kDa). Von den gesammelten Fraktionen wurden je 125 ul von zwei direkt
aufeinander folgenden Fraktionen (1+2; 3+4; etc.) vereinigt, mit Trichloressigsdure (final 15
%) gefillt, in 3xLdmmli resuspendiert und mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse (s.0.) auf

ihren Gehalt an HA-AID, AID oder GFP hin untersucht.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

MaBangaben erfolgten weitestgehend gemidBl internationaler Konvention in SI-Einheiten

(Systéme International d'Unités; http://www.bipm.org/en/si) oder in SI-abgeleiteten Einheiten

(http://www.bipm.org/en/si/derived units/2-2-2.html). Als Priafixe wurden grundsitzlich SI-

Prifixe benutzt (http://www.bipm.org/en/si/prefixes.html).

Aminosduren wurden gemifl dem IUPAC Einbuchstaben-Kode flir Aminoséduren abgekiirzt.

Weitere Abkiirzungen:

%

A

Abb.
ACF
AID
APC
APOBEC
AS
ASHM
ATP
BL

bzw.

ca.
cDNS
Ci
CMV
CRM1
CSR
CTP

Prozent

Adenosin

Abbildung

APOBEC-1 Komplementationsfaktors (“APOBEC-1 complementation factor")
Aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase

Antigen prasentierende Zelle ("Antigen Presenting Cell")
Apolipoprotein B mRNS editierendes Enzym, katalytisches Polypetid
Aminoséure

Aberrante Somatische Hypermutation

Adenosintriphosphat

Burkitt-Lymphom

Basenpaar

beziehungsweise

Cytosin

zirka

komplementére DNS

Curie

Cytomegalovirus

,»Chromosome Maintenance Region 1*

Klassenwechsel ("Class Switch Recombination")

Cytosintriphosphat
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DAPI
FDC
DMEM
DMP
DNS
dNTP
Dox
DTBP
DTT
E.coli
ECL
EGFP
EvLi
FKS
FPLC

GAPDH
GDP
GFP
GTP

HA
HEPES
HIGM
HIV

hn

Ig

kB

IP
IRES
kDa

4'.6-Diamidino-2- phenylindoldihydrochlorid
Follikulédre dendritische Zelle ("Follicular Dendritic Cell")
“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”
Dimethylpimelimidat
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Doxyzyklin

Dimethyldithiobispropionimidat
Dithiothreitol

Escherichia coli

,,Enhanced chemiluminescence*

,,Enhanced Green Fluorescent Protein®
Grofer Intron-Enhancer ("Large Intron Enhancer")
Fotales Kdlberserum

Fast Protein Liquid Chromatography

Guanin

Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
Guanosindiphosphat

,,Green Fluorescent Protein®
Guanosintriphosphat

Stunde

Hamagglutinin
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethan-sulfonsiure
Hyper-IgM

,2Human Immunodeficiency Virus*

human

Immunglobulin

Inhibitor von NFkB

Immunprézipitation

Interne Ribosomen Eintrittsstelle

Kilo-Dalton
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MDa

min
mRNS
mut/bp/gen
NES
NFkB
NGFR
NLS
NPC
Oligo
PAGE
PBS

PCR

PE

PFA

pH

PK
PVDF
Q-RT-PCR
RFP

RNS
RPA
RT-PCR
SDS
SHM
Sv40
Tab.
Tu-Zellen
Thd

tk

Liter

Molar (mol/Liter)

Mega-Dalton

Minute

Boten RNS ("Messenger RNS")

Mutationen pro Basenpaar und Generation

Nukledre Exportsequenz

,»Nuclear factor kappa B*

Nerwachstumsfaktor-Rezeptor ("Nerve Growth Factor Receptor")
Nukléare Lokalisationssequenz ("Nuclear localization sequence")
Kernporenkomplex (,,Nuclear Pore Complex‘)
Oligonukleotid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphat-gepufferte Salzlosung ("Phosphate buffered saline")
Polymerase-Kettenreaktion ("Polymerase Chain Reaction")
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Pyruvat Kinase

Polyvinylidenefluorid

,Quantitative Real-time PCR*

,,Red Fluorescent Protein®

Ribonukleinsédure

Replikationsprotein A

Reverse Transkription mit Polymerase-Kettenreaktion
Natriumdodecylsulfat

Somatische Hypermutation

Simian Virus 40

Tabelle

T-Helferzellen

Thymidin

Thymidinkinase
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u. a.
UDG
wt

YFP

,,unit*

unter anderem
Uracil-DNA-Glykosylase
Wildtyp

,, Yellow Fluorescent Protein®

zum Beispiel

107



Abbildungsverzeichnis

9 Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

1

10

11

Schematische Darstellung des Weges einer aktivierten B-Zelle durch das

K OIMZENITUINL. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e eseeeeeeeeeeeaaaaaaeeeeas 5

Schematische Darstellung des humanen Genlokusses fiir die Schwere

Kette (IgH) nach V(D)J-Rekombination. ..........cccceeeuienieniieiieniieieeieeeeeee e 6

Reparaturwege fiir AID-induzierte DNS-Desaminierung nach Rada et al.

(2004). <oveooeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeee e e e s e s e e s s s e s e s ees e e e e ee s eee s see e 11

Schematische Darstellung des Prinzips des GFP-Reversions-Assays nach

Bachl & O1SSON (1999)......uiiiieiee e 14

Schematische Darstellung des klassischen NLS- und NES vermittelten
Kerntransports iiber die Kernmembran hinweg (aus Xu & Massague, 2004;

MNOAITIZICTE). c..veeiiiieeiie ettt e e ae e et e e et e e e abeeeeabeesaaeeesseeessseeesseeenneas 16

Reporterkonstrukt pI-GFPstop zur Messung von Hypermutationsaktivitit............. 19

Reversionsanalyse eines stabilen pl-GFPstop Transfektionsklons der

ZEIIINIE T8-8 1. oot 20

Expansionsanalyse von jeweils fiinf unabhingigen Subklonen, die aus der

pI GPFstop-Ausgangskultur hervorgegangen sind............ccccoeoeevevienenienenneneennens 21

Reporterkonstrukt ptk-YFPstop zur Messung von Hypermutationsaktivitit. .......... 22

Verteilung der Frequenzen an GFP- und YFP-Revertanten fiir je 24
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und #1-5 nach stabiler Transfektion mit ptk-YFPstop hervorgegangen sind........... 23
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