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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

AID, Aktivitatsinduzierte Cytidin Deaminase, ist ein Schliisselenzym fiir die Re-
kombination im Immunsystem, da es fiir Genkonversion, somatische Hypermuta-
tion und ,Class-switch-recombination® erforderlich ist. In welcher Weise AID
wirkt und welche Faktoren noch eine Rolle spielen konnten, war zu Beginn die-
ser Arbeit nicht bekannt. Da Genkonversion kontinuierlich in der Zellinie D'T40
stattfindet, hat man mit ihr ein Modellsystem, an dem sich dieser Rekombina-
tionsmechanismus studieren ldsst. Das Gen fiir AID wurde durch homologe Re-
kombination im DT40-Abkommling DT40 Crel ausgeschaltet. Im Rahmen dieser
Arbeit soll mittels Mikroarrays die Transkription in ATD-positiven Zellen (DT40
Crel) und in AID-negativen Zellen (DT40 Crel AID~/~) verglichen werden, um
Gene zu finden, die moglicherweise differentiell exprimiert sind. Diese differentiell
exprimierten Gene konnen wichtige Hinweise auf den zur Zeit noch ungeklarten
Wirkmechanismus von AID liefern. Folgende Szenarien zur Wirkungsweise von
AID sind denkbar:

1. AID konnte dhnlich wie sein sequenzhomologes APOBEC-1 die RNA edi-
tieren. Daraus konnte eine Bildung alternativer mRNAs resultieren, die
wiederum unterschiedliche Genprodukte nach sich ziehen. Die Darstellung
von Transkriptionsunterschieden kann hier schwierig sein, wenn es sich um
eine oder wenige verinderte mRNAs handelt.

2. AID konnte als globaler Transkriptionsfaktor die Transkription von Genen
induzieren. Dann wiirden Transkriptionsunterschiede zwischen Wildtyp- und
Knockoutzelle auf den Arrays sichtbar werden. So sollten die von AID re-
gulierten Gene detektiert werden konnen.

3. AID konnte die DNA editieren, wodurch Mutationen induziert werden.
Dann wire primér keine Verdanderung des Transkriptionsprofils zu erwarten.
Sekundéar konnte aber die Expression einzelner Gene beeinflusst werden.

Falls es sich mit AID um einen Transkriptionsfaktor handelt, der die Tran-
skription von Genen induziert, die an Genkonversion beteiligt sind, sollte sich dies
in einem verdnderten Transkriptionsprofil zeigen. Ein wichtiger Teil der Arbeit ist
die Etablierung der Mikroarray-Technik mit den hier verwendeten Filtern, da es
sich dabei um eine sehr storanfillige Technik handelt. Es gibt viele Variablen, die
sich unspezifisch auf das Ergebnis auswirken (siehe ,Noise“ auf S. 34). Um falsch
signifikante Expressionsunterschiede herauszufiltern, werden zwei statistische Me-
thoden angewandt. Die differentielle Expression der durch die Arrays gefundenen
Kandidaten wird anschlieffend durch semiquantitative RT-PCR iiberpriift.



2 Einleitung

In diesem Abschnitt werden zunichst die somatischen Rekombinations- und Mu-
tationsmechanismen beschrieben, mit denen die grofe Variabilitidt der Antikor-
permolekiile erreicht wird (2.1). Im Weiteren wird die Modellzellinie DT40 einge-
fiihrt, in der einer der B-zellspezifischen Rekombinationsmechanismen stattfindet.
Durch gezielte Genzerstorung von AID, Aktivitdtsinduzierte Cytidin Deamina-
se, kann dieser Mechanismus ausgeschaltet werden (2.2). Anschliessend wird die
Funktion von AID diskutiert und das Ziel dieser Arbeit definiert (2.3 und Ar-
beitshypothese 1). Unter 2.4 wird die Mikroarray-Methode eingefiihrt, mit der
die Transkription analysiert wurde. Diese Methode kénnte in Zukunft in der kli-
nischen Diagnostik und Therapie eine wichtige Rolle spielen, da sie zu einer mo-
lekularen Charakterisierung von Zellen und Geweben beitrigt. Es zeigt sich, dass
die Methode empfindlich unspezifischen Einfliissen gegeniiber ist. Mit Mikroar-
rays erzeugte Daten miissen durch andere Methoden bestitigt werden, da selbst
durch sehr genaues experimentelles Arbeiten sich nicht alle Artefakte eliminieren
lassen. Daher sind statistische Methoden wichtig, um falsch signifikante Daten
auszuschliefsen.

2.1 Die Antikorpervielfalt beruht auf somatischen Rekom-
binationsmechanismen

Durch Antigenrezeptoren auf ihrer Oberfliche erkennen Lymphozyten Antigene
in ihrer Umgebung. Jeder von einem B-Lymphozyten sezernierte Antikorper hat
eine einzigartige Spezifitit, die durch eine einzigartige Aminosédurezusammenset-
zung der Antigenbindungsstelle zustande kommt. Die Antigenbindungsstelle wird
von den variablen Regionen der Leicht- und Schwerkettengene kodiert. Jeder va-
riablen Region wird eine konstante Region angefiigt, die fiir die Effektorfunktion
des Antikorpermolekiils entscheidend ist, je nachdem an welchem Ort oder zu
welchem Zeitpunkt die Antigen-Antikorperreaktion im Korper stattfinden soll
[40].

Man schitzt die Zahl der moglichen Antikérpergensequenzvarianten, die in
Wirbeltieren erzeugt werden kénnen, auf 10! bis 10'5. Die hohe Variabilitit
wird durch Rekombinationsmechanismen erreicht, die die variable Region des
Antikérpers verdndern [80|. Zundchst werden die V-,(D-) und J-Gensegmente
der variablen V-Region durch V(D)J-Rekombination rekombiniert (siche 2.1.1).
Die Immunglobulinleichtkettengene werden dabei durch ein V- (variable“) und
ein J- (,joining")-Segment gebildet. Das Schwerkettengen enthilt ein zusétzliches
D- (,diversity“)-Segment. Dabei hat dieser primére Schritt je nach Spezies ei-
ne unterschiedliche Bedeutung fiir die Variabilitdtsbildung, da er nicht in jedem
Organismus entscheidend zur Repertoirebildung beitrégt (siehe Tab.1). Fast al-
le Wirbeltiere haben Mechanismen entwickelt, die Variabilitdt der V-Region im
Anschluss an die V(D)J-Rekombination durch verschiedene Mechanismen zu er-
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Spezies | Primérer Mechanismus / Organ | Sekundédrer Mechanismus in den
Keimzentren der sekundiren
lymphatischen Organe

Mensch | V(D)J-Rekombination / Kno- | Somatische Hypermutation

chenmark

Maus V(D)J-Rekombination / Kno- | Somatische Hypermutation
chenmark

Kuh V(D)J-Rekombination, somati- | Somatische Hypermutation,

sche Hypermutation / Ileale | Genkonversion?
Peyer Plaques
Schwein | V(D)J-Rekombination, Genkon- | Somatische Hypermutation,
version / 7 Genkonversion?
Schaf V(D)J-Rekombination, Somati- | Somatische Hypermutation,
sche Hypermutation / Ileale | Genkonversion?
Peyer Plaques
Hase V(D)J-Rekombination, Genkon- | Somatische Hypermutation,
version, Somatische Hypermut- | Genkonversion
ation / Appendix
Huhn V(D)J-Rekombination, Genkon- | Somatische Hypermutation,
version, Somatische Hypermut- | Genkonversion
ation / Bursa Fabricii

Tabelle 1: Diversifikationsmechanismen verschiedener Spezies wihrend der primiren Re-
pertoirebildung und der sekunddren antigenabhingigen Immunantwort. Wahrend V(D)J-
Rekombination bei Menschen und Mausen deutlich zur priméren Repertoirebildung beitragt,
ist dieser Mechanismus bei anderen Spezies, wie Kuh, Schwein, Schaf, Hase und Huhn von
untergeordneter Bedeutung. Hier sind es Mechanismen wie Genkonversion und somatische Hy-
permutation, die entscheidend zur primiren Repertoirebildung beitragen.

héhen, sowohl in den priméren lymphatischen Organen antigenunabhéngig, als
auch spiter, antigenabhingig, bei der Affinitdtsreifung in den Keimzentren der
sekundéren lymphatischen Organe [8]. Die beiden grundlegenden Mechanismen
fiir die somatische Mutation der Immunglobulin-Gene sind Genkonversion und
somatische Hypermutation. Bisher scheint es keine klare Verbindung zwischen
der Position eines Organismus in der Phylogenese und der Wahl des jeweiligen
Mutationsmechanismus zu geben. Genkonversion ist ein Prozess, der meist im
spéten fetalen und frithen postnatalen Stadium antigenunabhingig auftritt (sie-
he 2.1.2). Somatische Hypermutation (2.1.3) kommt gelegentlich perinatal bei der
Bildung des priméren Immunglobulinrepertoires antigenunabhéngig vor und ist
spater der Hauptmechanismus bei der antigenabhingigen Affinitédtsreifung in den
Keimzentren der sekundédren lymphatischen Organe [74]. Die verschiedenen Anti-
korperklassen entstehen durch ,Class-switch-recombination®, dem Mechanismus,



mit dem die fiir die konstanten Regionen kodierenden Gene rekombiniert werden.
Durch die so entstandenen unterschiedlichen Effektormolekiile werden Art und
Ort der Immunantwort bestimmt (siehe 2.1.4).

2.1.1 V(D)J-Rekombination

Wihrend der Differenzierung in den priméren lymphatischen Organen rekombi-
nieren B-Zellvorldufer zunéchst antigenunabhéngig ihre V-, (D-) und J-Gene [80)].
Je nach Vorhandensein der Gensegmente findet im Schwerkettenlokus eine VDJ-
und im Leichtkettenlokus eine VJ-Rekombination statt. Sobald ein funktionelles
Gen zusammengebaut ist, wird jede weitere Rekombination des gleichen Gens ge-
stoppt. Nur B-Zellen, die funktionelle Leicht- und Schwerkettengene exprimieren,
werden als naive IgM- oder IgD-positive B-Zellen in die Peripherie entlassen.

Germ-line

Abbildung 1: V(D)J-Rekombination in der Maus. Der Maus-«-Leichtkettenlokus enthilt ca.
200 V-Segmente, die sich iiber eine Region von 3000 kbp erstrecken, sowie 5 J-Segmente, die
20 kbp 3¢ des letzten V-Segmentes beginnen und ein C-Segment. VJ-Rekombination verbindet
hier ein V-Gensegment mit einem der J-Segmente [80], [10].

Die Rekombination findet zwischen sogenannten ,heptamer-spacer-nonamer-
Signalerkennungssequenzen, die die V-, D- und J-Gensegmente einrahmen, statt
[80], [29]. Dies sind nicht kodierende, zum Teil konservierte Rahmensequenzen,
die durch ihre Struktur dafiir sorgen, dass die kodierenden Segmente in rich-
tiger Weise rekombiniert werden koénnen. Die V(D)J-Rekombinase, ein Prote-
inkomplex, besteht aus den lymphoidspezifischen Proteinen RAG1 und RAG2
(RAG=,recombination activating gene“) und weiteren ubiquitiren DNA-
Reparaturproteinen [69], [54], [65], [26]. Durch die RAG-Proteine werden zunéchst
die Erkennungssequenzen gebunden. Anschlieffend kommt es zu Doppelstrang-
briichen und schlieflich zur Ligation der Gensegmente, nach dem durch die TdT
(terminale Desoxytransferase) Nukleotide eingefiigt wurden. Beteiligte Protei-
ne des V(D)J-Rekombinase-Komplexes sind ferner Ku70, Ku80, XRCC4, DNA-
Proteinkinase (DNA-PK) und DNA-Ligase IV. Eine fehlende Aktivitét der kata-
lytischen Untereinheit der Proteinkinase (PK.;), kann zu einem schweren kombi-



nierten Immundefekt in M#usen fithren, dem SCID-Phénoptyp (SCID=  severe
combined immunodeficiency®) [12|. Die Mutation der DNA-Proteinkinase zieht
ferner einen generellen Defekt in der Doppelstrangbruch-Reparatur nach sich (sie-
he dazu auch 2.1.4 und 2.1.5). Damit konnte eine Verbindung zwischen V(D)J-
Rekombination und Doppelstrangbruch-Reparatur festgestellt werden [28], [36].

2.1.2 Genkonversion

Germ-line

VJ-Recombination
l
L vV J c
H—1+ES———1—E— ——

Gene Conversion

Abbﬂdung 2: Genkonversion. Erzeugung des Leichtketten-Immunglobulinrepertoires im
Huhn. Der Lokus erstreckt sich {iber nur 30 kbp und enthilt ein einziges V-, J- und C-Gen
unterhalb eines Pseudogenpools mit 25 Pseudogenen (¥1 — ¥25). Nach dem die V-und J-
Segmente durch VJ-Rekombination verbunden sind, werden durch Genkonversion in der Bursa
Fabricii V-Sequenzen durch Pseudogensequenzen substituiert [10].

Genkonversion ist ein weiterer Mechanismus der Rekombination von V-Genen.
Bei einigen Spezies wie z.B. Hiihnern, trigt die V(D)J-Rekombination nicht
entscheidend zur Repertoireentwicklung bei. Durch Genkonversion wird jedoch
trotzdem der Aufbau eines primédren Repertoires von hoher Variabilitit erreicht
[84], [46], [76]. Oberhalb des V-Segmentes liegen iiber eine Region von 22 kbp
verteilt 25 Pseudo-V-Gene, die homolog zu den V-Genen sind, aber keine eige-
nen Transkriptionsregulations- und Signalerkennungssequenzen tragen. Wahrend
der B-Zellproliferation im primiren Immunorgan der Végel, der Bursa Fabricii,
kommt es durch homologe Rekombination zum Einbau von Pseudogensequenzen
in die V-Segmente [62], |[78]. Die Anzahl der Genkonversionsereignisse steigt mit
der Zeit, in der B-Zellen sich in der Bursa aufhalten. Im Durchschnitt kommt es



alle 10 bis 15 Teilungen zu einem Konversionsereignis [84]. Dabei werden Pseu-
dogene bevorzugt, die nah am V-Gen liegen, in Antisense-Orientierung vorliegen
und homolog sind [63], [45]. Das initiierende Ereignis fiir diesen Rekombinations-
mechanismus ist noch nicht hinreichend verstanden. Es ist aber bekannt, dass das
Enzym AID (,Aktivitdtsinduzierte Cytidindeaminase®) fiir Genkonversion essen-
tiell ist |5| (siehe auch Abschnitt 2.3).

2.1.3 Somatische Hypermutation

Wihrend einer Antigenexposition wandern aktivierte B-Zellen in die B-Zell--
Follikel der sekundéren lymphatischen Organe. Dort expandieren sie und bilden
oligoklonale Keimzentren, in denen sie ihre variablen V-Gene durch somatische
Hypermutation verindern. Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, gibt es auch primére
antigenunabhéngige somatische Hypermutationsereignisse, die in speziellen pri-
méaren Immunorganen stattfinden, deren Mechanismus jedoch aller Wahrschein-
lichkeit nach dem antigenabhingigen entspricht.

Vi Jq1 €--2> Js C
—e—— . ——a-8084—

Germ-line

VJ-Recombination

\)

Abbildung 3: Somatische Hypermutation in der Maus. Nach V(D)J-Rekombination werden
antigenabhangige Punktmutationen in das V-Segment eingefiigt [83], [10].

Punktmutationen werden vorwiegend in den V(D)J-Regionen der IgH- und
Igl.-Gene induziert. Ein kleiner Anteil an B-Zellen, die Immunglobuline mit er-
hohter Affinitdt zum Antigen produzieren, differenzieren zu antikorperproduzie-
renden Plasma- oder Gedéchtniszellen aus. Diese Zellen bilden das sekundire
Immunglobulinrepertoire, das eine Affinitdtsreifung der antigenspezifischen Im-
munglobuline durchgemacht hat [60], [39]. 50-60 % aller Mutationen befinden
sich in RGYW-Motiven (R entspricht A oder G (Purin), Y entspricht C oder
T (Pyrimidin) und W entspricht A oder T), so genannten ,hotspots”. Die Mu-
tationsrate wird auf 1073 — 10~* bp pro Generation geschitzt und ist somit 6

9



mal hoher als die Rate spontaner Mutationen. Dabei werden Transitionen be-
vorzugt. Die Mutationen erstrecken sich iiber eine ungefihr 2 kb grofe Region,
die HYM-Doméne (,hypermutating region domain®), unterhalb des Ig-Promotors,
wobei die Frequenz der Mutationen von 5° nach 3° um das erste Exon zunéchst
stark zunimmt und iiber das rearrangierte V(D)J-Exon in Richtung J-C-Intron
wieder abnimmt [51]. Neben einem geringen Anteil an Deletionen, Insertionen
und Duplikationen, handelt es sich meist um Punktmutationen (> 90%), wo-
bei die Mutationsrate an die Transkriptionsaktivitét gekniipft ist [30], [14], [27].
Als Reaktionszwischenprodukte werden Doppelstrangbriiche detektiert, die mog-
licherweise durch eine Nuklease induziert werden und im Anschluss durch eine
fehleranfillige Polymerase repariert werden [67], [56], [14], [15]. Die Mutation
wird durch die ,intron enhancer/matrix attachment region“ kontrolliert [9]. ,Cis-
enhancer“-Sequenzen werden durch ,trans-acting“-Faktoren aktiviert. Damit kon-
nen in diesem Falle die Mutationen verstiarkt werden. Es zeigte sich, dass das
AID-Genprodukt in die Kontrolle von somatischer Hypermutation eingebunden
ist [49]. Der genauen Funktion von AID konnte aber erst in jiingster Zeit auf die
Spur gekommen werden (siche Abschnitt 2.3 und 5). Unter bestimmten Bedin-
gungen scheint somatische Hypermutation nicht auf die V(D)J-Region beschriankt
zu sein, da dieser Mechanismus in Fibroblasten induziert werden kann und dort
eine Mutationsfrequenz von 10~ bp pro Generation hervorruft [55].

2.1.4 ,Class-switch-recombination*

Wiéhrend der antigenabhingigen Immunantwort in den Keimzentren der sekun-
déren lymphatischen Organe werden die funktionell rearrangierten V(D)J-Regio-
nen zundchst mit der C),-Region der Schwerkettengene verkniipft. Im weiteren
Verlauf der Immunantwort kann durch externe Signale, wie von T-Zellen produ-
zierte Cytokine oder durch Pathogene freigesetzte Mitogene, die Verkniipfung der
selben V(D)J-Region mit anderen C-Genen (a, v, €) induziert werden. Die daraus
entstehenden sekundéren Isotypen (IgA, IgG, IgE) haben einen ,Class-switch*
durchgemacht, der bei gleicher Antigenspezifitit zu einer verdinderten Form der
Immunantwort fithrt [40].

Der Ig-Schwerkettenlokus umfasst 3‘ der V-Region ein Cluster aus C-Exons,
die durch in den Introns gelegenen, aus repetitiven Tandemsequenzen bestehen-
den S-Regionen unterbrochen werden [50]. Diese repetitiven Sequenzen kénnen
ein Aneinanderlegen homologer Abschnitte erleichtern, ein initiales Ereignis ho-
mologer DNA-Rekombination. Durch die Rekombination von S-Regionen und
das gleichzeitige Herausschneiden der dazwischen liegenden C-Regionen, kommt
die V-Region in die Nachbarschaft einer neuen C-Region. Da die Rekombination
zwischen Intron-Sequenzen stattfindet, ist gesichert, dass keine Leserahmenver-
schiebungen auftreten, die zu funktionslosen Proteinen fiithren wiirden [40]. Dop-
pelstrangbriiche treten als Reaktionsintermediate auf, die wahrscheinlich durch
NHEJ (,non-homologous end-joining“, siehe 2.1.5.) repariert werden, wobei die
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Abbildung 4: Mbogliche ,Class-switch-
recombination® von IgM zu IgA: Mit
CD 40 Ligand oder Zytokinen stimulier-
te B-Zellen induzieren die Transkripti- i

on ausgehend von einem Promotor 5° ei- ‘

nes la Exons. Zytokinstimulation indu- m —r
ziert die Neusynthese von AID (,Activati- o ]
on induced deaminase) in B-Zellen. Ein

unbekanntes DNA- schneidendes-Enzym

schneidet durch Transkription zugingliche '
S-Regionen. Die zwischen den geschnit-
tenen S-Regionen liegende DNA wird in

Vy lp Sp Cu la Sa Ca

Form eines zirkuldren DNA-Stiickes ent-

fernt. Die abgeschnittenen Enden wer-

den wahrscheinlich durch NHEJ (,non-

homologous end-joining“) repariert, wo-

bei verschiedene Proteine und Polypep-

tide involviert sind: Die drei Unterein-

heiten der DNA-Proteinkinase , DNA-PK* Vi Co
(DNA-PK,s, Ku70 und Ku80), XRCC4

und DNA-Ligase IV [50].

DNA-Proteinkinase ,DNA-PK*“ mit ihren Polypeptiduntereinheiten Ku70 und
Ku80 und der katalytischen Untereinheit ,PK.“ wirksam ist [72| (siehe auch
V(D)J-Rekombination S. 7).

2.1.5 DNA-Doppelstrangbriiche und Reparatur wihrend der somati-
schen Rekombination

Bei Rekombinationsmechanismen kommt es oft zur Bildung von Doppelstrang-
briichen, die repariert werden miissen. Es liegt nahe, dass es gemeinsame Fak-
toren gibt, die sowohl essentiell fiir Reparatur-, als auch fiir Rekombinations-
mechanismen sind. In Wirbeltieren gibt es zwei dominante Doppelstrangbruch-
reparaturmechanismen, die in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus wirken:
Homologe Rekombination in der spaten S- bis frithen Gy-Phase und NHEJ (non-
homologous end-joining) in der G- bis frithen S-Phase |75]. Homologe Rekombi-
nation bené6tigt homologe DNA-Sequenzen, die auf dem homologen Chromosom,
dem Schwesterchromatid oder, bei intrachromosomaler Genkonversion, auf dem-
selben Chromosom liegen konnen. Wahrend NHEJ werden die zwei Enden des
unterbrochenen Doppelstranges repariert, ohne daf eine homologe Sequenz bend-
tigt wird. NHEJ ist der haufigste Reparaturmechanismus in Wirbeltierzellen, mit
dem oft vorkommende Doppelstrangbriiche, die z.B. durch Strahlung und reak-
tive Sauerstoffmetabolite erzeugt werden, repariert werden. Doppelstrangbriiche
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bei der V(D)J-Rekombination werden durch NHEJ primér in Zellen, die sich in
der G1-Phase befinden, repariert. Wahrscheinlich repariert NHEJ auch die Briiche
bei ,,Class-switch-recombination® [72|. Wahrend somatischer Hypermutation in-
duzierte Doppelstrangbriiche hingegen werden vor allem in Zellen in der G,-Phase
gefunden und wahrscheinlich durch homologe Rekombination repariert [56]. Bei
Genkonversion handelt es sich um eine spezielle Form der homologen Rekombi-
nation. Obwohl die Reparaturmechanismen von somatischer Hypermutation und
,Class-switch-recombination® unterschiedlich zu sein scheinen, weisen die End-
produkte in beiden Fillen vor allem Punktmutationen auf. Moglicherweise ist in
beiden Féllen eine fehleranféllige Polymerase involviert, die die Punktmutationen
erzeugt. [57].

2.1.6 Immundefekte und Tumorentwicklung als Folge von gestGrten
Rekombinationsmechanismen

Es gibt verschiedene Krankheitsbilder, die auf fehlgesteuerte Mutationsmechanis-
men zuriickgefiihrt werden.

e Die hohe Mutationsrate wihrend der einzelnen Schritte der Entwicklung
und Reifung stellt gleichzeitig eine stindige Gefahr fiir die B-Zellen dar,
maligne zu entarten [73]. Bei der somatischen Hypermuation kommt es mit
einer Frequenz von 10~2 bis 10~* pro bp pro Generation vor allem zu Punkt-
mutationen, wihrend Deletionen und Insertionen selten vorkommen [51].
In verschiedenen B-Zell-Lymphomen, zu denen Burkitt‘'s Lymphom, DLB-
CL (,diffuse large B-cell lymphoma®, siehe 2.7., S.18), monozytéres B-Zell-
Lymphom und Hodgkin‘s Lymphom gehéren, konnten in den V-Regionen
Deletionen und Insertionen detektiert werden, die aber auch in B-Zellen oh-
ne maligne Transformation vorhanden sind. Sie werden als ,,Nebenprodukt*
der somatischen Hypermutation diskutiert [30].

e _Common variable immunodeficiency* CVID ist das am meisten verbreitete
symptomatische primére Antikérpermangelsyndrom. Der zu Grunde liegen-
de Immundefekt ist noch nicht geklart, doch konnte eine deutliche Reduk-
tion an somatischer Hypermutation in zirkulierenden B-Gedéchtniszellen
festgestellt werden [41].

e Hyper-IgM-Syndrom (Siehe 2.3.1).

e . SCID", schwerer kombinierter Immundefekt, der auf eine fehlende Aktivitat
der katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase zuriickgefiihrt wird
(siehe 2.1.1).
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2.2 Die DT40-Zellinie als Modell fur Rekombination im
Immunsystem

Die D'T40-Zellinie eignet sich besonders gut, den Mechanismus der Genkonversion
zu studieren. DT40 ist eine durch das ALV (Avian leucosis Virus) transformier-
te Hiihner-B-Zell-Linie aus der Bursa Fabricii, dem primiren Immunorgan der
Vogel. Ungefihr 85 % aller ALV-induzierten Tumoren haben das 3‘ Ende der
viralen ,Langen terminalen Wiederholung“ (LTR) oberhalb des c-myc Gens inte-
griert, und erhohen die Transkription dieses Gens damit ca. 100fach im Vergleich
zu normalen bursalen Zellen [6], [35]. C-myc induziert die Synthese von Proteinen,
die fiir die Tumorprogression bedeutend sind. Die D'T'40-Zellinie kann man als ei-
ne im bursalen Stammzellstadium stehengebliebene Zellinie beschreiben [6], [77],
[46]. Damit existiert ein gutes Modellsystem, an dem sich ein B-zellspezifischer
Prozess, wie Genkonversion, studieren lésst. Neben der hohen Rate an Genkon-
versionsaktivitdt kann man eine hohe Rate an gezielter Integration verzeichnen
(mit 1:2 liegt sie bei weitem iiber jeder Sdugetierzellinie), so dass sich transfizier-
te Genkonstrukte mit einer hohen Trefferrate in endogene Loci integrieren lassen
[18]. Aufgrund der raschen Proliferation kénnen daraus resultierende verénderte
Phénotypen schnell detektiert werden. Daher ist DT40 besonders gut geeignet fiir
Knockout-Experimente. DT40 Zellen sind mit einem Durchmesser von ungeféihr
10 pm klein und haben eine hohe Kern-Plasma-Relation. Ihre Verdopplungszeit
betrigt ca. 12 Stunden. Sie tragen IgM auf ihrer Oberfliche, das mittels FACS-
Analyse (,,Flourescence activated cell sorting®) sichtbar gemacht werden kann. Sie
enthalten ein rearrangiertes und ein nicht rearrangiertes Leichtketten-Allel [18].

2.2.1 Abkommlinge von DT40

Ausgehend von der oben beschriebenen Wildtypzellinie DT40 wurden verschie-
dene Abkommlinge isoliert, die sich im Hinblick auf Genkonversionsaktivitat und
Oberflichen IgM-Expression voneinander unterscheiden.

e Klon 18 (C118) ist eine Variante von DT40, die aufgrund einer Leserahmen-
verschiebung im Leichtketten-V-Segment keine Oberflachen-IgM-Molekiile
exprimiert. Daher ist sie primédr Oberflichen-IgM-negativ. Diese V-Seg-
ment-Mutation kann durch Genkonversion repariert werden, so dass IgM-
Molekiile wieder auf der Oberfliche erscheinen [17]. Die Genkonversionsrate
ist in diesem Zellklon relativ niedrig und die IgM-Expression auf der Zel-
loberfliche liegt drei Wochen nach Subklonierung im Durchschnitt bei 1%
(sieche Abb. 5 auf S. 14).

e DT40 Crel ist eine v-myb-Transformante von Cl 18. V-myb ist ein vira-
les Onkogen und ein Transkriptionsfaktor. DT40 Crel zeigt eine fiinf mal
hohere IgM-Reversionsrate als Cl 18 und damit eine h6here Genkonversions-
aktivitdt, vergleichbar mit der bursaler B-Zellen. DT40 Cre 1 enthilt ein
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durch Tamoxifen induzierbares Mer-Cre-Mer Rekombinasegen, durch das
lox-P-flankierte Kassetten ausgeschnitten werden koénnen, um Knockout-
Mutanten zu erzeugen [5]. Daher eignet sich dieser Zellklon besonders fiir
Knockout-Experimente (sieche Abb. 5 auf S. 14).

DT40 pV rearranged V-J
sigM (-)
subclone )
frameshift
repair of frameshift mutation
in Ig gene by gene conversion
yVv rearranged V-J

gene conversion

Abbildung 5: Die beiden Oberfliichen-IgM-negativen Subklone
Cl 18 und DT40 Crel koénnen durch Genkonversion die Leserah-
menverschiebung reparieren und tragen dann wieder IgM auf der
Oberflache. Dies kann durch FACS-Analyse sichtbar gemacht wer-
den.

2.3 Aktivitatsinduzierte Cytidin Deaminase

Aktivitatsinduzierte Cytidin Deaminase (,,AID¥) ist fiir die drei B-zellspezifischen
Rekombinationsmechanismen somatische Hypermutation, Genkonversion und
,Class-switch-recombination“ essentiell [48], [49], [5]. Die Expression von AID
ist auf die Keimzentren der lymphatischen Organe beschrinkt, also den Ort der
Modulation der Immunglobulin-Gene [48]. Wie AID so unterschiedliche Mecha-
nismen kontrolliert, deren Gemeinsamkeit Mutationen sind, ist Gegenstand vieler
neuerer Untersuchungen. Die Frage ist, wie genau AID Mutationen induziert. Da-
bei kénnte AID die Synthese eines DN A-schneidenden Enzyms hervorrufen, da
DNA-Strangbriiche in allen Mutationsmechanismen eine Rolle spielen. AID kénn-
te auch selbst Mutationen auf der DNA erzeugen, da es eine Deaminase-Aktivitéit
hat, die an der DNA wirken konnte.

AID hat eine Domine, die eine Sequenzhomologie zum RNA-editierenden
APOBEC-1 (Apolipoprotein B editing catalytic subunit 1) aufweist [48]. APOBEC-
1 ist die katalytische Untereinheit von APOBEC, einem RNA-editierenden Kom-
plex, der zusammen mit einem akzessorischen Molekiil Cytosin zu Uracil auf dem
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apoB-Transkript deaminiert und dadurch neben dem Apolipoprotein 100, ein al-
ternatives Apolipoprotein 48 erzeugt. Auch AID hat eine Deaminaseaktivitét,
fiir die allerdings das Substrat und mogliche akzessorische Molekiile bisher unbe-
kannt sind. Die Sequenzhomologie, und die Tatsache, dass AID CTP zu UTP an
freien Nukleotidtriphosphaten deaminiert unterstiitzen die Hypothese, dass auch
AID Cytosin zu Uracil auf der mRNA editieren kénnte, um damit die Synthese
einer Endonuklease zu hervorzurufen, die DNA-Strangbriiche in den variablen V-
bzw. konstanten S-Regionen katalysiert [48|, |[57]. Diese Stranglésionen konnten
die Hypermutation induzieren (siehe auch Abb. 6 auf Seite 15). Auch wurde ge-
zeigt, dass APOBEC-1 nur zusammen mit seinem Partnerprotein ACF (Apobec-1
Complementation Factor) die mRNA binden kann [47].

@ NHEY —{ITI-

Abbildung 6: Durch die Sequenzhomologie von AID zu
APOBEC-1 wird iiber die mogliche Aktivitdt von AID spekuliert:
AID und ein akzessorisches Molekiil (X) kénnten eine mRNA bin-
den und editieren, in diesem Falle ein C zu U deaminieren, und
damit eine reife mRNA erzeugen, die ein DNA-schneidendes En-
zym kodiert, das in ,,Class-switch-recombination” und somatische
Hypermutation involviert ist. CSR: Schneiden der S-Regionen und
anschliessende Reparatur durch NHEJ. SH: DNA Doppelstrang-
briiche im V-Exon und anschliessende Reparatur durch fehleran-
féllige Polymerasen, die Punktmutationen erzeugen [50].

Genkonversion, somatische Hypermutation und ,Class-switch-recombination®
sind mehrstufige Prozesse. DNA-Strangbriiche und Reparatur konnten dabei nach-
gewiesen werden. Auch ist die Mutation von der Transkriptionsaktivitdt abhéngig
[37]. AID wirkt also wéihrend eines oder mehrerer dieser Zwischenschritte. Fiir die
Reparatur durch NHEJ scheint AID nicht notwendig zu sein, da NHEJ auch bei
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V(D)J-Rekombination der Reparaturmechanismus ist und die Abwesenheit von
AID die V(D)J-Rekombination nicht beeintrachtigt [49]. Die in hypermutieren-
den Zellen detektierten Doppelstrangbriiche fiihrten zu der Vermutung, dass diese
die Mutationsmechanismen initiieren kénnten [67], [56] [14]. Doppelstrangbriiche
wurden aber auch in AID-defizienten B-Zellen gefunden, so dass die detektier-
ten Doppelstrangbriiche nicht als alleinige Erklérung fiir die Mutation ausreichen
[15],[19], [57].

AID konnte direkt an der DNA in der V- bzw. C-Region wirken, indem dort
Cytosine zu Uracil deaminiert werden. Die so erzeugten Mutationen wiirden Re-
paraturprozesse induzieren, die zu Genkonversion, somatischer Hypermutation
bzw. ,Class switch recombination* fiihren konnten [58].

In der Arbeitshypothese, Abschnitt 1, wird die mégliche Einwirkung von AID
in drei Szenarien zusammengefasst. In den hier durchgefiihrten Experimenten
wurde der Einfluss auf die Transkription als Mdoglichkeit vorausgesetzt und un-
tersucht.

2.3.1 AID und die autosomal rezessive Form des Hyper-IGM- Syn-
droms

Das Hyper-IgM-Syndrom ist durch normale oder erhéhte Serum-IgM Werte und
eine Abwesenheit von IgG, IgA und IgE charakterisiert, was mit einer stark erh6h-
ten Anfilligkeit fiir bakterielle Infektionen einhergeht [53]. Die X-chromosomale
Form des Syndroms (HIGM1) ist Folge einer Mutation im CD40-Ligand-kodierenden
Gen [4]. Der CD40-Ligand ist ein auf Helfer-T-Zellen lokalisiertes Membranpro-
tein, das durch Bindung von CD40 auf B-Zellen Proliferation, Adhésion und
Class-switch induziert. Bei der autosomal rezessiven Form (HIGM2) ist der CD40-
Ligand intakt. Durch eine Mutation im AID-Gen kommt es zu dieser Form des
Hyper-IgM-Syndroms mit folgenden Hauptmerkmalen:

e Abwesenheit von ,Class-switch-recombinatin“ und somatischer Hypermu-
tation

e Lymphknotenhyperplasie bedingt durch Riesenkeimzentren
[61]

2.3.2 AID-Knockout in DT40 Crel

Die Funktion eines Gens kann durch gezielte Genausschaltung in DT40 Crel un-
tersucht werden. DT40 Crel AID /~ist eine AID-Knockout-Mutante von DT40
Crel, in der die Genkonversionsaktivitit vollstindig zum Erliegen kommt
[5]. Mit DT40 Crel und DT40 Crel AID~/~ hat man zwei Zellinien in der Hand,
die sich hinsichtlich ihrer Genkonversionsaktivitiat und AID-Expression deutlich
unterscheiden. Falls diese Unterschiede durch eine verédnderte Transkription von
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AID-Zielgenen bedingt sind, kénnte man z.B. mittels ,Northern blots“ gezielt
nach differentiell exprimierten Genen suchen. Dafiir miisste man Kandidatenge-
ne formulieren konnen, die dabei vermutlich eine Rolle spielen. Transkriptions-
faktoren, Nukleasen, Polymerasen wiren als solche Kandidaten zu nennen. Man
miisste dazu aber eine recht genaue Vorstellung davon haben, welche Gene durch
AID beeinfluft werden. Besser wire es in diesem Fall, sich einer ungezielten Me-
thode, wie der im néchsten Abschnitt beschriebenen, zu bedienen bei der auch
unbekannte Gene detektiert werden kénnen, da man iiber die Weise, in der AID
wirkt noch nicht viel weif.

2.4 Mikroarrays zur Transkriptionsanalyse

Um das Genom eines Organismus zu analysieren, konnen verschiedene Methoden
angewandt werden. Eine davon ist das Anlegen sogenannter EST-Datenbanken,
die aus Sequenzen von ESTs, expressed sequenced tags“ bestehen. Sie reprisen-
tieren den Teil des Genoms, der tatséchlich transkribiert und gegebenenfalls auch
translatiert wird, also hauptséchlich die Gene. Die relative Uberschaubarkeit des
menschlichen Genoms mit ca. 33 000 Genen [82] kann die Komplexitét eines Orga-
nismus nicht erkliaren. Die Kenntnis der Basenabfolge auf der DNA reicht bisher
nicht aus, um Aussagen iiber die Funktion einzelner Gene im Zusammenspiel mit
anderen Genen, iiber deren Einbindung in zelluldre Prozesse, Wachstum, Differen-
zierung und Krankheit zu machen. Um diese Prozesse zu studieren, richtet man
seinen Blick auf Transkription, Translation und deren Regulation. In den letzten
Jahren wurde eine Methode entwickelt, mit der die mRNA-Population einer Zelle
quantifiziert werden kann [16]. Dabei konnen gleichzeitig tausende transkribierter
Gene einer Zelle unabhéngig voneinander analysiert werden. Ein solches , Tran-
skriptionsprofil zu einem bestimmten Zeitpunkt oder unter bestimmten Umstan-
den zeigt wie eine Momentaufnahme die Transkriptionsaktivitiat der Zelle. Durch
die Analyse und den Vergleich mehrerer solcher Profile zu verschiedenen Zeit-
punkten oder unter verschiedenen Umstinden kann durch die unterschiedliche
Expression von Genen auf deren Einbindung in den beobachteten Prozess ge-
schlossen werden. Durch Clusteralgorithmen lassen sich Gene zusammenfassen,
die ein &hnliches Expressionsmuster zeigen. Da man zeigen konnte, dass Gene
mit dhnlicher Funktion in dhnlicher Weise ihre Expression unter verschiedenen
Bedingungen verdndern, kénnen Vermutungen iiber die Funktion unbekannter
Gene angestellt werden, die mit schon bekannten Genen koexprimiert werden
[23], [38]. Ein Transkriptionsprofil ist ein zelltypischer und zellzustandtypischer
molekularer Phénotyp [87]. Im Gegensatz zum statischen Genom, das in jeder
Chromatin enthaltenden Zelle eines Organismus vorhanden ist, gibt es so vie-
le , Transkriptome®, wie es Zellarten multipliziert mit Umweltfaktoren gibt [13].
Die Beschreibung der Transkription von Genen ist also stets an eine detaillierte
Beschreibung der Umstédnde gekniipft, unter denen sie gemessen wird.
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2.4.1 Bedeutung von Transkriptionsprofilen fiir die medizinische Dia-
gnostik und Therapie

Unter Krankheiten, die unter dem gleichen Namen laufen, gibt es oft grofe Un-
terschiede in Symptomatik, Verlauf und Ansprechen auf Therapie, die auf un-
terschiedliche molekulare Phanotypen zuriickzufiihren sind. Gerade unter den
malignen Erkrankungen gibt es molekular sehr unterschiedliche Tumoren mit
demselben Namen. Wenn es moglich wire, diese molekularen Unterschiede in die
Diagnosekriterien mit hinein zu nehmen, konnte man gezielter auf die jeweili-
gen Situationen reagieren und differenziertere Therapieplane erstellen. DLBCL,
,Diffuse large B-cell lymphoma®, ist der am weitesten verbreitete Subtyp des
Non-Hodgkin-Lymphoms. Die Klassifikation von menschlichen Lymphomen hat
sich von ihrer urspriinglichen Entdeckung durch Thomas Hodgkin 1832 bis heu-
te basierend auf morphologischen und molekularen Eigenschaften laufend wei-
ter entwickelt [64]. Das Klassifikationssystem der Wahl ist zur Zeit die REAL-
Klassifikation, die ,,Revised European-American Lymphoma“-Klassifikation, nach
der verschiedene morphologische Subtypen in Gruppen aufgeteilt werden [34],
[52]. Klinisch ist DLBCL sehr heterogen, die Uberlebensraten verschiedener Pa-
tientengruppen unterscheiden sich deutlich. Durch eine weitere Differenzierung
kénnte durch eine revidierte Diagnostik eine gezieltere Therapie erreicht werden.
Mit der Anfertigung von Transkriptionsprofilen mittels DNA-Mikroarrays kann
man innerhalb des DLBCL durch einen ,Clusteralgorithmus“ zwei molekular un-
terschiedliche Subtypen mit differentiell exprimierten Genen beschreiben, die un-
terschiedlichen Stadien der Aktivitdt und B-Zellentwicklung zugeordnet werden
kénnen [23]. Die Uberlebensraten und das Ansprechen auf die Therapie fallen in
beiden Typen sehr unterschiedlich aus: Der eine Typ, mit einer deutlich héhe-
ren Uberlebensrate, zeigt ein dhnliches Transkriptionsprofil wie im Keimzentrum
befindliche B-Zellen. Der andere Typ hat ein &hnliches Muster wie in vitro akti-
vierte periphere B-Zellen und eine geringere Uberlebensrate. DLBCL wird nach
dieser Differenzierung zu zwei verschiedenen Krankheitsbildern, die unterschied-
liche Therapien fordern [3]. Verdnderte Diagnosekriterien durch Mikroarrays bei
Brusttumoren beschreiben auch |71].
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3 Material und Methoden

In diesem Teil werden die Materialien aufgefiihrt, mit denen die Experimente
durchgefiihrt wurden. Der Methodenteil fiihrt neben der Beschreibung der Ex-
perimente in die cDNA-Bibliothek dkfz426 als Quelle fiir die PCR-Produkte, die
auf die Mikroarrayfilter aufgetragen wurden ein, beschreibt die Herstellung der
Mikroarray-Filter, deren Hybridisierung und anschlieffende Auswertung mittels
spezieller Software und Statistik.

3.1 Material
3.1.1 Filter

Ressourcenzentrum fiir Genomforschung, Berlin ,rzpd“

3.1.2 Software
e AIDA Metrix Light

e AIDA Compare

von der Firma ,raytest”

3.1.3 Radioisotope
a 3P dCTP und v **P dATP von Hartmann

3.1.4 Agarosegelelektrophorese
e Agarose (Sigma)
e EtBr (Boehringer Mannheim)
e Liangenmarker AHindIII®X174 Haelll (New England Biolabs)

3.1.5 Kits
e Oligotex mRNA purification kit (Quiagen)

Kinase-it-kit (Stratagene)

Superscript Preamplification System (Gibco BRL)

Expand long template PCR-System (Roche)

Mobitec-Séulen (MoBiTec)
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3.1.6 ,Stripping-Solution*
e 5>mM NaPi pH7,6 (Sigma)
e 0,1 % SDS (Sigma)

3.1.7 ,,Amasino-Puffer/ Hybridisierungspuffer fiir die Oligo- Hybri-
disierung

e 130 mM NaPi pH7,2 (Sigma)
e 7% SDS (Sigma)
e 250 mM NaCl (Sigma)

3.1.8 ,,Oligowash* fiir die Oligo-Hybridisierung
e 40 mM NaPi pH7,2 (Sigma)
e 1% SDS (Sigma)

3.1.9 50x Denhardt‘s

5 g Ficoll (Type 400) (Serva)

5 g Polyvinylpyrolodon (Merck)

5 g BSA (fraction V) (Boehringer)

3.1.10 Denhardt’s Hybmix/ Hybridisierungslésung fiir die cDNA
20x SSC (Sigma)

50x Denhardt’s

20 %SDS (Sigma)

100 pg/ml SsDNA (Sigma)

3.1.11 'Waschpuffer I-IT1
e (I) 1 x SSC (Sigma) + 0,1 % SDS (Sigma)
e (II) 0,3 x SSC (Sigma) + 0,1 % SDS (Sigma)
e (III): 0,1 x SSC (Sigma) + 0,1 % SDS (Sigma)
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3.1.12 'Weitere Losungen und Puffer
e Trizol Reagenz (Gibco BRL)

e DEPC (Serva)

e Chloroform (Sigma)

e Isopropylalkohol (Sigma)
e EDTA (Merck)

e Tris-Base + HCI (Serva)
e HCI (Serva)

e SDS (Serva)

e NaOH (Sigma)

3.1.13 Weitere Reagenzien
RNAsin Ribonukleaseinhibitor (Promega)

3.1.14 Kulturmedium fiir DT40 Zellen
87 % (500 ml)RPMI Medium 1640 mit 20 mM Hepes Puffer (Gibco BRL)

9 % (50 ml) FBS (Biochrome KG)

2 % (10 ml) Penicillin-Streptomycin (5 pug/ul Penicillin G Sodium, 5 pg/ul
Streptomycinsulfat, 0,85 % Natriumchlorid)(Gibco BRL)

1 % (5 ml) 200 mM L-Glutamin/ 0,85 % Natriumchlorid (Gibco BRL)

1 % (5 ml) Hithnerserum (Sigma)

e 0,01 % (0,05 ml) 2M B-mercaptoethanol (Sigma)

3.1.15 Gefriermedium fiir DT40 Zellen
e 70 % RPMI Medium 1640 (Gibco BRL)

e 20 % FBS (Sigma)
e 10 % DMSO (Merck)
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3.1.16 Oligonukleotid-Primer fiir semiquantitative RT-PCR

(bezogen von der Firma Invitrogene, in 5’-3’-Orientierung)

AID/AT6 CTACCGCATCACATGGTTCACCTCCTGGAG
AID/AI24 CCCAGATCTTGCTTGTGAAGTCTTCTTATTGCTG
B-Aktin BA1 CCCCAAGCTTACTCCCACAGCCAGCCATGG
B-Aktin BAII GGCTCTAGATAGTCCGTCAGGTCACGGCCA
dkfz426 6h7r2 CTGTGTCACTTAACACTCCTTCTCTTGTCC
dkfz426 6h7s2 ACAGAGAATGATGCAAAGATGGAAACAGCC
dkfz426 14111r2 GATGGTCTACTTCCTGGACCGGATCCTGCA
dkfz426 1411152 AGGGGCTGTGGCTGAAAAGGTCTCCATGGC
dkfz426 24f19r2 GTGGAGTGCATCCTGTTCAATGAGGAGTAC
dkfz426 24f19s2 GTTGCCGCTCATGTTGTGGATGGTCAGGTT
dkfz426 2416r2 CTGAGGCTGCAGGCAATACCTTCAGACAGA
dkfz426 2416s2 CACCGTTTTAAGTGTGTTTGCTACCACCAT
dkfz426 24m4r2 TGGTCGTGGAACATCTACCATAACCATGTC
dkfz426 24m4s2 ACACAGCCATTGCTCAGCAGCTCCCTGCAG
dkfz426 26d21r2 GATCTCCAAATAAACCCCTTCCTGAACTAA
dkfz426 26d21s2 TTCCTTGAAAAGGACTATCAGCTCCGTGTC
dkfz426 12120r2 GAGCTATGATACCCGATGGAGCCATGGGAA
dkfz426 1212052 AGAGTGGCTTAACCAAAGCAGGCCCTAATC
dkfz426 1707r2 GGCAATGGTGTGTTATCAACAAATACTGAC
dkfz426 170752 TCAACTCATCATGTGTTAAAATTGCCCACC
dkfz426 32a11r2 CGAAATAAGTAGGTCCACACATTTTCAAGC
dkfz426 32a11s2 CAAGCATTTACCCTTGAACTCAGTTCCTAG
dkfz426 6k19r2 ACAAGAAGGTCATCGCAACGAAGGTTTTGG
dkfz426 6k19s2 GGATATCGTCTGTAATGGTTACGGTCTGCT
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3.1.17 Gerite

Elektrophoresekammer (Bio Rad Laboratories)

Photometer (Amersham Biosciences)

Hybridisierungsofen (Bachofer)

Phosphoimager (raytest)

Minitransilluminator (Bio Rad Laboratories)

e Video Printer P90 (Mitsubishi)

3.2 Methoden
3.2.1 cDNA-Bibliotheken und ESTs

Eine cDNA-Bibliothek ist eine Sammlung von in einen Vektor eingebaute cDNAs,
die mittels reverser Transkription aus der mRNA-Population einer Zelle oder
eines Gewebes gewonnen wurde. Teilsequenzen dieser cDNAs werden als ESTs
(,expressed sequence tags‘) bezeichnet. Da in der Regel jede cDNA von einem
bestimmten Gen abstammt, sind ESTs Teilsequenzen eines exprimierten Gens.

3.2.2 Die cDNA-Bibliothek und die Datenbank bursaler B-Zellen dkfz
426

Die ¢DNA-Bibliothek bursaler B-Zellen ,dkfz426“ besteht aus Plasmiden mit
durchschnittlich 1,3 kb langen cDNA-Insertionen. Teilsequenzen der cDNA-Inser-
tionen von iiber 11 000 Klonen sind in der sogenannten bursalen EST-Datenbank
gespeichert (http://swallow.gsf.de/dt40Est.html). Die Gesamtheit der EST-Infor-
mation kann als Expressionsprofil bursaler B-Zellen bezeichnet werden und stellt
damit ein wichtiges Werkzeug dar, Gene zu finden, die an B-zellspezifischen Re-
kombinationsvorgingen zur Repertoirebildung, insbesondere der Genkonversion
beteiligt sind: Homologievergleiche der ESTs mit Genen von anderen Organismen
liefern oft Hinweise auf die Funktion der durch die ESTs reprisentierten Gene.
So werden potentielle Kandidatengene fiir einen bestimmten zellbiologischen Vor-
gang formuliert. Durch gezielte Ausschaltung dieser Kandidatengene in der Zel-
linie DT40 und die anschliessende Uberpriifung des resultierenden Phinotypes,
kann man die Rolle des Gens in dem zur Frage stehenden Vorgang iiberpriifen.
Die Bibliothek wurde im DKFZ-Heidelberg (Deutsches Krebsforschungszentrum)
hergestellt. Fiir die cDNA-Bibliothek wurde die RNA aus der Bursa fabricii zwei
Wochen alter Hiithner mit oligo dT geprimed, in cDNA umgeschrieben und ge-
richtet in einen Plasmidvektor bekannter Sequenz kloniert, um die Sequenzierung
vom 5‘-Ende des cDNA-Inserts zu erlauben. Diese Klone werden in Mikrotiter-
platten aufbewahrt. Fiir die Sequenzierung wurde ein Primer verwendet, der in
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der Polylinkerregion des Plasmides oberhalb des cDNA-Inserts anheftet. Die mei-
sten der so erhaltenen Sequenzstiicke haben eine Linge von 400-700 Basen. Un-
gefahr 15 % der sequenzierten Klone sind in voller Linge vorhanden und reichen
somit an das 5‘-Ende der durch das Gen kodierten Sequenz. Den anderen Klonen
der cDNA-Bibliothek fehlt noch Information, die allerdings durch die RACE-
Methode (,rapid amplification of cDNA ends“) aufgeschliisselt werden kann. Um
die Sequenzinformation aus der EST-Datenbank nutzen zu kénnen, kann man ei-
ne Homologien- oder Stichwortsuche gegen die 6ffentlichen Sequenzdatenbanken
vornehmen (human EST database (BLASTN), Gen Bank/EMBL (BLASTN),
PIR Protein database (BLASTX)) [1].

3.2.3 Anfertigung von Mikroarrays

Einzelstrangige Nukleinséduren werden in Form von cDNAs oder Oligonukleotiden
durch ein Robotersystem auf unterschiedliche Untergriinde, wie Glasplatten oder
Nitrozellulosemembranen (,Chips®) in hoher Dichte aufgetragen. Diese Chips wer-
den anschliessend mit einer radioaktiv oder fluoreszenz-markierten einzelstrangi-
gen Sonde hybridisiert. Es kommt zu einer Paarung komplementarer Basen. Mit
einem Phosphoimager oder einem Laserscanner kann man dann die Signale detek-
tieren. Eine digitale Bildsoftware verkniipft die gewonnenen Signale mit den auf
dem Array positionierten Gensequenzen. Die Ergebnisse werden dann statistisch
ausgewertet und mit anderen Expressionsmustern verglichen.

Fiir die hier durchgefiihrten Mikroarrayexperimente waren folgende sechs
Schritte notwendig, wobei Schritt 1 und 2 vom Ressourcenzentrum fiir Genomfor-
schung in Berlin ausgefiihrt wurden. Schritt 3-6 wurden im Rahmen dieser Arbeit
nach den Protokollen 3.2.9 bis 3.2.14 durchgefiihrt.

1. ESTs aus der cDNA Bibliothek dkfz426 werden mittels PCR amplifiziert
und gereinigt.

2. Die PCR Produkte werden mit Robotern als Duplikate auf eine Nylonfilter-
Membran aufgetragen.

mRNA wird aus Zellen isoliert.
cDNA wird synthetisiert und radioaktiv mit **P markiert.

Hybridisierung der Membran mit der radioaktiv markierten Sonde.

A T

Signaldetektion mittels Phosphoimager und anschliessende Analyse des
, ITranskriptionsprofils® mit der Analysesoftware ,AIDA*.

3.2.4 Herstellung der RZPD Filter

Auf jedem Nylon-Filter sind auf einer Fliache von 22 x 22 ¢cm, in einem identischen
Punktmuster 14 592 ¢cDNA-Klone doppelt aufgetragen. Die Quelle der cDNAs
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ist die bereits beschriebene Bibliothek bursaler B-Zellen dkfz426. Dabei wurden
die cDNA-Insertionen aus 38 384er Klonplatten per PCR amplifiziert und als
PCR-Produkte aufgetragen. Jedes PCR-Produkt liegt zur internen Kontrolle als
Duplikat vor und ist in einer Menge von 10-20 ng aufgetragen.

Abbildung 7: Die Punkte auf den RZPD Filtern liegen als Duplikate vor. Jeder Punkt ent-
hilt 10-20 ng DNA. Es gibt Positionen, auf denen kein PCR-Produkt aufgetragen wurde, Leer-
punkte, die fiir die spatere Analyse wichtig sind. Die Filter sind im Ressourcenzentrum fiir
Genomforschung (RZPD) angefertigt worden.

Von etwa 70 % der auf dem Filter aufgetragenen cDNA-Insertionen ist eine
Teilsequenz in der bursalen EST-Datenbank vorhanden, von denen wiederum in
etwa 60 % der Félle signifikante Homologien mit schon bekannten Genen aus den
offentlichen Datenbanken aufweisen, und damit annotiert sind. Eine Vielzahl von
ESTs iiberlappt mit anderen ESTs in der bursalen Datenbank. Die Information
iiber diese zusammengehdrenden ESTs kann als sogenannte ,,Clusterinformation®
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auch der Datenbank entnommen werden (siehe 3.2.2). Man kann ein Filter bis
zu fiinfmal hybridisieren. Zwischen jeder Hybridisierung sollte das Filter von der
Restaktivitit befreit werden und fiir einen Zeitraum von ca. drei Wochen gelagert
werden (siehe auch 4.1 im Ergebnisteil).

3.2.5 DT40 Zellen in Zellkultur

DT40 Zellen werden in einem angefeuchteten Inkubator bei 41 °C und 5 % CO,
bis zu einer Menge von 300 ml und einer Zelldichte von 10° Zellen pro ml in
Kultur gehalten. Zum Zeitpunkt der RNA-Isolation befinden sich die Zellen in
der logarithmischen Phase ihres Wachstums und bilden unter dem Mikroskop
charakteristische , Teilungs-Cluster, wobei der Anteil von toten Zellen in der
Kultur sehr gering ist.

3.2.6 Zihlung der Zellen

20 pl Zellsuspension werden mit 20 pl Trypanblaufarbe gemischt. Ein Tropfen
wird unter ein Deckgldschen auf einer Neubauer-Zahlkammer gegeben. Intakte
Zellen, die keine Farbe inkorporieren, werden unter dem Lichtmikroskop gezahlt.
Die durchschnittliche Zellzahl pro 0,1 mm? Feld wird mit 2 x 10* multipliziert,
um die Dichte der Zellen pro ml Zellsuspension zu ermitteln.

3.2.7 Aufbewahrung von DT 40 Zellen

Fiir lingere Lagerung werden DT40 Zellen in Gefriermedium suspendiert, das
DMSO (,,Dimethylsulfoxid“) enthélt, um eine Kristallbildung zu verhindern.
5-10 x 10° Zellen werden in 1 ml Medium aufgenommen und in einem Gefrier-
rOhrchen zunéchst bei -70 °C iiber Nacht eingefroren. Dabei umschliefst man die
Rohrchen zunéchst mit einem Styroporbehélter, um ein langsames Einfrieren zu
gewéhrleisten. Nach zwei bis drei Tagen konnen die Zellen in einen Stickstofftank
(-196 °C) transferiert, und bis zu 12 Monate gelagert werden.

3.2.8 Auftauen von Zellen

Beim Auftauen wird darauf geachtet, moglichst schnell eine Temperatur von 37 °C
zu erreichen, um die Zellmortalitit gering zu halten. Die Zellen werden bei 37 °C
aufgetaut und direkt bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des restlichen
DMSO- haltigen Mediums werden sie in 1 ml Medium aufgenommen und in
Kulturflaschen kultiviert.
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3.2.9 RNA-Isolation und mRNA Gewinnung

e Allgemeines zum Umgang mit RNA:

Ribonukleasen sind sehr stabile Enzyme, die keine Cofaktoren bendétigen,
um zu funktionieren. RN Asen sind schwer zu inaktivieren. RNA kann ihnen
innerhalb von Minuten zum Opfer fallen. Daher ist es beim Umgang mit
RNA besonders wichtig, auf eine RNAse freie Umgebung zu achten. Geféfe
und Glaspipetten werden zunéchst gebacken, anschliefend in 0,1 % DEPC-
Wasser iiber Nacht inkubiert und anschliefsend autoklaviert. Losungen wer-
den mit DEPC behandeltem Wasser angesetzt.

e RNA Isolierung mit TRIZOL-Reagenz:

300 ml Zellsuspension werden auf Falcontubes verteilt. Dann werden die
Zellen bei 1500 Umdrehungen pro min. herunterzentrifugiert.

1. Homogenisierung
Fiir Zellen, die in Suspension gewachsen sind, nimmt man 1 ml Trizol
fiir 5-10 x 108 Zellen. Man lysiert die Zellen durch repetitives Pipettie-
ren und inkubiert sie anschliessend 5 min. bei Raumtemperaur. (Fiir
300 ml DT40 Zellen mit 10° Zellen pro ml werden 30 ml Trizol einge-
setzt).

2. Phasenseparation
0,2 ml Chloroform werden pro 1 ml Trizol dazugegeben. Das Gemisch
wird 15 s per Hand geschiittelt und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wird fiir 30 min. bei 4 °C und 4000 Umdrehungen pro
min. zentrifugiert. Nach diesem Schritt wird die RNA ausschliesslich
in der oberen wissrigen Phase erwartet. (Fiir 30 ml Trizol werden 6
ml Chloroform eingesetzt).

3. RNA-Prizipitation (Ausfillung)
Die wissrige Phase wird vorsichtig in ein neues Falcontube gegeben.
Dazu werden 0,5 ml Isopropylalcohol per 1 ml Trizol gegeben. Wieder
wird fiir 30 min. bei 4 °C und 4000 Umdrehungen pro min. zentrifu-
giert. (Fiir 30 ml Trizol werden 15 ml Isopropylalkohol eingesetzt).

4. RNA-Waschen
Der Uberstand wird abgegossen, das verbleibende RNA-Pellet mit 75
% Ethanol gewaschen und fiir 15 min. getrocknet. Die RNA wird zu-
letzt in RNAse freiem Wasser gelost und fiir 10 min. bei 55-60 °C
inkubiert.

e RNA Qualitatskontrolle durch Gelelektrophorese:

Die Integritdt und Grokenverteilung der RNA wird im Agarosegel anhand
der ribosomalen Banden iiberpriift. Die meisten RNAs einer Zelle, rRNAs,
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tRNAs und leichte nukledre RNAs, die in einer definierten Linge und Se-
quenz vorliegen, bilden auf einem Gelelektrophoresebild charakteristische
Banden. Zwischen den ribosomalen Banden auf einem Elektrophoresebild
liegt die mRNA, die einen Schmier zwischen einigen 100 Basenpaaren und
mehreren Kilobasen bildet.

1. Bereitung des 0,8 %igen Agarosegels
In 200 ml TE werden 1,6 g Agarose gegeben und in der Mikrowelle
erhitzt, nicht gekocht, bis sich die Agarose vollstindig gelost hat. Man
148t das Gemisch abkiihlen. Dann setzt man 20 pl Ethidiumbromid (1
mg/ml) hinzu und giet es anschliefend in einen Elektophoreseschlit-
ten und wartet, bis das Gel erstarrt ist.

2. Laden des Gels
10 ug RNA und 2 pl 10 x Farbepuffer werden in einem Volumen von
20 pl pro Tasche geladen. Als Langenmarker wird 1 ug Lambda Hind
IIT X174 Hae III DNA verwendet.

3. Elektrophorese
Bei 120 V lauft die Elektrophorese 50 min. in 1 x TAE Puffer.

4. Auswertung des Bildes mit 300 nm UV Transilluminator

e RNA-Quantifizierung und Reinheit:

Um die Menge und Qualitdt einer RNA-Probe zu messen, bedient man sich
am besten eines Spektrophotometers. Eine Absorption von einer Einheit
bei 260 nm Wellenlénge entspricht einer Menge von 40 ng pro ul RNA in
DEPC-behandeltem Wasser gelost. Auch hier ist es wichtig darauf zu ach-
ten, dass man eine RN Ase-freie Cuvette benutzt. Man kann die Cuvette mit
0,1 M NaOH, 1 mM EDTA und RNAse freiem Wasser (DEPC behandelt)
auswaschen. Die Ausbeute an RNA, die aus 300 ml Zellsuspension (10° Zel-
len pro ml) gewonnen wurde, bewegte sich hier zwischen 500 ug und 1,5
mg RNA. Die Ausgangsmenge ist fiir die bendtigte Menge an Oligotexpar-
tikeln von Belang (s.u.). Die Reinheit der RNA kann durch die Messung des
Verhiltnisses zwischen der Absorption bei 260 nm und 280 nm abgeschétzt
werden. Sie sollte zwischen 1,9 und 2,1 liegen.

e Prinzip der mRNA Gewinnung mit dem Quiagen Kit:

Eine typische Saugetierzelle enthilt 10-30 pg RNA. Die meisten dieser
RNAs sind tRNAs und rRNAs. Der Anteil der mRNA an der gesamten
RNA einer Zelle betrigt 1-5 %, abhéngig vom Zelltyp und physiologischen
Zustand. Es gibt ca. 360 000 mRNA Molekiile in einer einzigen Saugerzelle.
Seltene mRNAs, die insgesamt einen Anteil von 45 % der mRNA Popu-
lation bilden, kénnen mit 5-15 Kopien in einer sehr geringen Molekiilzahl
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vorliegen [2]. Um den relativen Anteil an mRNA in einer RNA-Population
als Ausgangsmaterial fiir die cDNA Synthese zu erhéhen, bedient man sich
patentierter Oligotexpartikel. Die meisten der eukaryotischen mRNAs wer-
den posttranskriptionell polyadenyliert, rRNAs und tRNAs hingegen nicht.
Da Poly(A)-Schwénze mit Oligo dT-Sequenzen hybridisieren koénnen, hat
man spezielle Polystyren-Latexpartikel entwickelt, an die kovalent dC1yT3q-
Oligonukleotide gebunden sind.

Protokoll der mRNA Gewinnung mit dem Quiagen Kit:

Man erhitzt die Oligotex-Suspension auf 37 °C in einem Heizblock. Nach
der Erhitzung mixt man die Suspension mit einem Vortexer und lasst sie
bei Raumtemperatur stehen. Den OEB-Puffer ldsst man bei 70 °C in einem
Heizblock stehen. Alle Schritte werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt
(20-30 °C). Alle Zentrifugationsschritte werden bei 14 000 x g durchgefiihrt.
Die zuzusetzenden Mengen entnimmt man einer Tabelle. Sie beziehen sich
auf die Menge der verwendeten RNA.

1. Hybridisierung

Nachdem die Menge der RNA bestimmt ist, pipettiert man sie in ein
1,5 ml Reaktionsrohrchen und fiillt sie gegebenenfalls mit RNAse frei-
em Wasser auf das im Kitprotokoll angegebene Volumen auf. Dazu
gibt man die Oligotex-Suspension und OBB Puffer hinzu und mixt
durch repetitives pipettieren. Dann inkubiert man das Gemisch fiir
drei Minuten bei 70 °C im Heizblock. Die Sekundarstruktur der RNA
wird so zerstort. Man entnimmt das Gemisch dem Heizblock und in-
kubiert bei Raumtemperatur (20-30 °C) fiir 10 Minuten. Jetzt kénnen
die dT3p-Oligotex-Partikel und der Poly(A)-Schwanz der mRNA hy-
bridisieren.

2. Abtrennung des Oligotex-mRNA-Komplexes
Man zentrifugiert den Oligotex-mRNA-Komplex fiir zwei Minuten bei
14 000 x g) und pipettiert den Uberstand ab.

3. Waschen des Oligotex-mRNA-Komplexes

Jetzt resuspendiert man das Oligotex-mRNA Pellet in der angegebe-
nen Menge OW Pulffer, pipettiert die Suspension auf eine Filtersiule,
die man in ein 1,5 ml Reaktionsréhrchen plaziert und zentrifugiert fiir
eine Minute bei maximaler Umdrehung. Man transferiert die Filter-
sdule auf ein neues 1,5 ml Reaktionsrohrchen und pipettiert nochmal
die gleiche Menge OW-Puffer darauf. Dann zentrifugiert man wieder
bei maximaler Umdrehung. Den Durchlauf gieft man weg.

4. Eluierung der mRNA
Die Filtersdule transferiert man nun in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
rohrchen, pipettiert 70 °C heifen OEB-Puffer auf die Sédule und mischt
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durch repetitives pipettieren. Man zentrifugiert wieder bei hochster
Umdrehungszahl. Erneut pipettiert man OEB-Puffer auf die gleiche
Sdule, mischt und zentrifugiert. Das Eluat enthilt nun die aufgerei-
nigte mRNA. RNA bewahrt man bei -20 bis -70 °C auf.

e Quantifizierung und Qualitdtskontrolle der mRNA:

Die Menge der mRNA kann man, wie die der Gesamt-RNA, mittels Spek-
trophotometer ermitteln. Die Integritdt und Grossenverteilung der aufge-
reinigten mRNA kann man durch denaturierende Agarosegelelektrophorese
darstellen. Da die mRNA Menge hier gering war, wurde die Qualitit nach
der cDNA Synthese mit einem Gelbild getestet. Dabei braucht man nur ei-
ne geringe Menge an cDNA, da sehr wenig Radioaktivitat ausreicht, einen
Film zu schwérzen.

3.2.10 cDNA-Synthese

mRNA ist relativ instabil. Um eine stabile Sonde fiir das spatere Hybridisierungs-
experiment zu erhalten, schreibt man die RNA mittels reverser Transkriptase in
cDNA um. Dabei wird gleichzeitig 3*Phosphor markiertes dCTP eingebaut. 3P
hat eine kiirzere Reichweite als 3P und erzeugt schirfere Signale.

e Einzelstrang cDNA Synthese mit Superscript II RT:

0,5-1 ug RNA werden in einem Reaktionsrohrchen mit der gleichen Menge
dTV Primer (d71g) in einem Gesamtvolumen von 10,5 pl (evtl. aufgefiillt
mit DEPC H,0) auf 70 °C erhitzt, dann kurz auf Eis gekiihlt. Bei Raum-
temperatur werden in folgender Reihenfolge hinzugegeben:

0,5 ul RNAsin (RNAse-Inhibitor)
5,0 ul 5x RT-Puffer

9.5 4l 0,1 M DTT

0,5 4l 20 mM dGTP, dATP, dTTP
5,0 ul @ 3P dCTP (10 uCi/pul)

AR

Das Gemisch wird fiir eine Minute bei 37 °C vorgewdrmt. Jetzt wird 1 ul
Superscript II RT hinzugegeben In einem Heizblock wird fiir 2 Stunden bei
37 °C inkubiert.

e Hydrolyse der RNA, Gewinnung der Einzelstrang-cDNA:

Bei Raumtemperatur werden dem Reaktionsgemisch in folgender Reihen-
folge hinzupipettiert:

1. 1 10,5 M EDTA pH 8,0
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2.1 110 % SDS
3. 3 ul 3 N NaOH

Bei 68 °C wird 30 Minuten inkubiert und hinterher auf Raumtemperatur
abgekiihlt. Bei Raumtemperatur werden hinzugefiigt:

1. 1 1 1 M Tris HCI pH 8,0
2. 3 ul 2 N HCI

Das Volumen betragt jetzt 33,5 pul. Man gibt 16,5 ul HoO hinzu, um auf
ein Volumen von 50 ul zu kommen und so die Sdulen-Reinigung der Sonde
von nicht inkorporierten Nukleotiden zu erleichtern .

Entfernung der nicht inkorporierten Radionukleotide mittels ,MoBiTec*
Zentrifugationssdulen und Messung der Inkorporation:

1-2 pl der vorbereiteten Sonde werden in ein Rohrchen mit Scintillations-
fliissigkeit gefiillt. Mit einem Scintillationszdhler werden die cpm gemessen.
Jetzt bereitet man ein Rohrchen fiir die Abtrennung der nicht inkorporier-
ten Nuklide vor:

1. Um das Harz zu resuspendieren, vortext man zunéchst eine Zentrifu-
gationssaule.

2. Man entfernt den Verschluss des unteren Endes und lockert den Deckel
der Saule

3. Fiir eine Minute zentrifugiert man bei 2500 rpm {iber ein Reaktions-
rohrchen und stellt die Sdule hinterher in ein neues.

4. Dann 1ad man die cDNA Sonde auf die Sdule und zentrifugiet bei
gleicher Umdrehungszahl fiir zwei Minuten. Die nicht inkorporierten
Nukleotide sollen in der Séule héngenbleiben.

Man misst nun erneut die Radioaktivitét in der Scintillationsfliissigkeit und
berechnet die Inkorporation. Sie sollte ca. 50 % betragen. Zum Schluf hit-
zedenaturiert man die Sonde fiir 5 Minuten bei 100 °C, um Sekundéarstruk-
turen zu zerstéren und legt sie kurz auf Eis.

Fiir die Hybridisierung sollte man ca. 10° cpm/ml Hybridisierungspuffer
benutzen.

Qualitatskontrolle der cDNA mittels Agarosegelelektrophorese: Um die Gros-
senverteilung der bereits radioaktiv markierten cDNA zu erhalten, kann

man ein Agarosegel herstellen, das iiber Nacht auf einem Film exponiert

wird. Das Gel wird nach dem oben beschriebenen Protokoll (siehe 3.2.9 auf

S. 27) vorbereitet und mit cDNA beladen. Nach der Elektrophorese wird

es auf einem Geltrockner getrocknet und iiber Nacht einem Film exponiert.

Am néchsten Tag kann man die Grossenverteilung als Schwérzung sehen.
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3.2.11 ,Stripping“ der RZPD Filter

Die Filter werden nach jeder Hybridisierung gestrippt, um verbliebene Radioak-
tivitdt zu entfernen damit die Filter wieder verwendet werden kénnen, was bis
zu fiinf mal moglich ist. Dazu wird die ,Stripping solution“ auf 100 °C in der
Mikrowelle erhitzt und in einen Behélter gegossen. Der Filter wird langsam und
vorsichtig beginnend von einer Ecke in die heisse Fliissigkeit getaucht und 45
Minuten bei leichtem Schiitteln inkubiert.

3.2.12 Hybridisierung der RZPD Filter mit Oligonukleotiden

Die Oligohybridisierung dient als Kontrolle: Die Oligonukleotide hybridisieren
dabei je nach Menge an aufgetragenen PCR-Produkten auf jedem Punkt gleich,
da es sich bei ihnen um unspezifische 13 bp lange Oligonukleotide handelt. Die
Oligohybridisierung kann im Vergleich mit der komplexen cDNA-Hybridisierung
hintergrundproduzierende Variablen kennzeichnen, z.B. unsaubere Zonen auf dem
Filter, oder Unregelméfigkeiten. Eine Darstellung der Korrelation der Duplika-
te eines Filters, sowie die gleicher Werte auf zwei Filtern (siehe Abb. 24 und
Abb. 31), dient im Vergleich mit den komplexen Hybridisierungen als Normie-
rung. Auch werden die Oligo-Hybridisierungen in der statistischen Auswertung
als weitere Sonden betrachtet, deren Wert in die Berechnung eingeht. Die beiden
verwendeten Filter wurden vor der Hybridisierung mit den ¢cDNAs mit Oligonu-
kleotiden hybridisiert.

e Bereitung der Oligosonde mit dem ,kinase-it-kit“ Mittels PNK (Polynukleo-
tidkinase) und v **P dATP werden die einzelnen Oligonukleotide mit 3*P
markiert. Nacheinander pipettiert man in ein Reaktionsrohrchen:

1. 0,4 pl M;3 Oligonukleotide (25 pmol/ul)

2. 3,5 pl Kinase-Puffer

3. 25,1 ul HyO

4. 5 pl 3P dATP

5. 1 pl Ty Polynukleotidkinase (PNK)
Insgesamt 35 ul Reaktionsgemisch werden bei 37 °C 30 Minuten lang inku-
biert. Anschliessend fiillt man mit 65 ul gefiltertem H>O auf 100 ul auf, um
ein ausreichendes Volumen fiir die Sdulen-Reinigung zu haben. Die iiber-
schiissigen Radionuklide entfernt man hinterher mit einer unter 3.7.3 be-
schriebenen ,MoBiTec* Zentrifugationssaule.

e Tag 1, Prahybridisierung; Hybridisierung:

Der Filter wird in einer Glasflasche plaziert und bei Raumtemperatur (25
°C) in ,Amasino® fiir 30 Minuten préhybridisiert. Im Anschluss daran wird
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die radioaktiv markierte Oligosonde hinzugegeben und iiber Nacht bei Raum-
temperatur hybridisiert.
e Tag 2, Waschen; Exponieren:

Der Filter wird zweimal fiir jeweils 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
,Oligowash“ in der Flasche gewaschen und anschliessend nach Antrocknen
auf Zellstofftiichern in Frischhaltefolie (ohne Luftblasenbildung) eingepackt
und iiber Nacht auf einem Phosphoimagefilm exponiert.

e Scanning:

Die Signale auf dem Phosphoimagefilm werden mit einem Phosphoimager
detektiert und in Bilddaten umgesetzt.

3.2.13 Hybridisierung der RZPD Filter mit den cDNA Sonden

Fiir die Hybridisierung wird die c¢cDNA aus unterschiedlichen RNA-
Isolationsexperimenten gewonnen (siehe 4.1.1), wobei die Zellkonditionen
gleich zu halten sind. Die RNA von DT40 Crel und DT40 Crel AID—/—
wird fiir jede Hybridisierung einmal aus der jeweiligen Zellkultur isoliert
und in cDNA umgeschrieben. Anschliefend erfolgt die Hybridisierung nach
dem folgenden Protokoll.

e Tag 1, Prahybridisierung und Hybridisierung:

1. 30 ml ,Denhardt‘s Hybmix“ werden bei 65 °C aufgetaut.

2. 7,5 ul (1 pg/pl) (dA)sy wird 5 Minuten bei 100 °C hitzedenaturiert
und auf Eis gelegt. Es soll durch Hybridisierung mit poly-dT-Residuen
den Hintergrund reduzieren.

3. Der nasse Filter wird in einer Glasflasche plaziert, wobei wichtig ist,
dass sich zwischen Glas und Filter keine Luftblasen befinden.

4. ,Denhardt‘s Hybmix“ und (dA), werden in die Glasflasche gegeben.

5. Die Flasche mit Inhalt wird in einen Hybridisierungsofen gesetzt und
bei 65 °C fiir zwei Stunden prahybridisiert.

6. Anschliessend wird die Sonde (10° cpm) hinzugegeben und iiber Nacht
bei 65 °C hybridisiert.

o Tag 2, Waschen:

Beim Waschen wird sukzessiv die Stringenz erh6ht (siehe Zusammensetzung
der Waschlosungen I-III im Materialteil):

1. Die Waschpuffer werden bei 65 °C im Wasserbad vorgewérmt.
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2. Der Filter wird zunéchst fiir 20 Minuten in Lésung I bei 65 °C in der
Flasche gewaschen.

3. Im zweiten Waschgang wascht man fiir 10 Minuten in Losung II bei
65 °C in der Flasche.

4. Der Filter wird nun in einen Behilter transferiert, in dem er erst fiir
10 Minuten in Losung I, und dann fiir weitere 10 Minuten in Losung
IIT bei 65 °C gewaschen wird.

5. Der Filter wird mit der DNA Seite nach unten auf Tiichern getrocknet.

6. Dann packt man den Filter in Frischhaltefolie ein, wobei man darauf
achten muss, dass zwischen der Folie und dem Filter keine Luftblasen
sind.

7. Der Filter wird nun 18-24 Stunden auf einem Phosphoimagefilm ex-
poniert.

e Tag 3, Scanning des Phosphoimagefilms:
Nach 18 Stunden wird der Filter mittels Phosphoimager gescannt.

3.2.14 Auswertung der Filter mit dem ,,Advanced Image Data Ana-
lysingprogram (AIDA)“

Die eingescannten Mikroarray-Filter werden mit dem AIDA-Programm ausge-
wertet, um fiir jedes Gen, bzw. EST einen vergleichbaren Expressionswert zu
erhalten. Die Rohwerte sind das erste Ergebnis. Von ihnen wird der Hintergrund
abgezogen, der durch eine eigene Signalintensitit die Werte verzerrt, sowie eine
Normalisierung vorgenommen, um die Expressionswerte vergleichbar zu machen.
AIDA erzeugt Tabellen, in denen die Werte einzeln aufgestellt (,AIDA Metrix“),
oder einander gegeniibergestellt (,AIDA compare) werden (siehe auch Abb. 23
auf S. 48 und Abb. 30 auf S. 53 im Ergebnisteil). Die differentielle Expression ei-
nes Gens wird durch das Verhéltnis (,ratio“) ausgedriickt, das durch die Division
der zu vergleichenden hintergrundkorrigierten und normalisierten Rohwerte ent-
steht. Dieses Verhiltnis wird in der Literatur als ,Fold difference” [31] bezeichnet,
und beschreibt den x maligen Expressionsunterschied.

3.2.15 ,Noise*

,Noise“ oder ,Rauschen“ ist der Begriff fiir falsch positive, oder falsch negative
Signale. Falsch negative Signale werden gar nicht detektiert. Falsch positive Si-
gnale konnen eine Signifikanz vortduschen, die in Wirklichkeit in das Hintergrund-
rauschen fillt. Das Verhéltnis zwischen Expressionswerten im niedrigen Bereich
zur Noise ist niedriger als das von Werten im hohen Expressionsbereich. Daher
kann man im niedrigen Bereich auch sehr schwer differentiell exprimierte Gene
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detektieren. Die meisten Gene liegen in diesem Bereich niedriger Expressionsun-
terschiede, was man an der Form der Graphen auf Seite 55 sehen kann. Auch bei
der Hybridisierung zweier gleicher cDNAs misst man unterschiedliche Signalwer-
te (sieche Abb. 32 auf S. 54). Solche falsch positiven Messwerte kommen in jedem
Experiment vor und haben unterschiedliche Ursachen [33]:

e Biologische Varianz: Durch das Bemiihen, die RNA der Zellen unter mog-
lichst @hnlichen Bedingungen zu isolieren, wurde versucht, diese Varianz
klein zu halten (siehe auch DT40-Zellen in Kultur).

e Varianz in der technischen Anfertigung des Mikroarrays, der Hybridisie-
rungs- und Waschkonditionen, unterschiedliche Inkorporation der Radio-
nuklide: Diese Varianz wurde durch mdglichst sorgfiltiges Arbeiten klein
gehalten.

e Andere Varianzen, z.B. unprézise Signaldetektion durch den Phosphoima-
ger, konnten nicht génzlich ausgeschlossen werden.

3.2.16 ,, AIDA Array Metrix“

Die eingescannten Grauwerte werden durch das Programm in Zahlenwerte umge-
setzt. Ziel ist es, die Werte miteinander vergleichbar, und damit die differentielle
Expression als Differenz zwischen zwei Zahlenwerten beschreibbar zu machen.
Der Filter enthélt die Information iiber einen Grauwert auf jedem Punkt, der als
Koordinate festgelegt ist. Sichtbar ist ein Punktmuster mit unterschiedlich hellen
Punkten, deren Grauwertspektrum von der Farbe des Hintergrundes bis schwarz
reicht. Zundchst muss man iiber dieses Punktmuster ein dafiir programmiertes
Gitter mit den entsprechenden Koordinaten legen. Damit wird das Alignment
vorbereitet. Beim Alignment legt das Programm hinter jedem Gitterfeld einen
Grauwert fest, der mit einem Integral-Wert beschrieben wird, dem Rohwert. Ver-
schiedene Parameter konnen dabei variiert werden, wie z.B. die Schwelle, die
definiert, ab wann ein Punkt als Punkt erkannt werden soll, bzw. ab wann er in
das Hintergrundrauschen féllt. Ferner kann man die erlaubte Abweichung eines
Punktes von seinem Duplikat (hier 15 %) sowie eine bestimmte erlaubte innere
Inhomogenitét festlegen. Wenn der Alignmentvorgang abgeschlossen ist, erhalt
man eine Ergebnistabelle, in der jedem Punkt ein Integralwert zugeordnet wird,
der sich aus der Gesamtheit aller integrierten Grauwerte ableiten ldsst (siehe
Abb. 23 auf S. 48 im Ergebnisteil). Desweiteren kann man die Korrelation der
Duplikate graphisch darstellen (siehe Abb. 24 und 25-29 im Ergebnisteil, Seite
49-52).

In einem weiteren Schritt kann man von jedem Punkt, dem ein Integralwert
zugeordnet wurde, einen Hintergrundwert abziehen. Dazu gibt es verschiedene
Moglichkeiten. Hier wurde die gewichtete Methode angewendet. Dabei werden
alle Punkte auf dem Filter, denen ein Leerwert zugeordnet wird, als Hintergrund
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definiert. Von jedem integrierten Punkt wird nun ein Wert abgezogen, der sich
aus dem Grauwert der Leerpunkte ergibt, wobei der Einflufs, den jeder Leerpunkt
auf einen Punkt ausiibt, davon abhingt, wie weit er von ihm entfernt ist. Ndhere
Punkte haben danach einen gréferen Einflufs als weiter entfernt liegende. Diese
Methode beriicksichtigt lokale Unterschiede der Signalintensitit auf dem Filter.
Hinterher kann man den hintergrundkorrigierten Wert ablesen (Abb. 23 auf Seite
48).

Als néchstes normalisiert man jeden Wert eines Filters, um die Resultate
zweier Filter vergleichbar zu machen. Dazu wird jeder Punktwert, Integral oder
Integral minus Hintergrund auf den Mittelwert aller Punkte bezogen, wobei Leer-
und Orientierungspunkte ausgeschlossen wurden. In der Tabelle erscheinen dann
weitere normalisierte Werte, die das Verhiltnis aus Integral zu Mittelwert aller
Integrale darstellen (Abb. 23 auf Seite 48).

3.2.17 ,,AIDA Array Compare*

Mit diesem Programm lassen sich zwei vorher mit dem Metrix-Programm berech-
nete Filterdaten vergleichen. Dabei stehen einem mehrere Moglichkeiten der Dar-
stellung zur Verfiigung. Zunichst gibt es eine Tabelle, in der die Daten der einzel-
nen Filter aufgezeigt werden. Dabei werden die Expressionswerte eines ,Master-
Array“Filters einem ,Client-Array“-Filter gegeniibergestellt. Das Verhéltnis aus
den Expressionswerten ist die differentielle Expression. Die Korrelation der Wer-
te zweier Filter wird graphisch dargestellt (siehe Korrelationsgraphen auf Seite
49-57 im Ergebnisteil).

3.2.18 Statistische Auswertung wiederholter Hybridisierungen

Ob Anderungen im Expressionsprofil experimentell signifikant oder zufillig sind,
wird durch statistische Methoden beschrieben. Entscheidend ist, dass man Mikro-
array-Experimente wiederholt [79]. Die Analyse zweier gleicher Filter, die zu ver-
schiedenen Zeiten hybridisiert wurden, zeigt eine deutliche Variabilitéit, die durch
die schon beschriebenen ,Noise“-erzeugenden Faktoren entsteht (sieche Ergebnis-
teil). Auch aus den Tabellen 1aft sich feststellen, dass gleiche Werte aus ver-
schiedenen Hybridisierungen unterschiedlich sind. Da es bei mehr als 14 000
Werten sehr aufwendig ist, jeden einzelnen Wert durchzugehen, wendet man
daher statistische Mittel an, um tatsdchliche Expressionsunterschiede von un-
spezifischen Unterschieden unterscheiden zu konnen. Die Basis fiir die Auswer-
tung bilden die ,Normalized-Bkg“-Werte (siehe Abb. 23 auf Seite 48), die mit
dem Array-Metrix-Programm erzeugt wurden (siehe 3.2.16). 3x2 Wildtyp-, 2x2
Knockout-Werte und 2x2 Oligo-Werte werden in ,,Excel-Tabellen“ gegeniiberge-
stellt. Dabei fallen Dublikate, die iiber 15 % voneinander abweichen, sowie in-
homogene Werte aus der Auswertung aus. (Siehe auch 4.2.1 auf Seite 43 im
Ergebnisteil). Die t-Test-Analyse, sowie die SAM-Statistik wurden vom Insti-
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tut fiir Bioinformatik an der Universitdt Turku/Finnland angefertigt. Das Pro-
tokoll fiir die SAM- Statistik erhélt man ferner {iber die URL: http://www-
stat.stanford.edu/SAM /servlet /SAMservlet.

3.2.19 t-Test-Statistik

Im Allgemeinen ermittelt man mit dem t-Test, ob zwei zu vergleichende Mittel-
werte im Verhédltnis zur Variabilitdt ihrer Werte statistisch unterschiedlich sind.
In diesem Fall sind die zu vergleichenden Mittelwerte die zu vergleichenden Ex-
pressionswerte zweier Filter. Zwei wiederholte Hybridisierungen liefern durch den
Duplikatauftrag insgesamt vier Werte fiir einen Expressionswert. Die Variabilitat
dieser Werte geht in die Berechnung mit ein. Man legt eine Wahrscheinlichkeit (P)
fest, dak die Differenz in der Genexpression zufillig identifiziert wurde. Bei einer
Wahrscheinlichkeit von P = 0,01 werden so schon 100 Gene aus einer Ausgangs-
menge von 10 000 Genen zufillig identifiziert [31], so daf bei grofen Datenmengen
viele falsch positive Werte erzeugt werden.

3.2.20 SAM, ,significance analysis of microarrays®

Um eine wirkliche differentielle Expression von der ,Noise*“ unterscheiden zu kon-
nen und damit signifikante Expressionsunterschiede fomulieren zu kénnen, wurde
eine Methode beschrieben, die jedem Gen einen ,Score” auf der Basis der Ver-
dnderung seiner Expression relativ zur Standardabweichung wiederholter Mes-
sungen zuordnet. Der Wert der differentiellen Expression jedes Gens aus einer
Messung wird iiber alle Werte, die aus wiederholten Hybridisierungen gemes-
sen werden gemittelt. In diesem Fall gibt es 3 Wildtyp-, 2 Knockout-, und zwei
Oligo-Hybridisierungen mit jeweils zwei Mefwerten pro Gen, wobei auch hier
viele Werte hinausfallen, die zu stark von ihrem Duplikat abweichen, oder inho-
mogen sind. Jeder einzelne Wert, der gemessen wird, wird mit dem erwarteten
Wert aus der Mittelung verglichen. Daraus ergeben sich zwei Werte: Die erwar-
tete relative Differenz und die gemessene, bzw. beobachtete relative Differenz.
Die meisten Werte fallen in den Bereich hinein, wo sich die erwartete und die ge-
messene relative Differenz entsprechen, oder geringfiigig voneinander abweichen.
Die Abweichung der Werte voneinander wird als ,,Score jedem Gen zugeordnet.
Gene, deren ,,Scores” iiber einer festgelegten Schwelle liegen, werden als potentiell
signifikant bezeichnet. Der prozentuale Anteil an Genen, die darunter liegen und
somit nur scheinbar signifikant sind, wird als FDR, ,false discovery rate“ beschrie-
ben. Die Schwelle kann variiert werden. Hebt man sie, werden weniger Gene als
signifikant identifiziert. Gleichzeitig steigt aber die Wahrscheinlichlkeit, dass es
sich tatsichlich um eine differentielle Expression handelt [31].
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SAM Plot

beobachtet
\

Abbildung 8: SAMplot von ATD—/~ und DT40 Crel. Auf der y-Achse liegen die gemessenen
(=beobachteten) Werte, die gegen die erwarteten Werte aus der Mittelung aller Differenzwerte
auf der x-Achse aufgetragen sind. Die Differenz zwischen erwartetem und beobachteten Wert
wird durch den ,SAM-Score* ausgedriickt. Der Schwellenwert, ab wann diese Differenz die
differentielle Expression wahrscheinlich macht, wird hier auf +/ — 6, 8 festgelegt. Die meisten
Werte fallen in den Bereich, in dem erwarteter und beobachteter Wert gleich, oder nicht sehr
unterschiedlich sind.

3.2.21 Bestimmung der Sequenzen der differentiell exprimierten ESTs
und Annotation durch Datenbanksuche

Nach Erstellung einer Tabelle mit den differentiell exprimierten ESTs, besteht
die Moglichkeit iiber Homologiensuche in den 6ffentlichen Datenbanken (,blsp®
(swiss protein) und ,, blge“ (gene bank)) verwandte Gene zu identifizieren, deren
Funktion schon besser aufgeklirt wurde. Die Annotationen aus der bursalen EST-
Datenbank beruhen auf diesem Prinzip. Vielleicht finden sich darunter Faktoren,
die bekanntermaifsen in Rekombinations- oder Reparaturprozessen eine Rolle spie-
len (siehe Tabellen unter 4.3).

3.2.22 Semiquantitative RT-PCR zur Bestétigung der differentiellen
Expression

Um die durch AIDA und die beiden statistischen Methoden erhaltenen Werte
durch ein weiteres Experiment zu bestétigen, wurde von 10 ESTs eine RT-PCR
angefertigt. Dabei reicht es, zundchst nur 10 ESTs zu testen, um das Gesamter-
gebnis zu bestétigen (siehe auch Tab. 4 und 5). Mit dieser Methode kann man
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die differentielle mRNA-Expression einzelner Gene in verschiedenen Zellen se-
miquantitativ darstellen und vergleichen. Dabei wird die eingesetzte cDNA aus
initial 50 ng Gesamt-RNA auf 0,5 ng sukzessive erniedrigt. Man kann die Menge
an amplifizierten PCR-Produkten in den verschiedenen Zellklonen vergleichen.
Eine starke Bande bei schon geringen Mengen eingesetzter cDNA im Vergleich
zu einer schwachen Bande bei der gleichen Menge an cDNA im anderen Zellklon,
weist auf eine differentielle Expression hin.

e RNA-Isolation mit dem Trizol-Reagenz (siehe auch 3.2.9)

e cDNA-Synthese nach dem Protokoll 3.2.10 ohne radioaktive Markierung
der cDNA

e Primer fiir die Kontrollen $-Aktin, AID und die ESTs (siehe 3.1.16)
e PCR-Protokoll: ,Expand long template PCR-System®:

1. 2 Minuten initiale Inkubation bei 93 °C

2. 35 Zyklen, 10 Sekunden 93 °C, 30 Sekunden 65 °C, 5 Minuten 68 °C
mit jeweils 20 Sekunden Verlingerung pro Zyklus

3. Letzter Verldngerungsschritt fiir 7 Minuten bei 68 °C
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4 Ergebnisse

Um eine mogliche differentielle Expression zwischen AID-positiver (Wildtyp-)
und AID-negativer (Knockout-) Zelle darzustellen, wurden Transkriptionsprofile
mittels der im Materialteil beschriebenen Filter hergestellt. Die zwei identischen
Filter A und B (siehe auch 3.2.4) wurden zunéchst mit den Oligonukleotidsonden
zur Kontrolle und anschliefend mit den komplexen cDNA-Sonden hybridisiert.
Filter A wurde mit der cDNA der AID-positiven Wildtypzelle, Filter B mit der
der AID-negativen Knockoutzelle hybridisiert. Zwischen den Hybridisierungen
wurden die Filter nach dem Protokoll 3.2.11 gestrippt und fiir einen Monat zum
Abklingen der Restaktivitit gelagert, da die Halbwertszeit von 3P ca. 25 Tage
betragt. Vor der ndchsten Hybridisierung wurde mittels Phosphoimager kontrol-
liert, dass keine Signale mehr zu detektieren waren.

Nacheinander wurden die drei AID-positiven Wildtyp- und zwei AID-negativen
Knockout-Hybridisierungen mit dem AIDA-Programm (siehe 3.2.14 im Material-
teil) ausgewertet. Die gemessenen Expressionsunterschiede unterschieden sich von
Hybridisierung zu Hybridisierung. Darum wurden die Ergebnisse der einzelnen
Hybridisierungen mit den im Materialteil beschriebenen statistischen Methoden
(siehe 3.2.18) ausgewertet. Damit wurde den Werten eine Signifikanz zugeordnet,
die die Wahrscheinlichkeit anzeigte, mit der der gemessene differentielle Expres-
sionswert im Vergleich zu denen wiederholter Hybridisierungen, auch wirklich
differentiell exprimiert war. Auch die Werte der Oligohybridisierungen gingen in
die Berechnung ein, um die Filter A und B zu normalisieren.

Aus dieser statistischen Integration von Werten gleicher Positionen auf dem
Filter aus unterschiedlichen Hybridisierungen, wurden einige Werte gefunden,
die als differentiell exprimiert bezeichnet wurden. Zunéchst wurde in den Daten-
banken nachgeschaut, ob die gefundenen Gene Homologien zu bekannten Genen
zeigten und annotiert sind. Mittels RT-PCR sollten diese Werte anschliessend
bestétigt werden.

4.1 Experimente

4.1.1 RNA-Isolation von AID-positiven und AID-negativen DT40-
Zellen

Die RNA-Quelle der drei Wildtyp-Hybridisierungen, DT40 Crel I, IT und III ist
die Zellinie DT40 Crel. Die Zellen stammen aus einem ,.batch®, d.h., sie entstam-
men einem Gefrierr6hrchen. Zwei cDNA-Sonden, DT40 Crel I und II wurden aus
einer RNA-Isolation genommen. Die dritte cDNA, DT40 Crel III, entstammt ei-
ner eigenen RNA-Isolation aus demselben ,batch“. Die cDNA der Knockoutzelle,
DT40 Crel AID —/~, stammt aus einer einzigen RNA-Isolation aus der Zellinie
DT40 Crel AID/~. Die RNA wurde aus 300 ml Zellkultur, bzw 3 x 10 Zel-
len gewonnen. Die Gesamt-RNA wurde nach dem beschriebenen Protokoll 3.2.9
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extrahiert. Dabei wurden aus jeder Isolation zwischen 500 pug und 1,5 mg RNA
gewonnen. Anschliefend wurde ein Elektrophoresebild angefertigt, um die Inte-
gritdt der RNA zu ermitteln. Aus der Gesamt-RNA von DT40 Crel I und DT40
Crel AID™/~ I wurde mit dem Oligotex-Kit (Protokoll 3.2.9) die mRNA isoliert.
Die Ausbeute an mRNA betrug zwischen 5 und 10 pg. Die mRNA wurde sofort in
radioaktiv markierte cDNA umgeschrieben, wobei jeweils 1,5 ug mRNA fiir eine
Sonde genommen wurde. Die RNA von DT40 Crel II und DT40 Crel AID~/-1I
und III wurde eingefroren und fiir die mRNA-Isolation aufgetaut. Dann wurde sie
ebenso isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die RNA fiir DT40 Crel IIT stammt
aus einer weiteren RNA-Isolation. Aus ihr wurde sofort die mRNA isoliert, die
anschlieffend in cDNA umgeschrieben wurde.

4.1.2 Menge und Reinheit der Gesamt-RNA und mRNA

Sowohl nach der RNA-Isolation als auch im Anschlufs an die mRNA-Aufreinigung
wurden Menge und Reinheit mit dem Photometer ermittelt. Das Verhéltnis zwi-
schen der Absorption bei 260 nm und 280 nm, mit der die Reinheit der RNA
abgeschétzt wird, lag zwischen 1,9 und 2,1. Fiir die cDNA Synthese wurden je-
weils 1,5 g mRNA eingesetzt.

4.1.3 cDNA Synthese und Qualitdtskontrolle

Die mRNA wurde, wie unter 3.2.10 beschrieben in radioaktiv markierte cDNA
umgeschrieben. Eine Qualitétskontrolle der radioaktiven cDNA durch Gel-Elektro-
phorese zeigte eine Lange der cDNA-Fragmente zwischen 500 und 900 Basenpaa-
ren, was fiir eine spezifische Hybridisierung ausreichend ist.

4.1.4 Die spezifische Aktivitidt der Hybridisierungssonden

Die spezifische Aktivitit betrug zwischen 0,5 und 1,4 x 10° cpm/ug ¢cDNA. Es
wurde darauf geachtet, dass die eingesetzte Menge an Radioaktivitdt bei allen
Sonden #hnlich war. Es wurden ca. 1x10° ¢cpm/ml Hybridisierungspuffer einge-
setzt.

4.1.5 Hybridisierung

Die zwei identischen Filter A und B wurden in folgender Reihenfolge nachein-
ander hybridisiert: Zunéchst wurden beide mit den Olignukleotidsonden hybridi-
siert. Filter A wurde dann jeweils mit der cDNA aus der Wildtypzelle DT40 Crel,
und Filter B mit der cDNA aus der Knockoutzelle DT40 Crel/AID~/~ hybridi-
siert. Dabei wurden DT40 Crel I zusammen mit DT40 Crel AID~/~ I, DT40
Crel II zusammen mit DT40 Crel AID~/~ II und DT40 Crel III zusammen mit
DT40 Crel AID~/~ III hybridisiert, wobei DT40 Crel AID~/~ III wegen zu vieler
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unspezifischer Signale nicht in die Auswertung genommen wurde. Zwischen den
Hybridisierungen der Filter lag jeweils ein Monat.
4.1.6 Hybridisierung der Filter mit Oligonukleotiden

Zwei Filter wurden zunéchst zur Kontrolle mit radioaktiv markierten Oligonu-
kleotiden hybridisiert (siehe Abb. 9- 12):

Abbildung 9: Oligohybridisierung A Abbildung 10: Oligohybridisierung B

Abbildung 11: Ausschnitt aus Oligo-  Abbildung 12: Ausschnitt aus Oligo-
hybridisierung A hybridisierung B

e Zuniichst konnte man in der Ubersicht schon sehen, dass sich ein regelmi-
kiges Muster zeigte, da die Oligonukleotide aufgrund der unterschiedlichen
Mengen an aufgetragenem PCR-Produkt unterschiedlich binden.
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e Die Duplikate auf einem Filter sollten sich idealerweise entsprechen. Ih-
re Abweichung voneinander konnte per Graphen dargestellt werden (siehe
Korrelationsgraphen Abb. 24 auf S. 49). Man sieht an der Punktwolke, dass
sich die Duplikate, also die zwei von Menge und Zusammensetzung gleichen
Nukleotid-Punkte auf einem Filter, nicht genau entsprachen. Diese Abwei-
chung der Duplikate voneinander diente als Norm fiir die Duplikatabwei-
chung der komplexen Hybridisierung. Das AIDA-Programm erméglicht es,
einen Bereich zu definieren, in dem man Abweichungen zweier Duplikate
voneinander toleriert. Hier wurden Punkte mit einer Abweichung von bis
zu 15 % voneinander mit in die Berechnung hineingenommen.

e Werte im niedrigen Expressionsbereich streuten mehr, als im hohen Bereich.
Nach Anfertigung beider Oligo-Hybrdisierungen kam es zu einem solchen
Ergebnis. Man kann davon ausgehen, dass aufgrund nicht auszuschliefen-
dender Variablen, die sich unspezifisch auf das Ergebnis auswirken, gleiche
Werte immer in einem Bereich streuen.

e Wichtig war die Normalisierung der Filter A und B, um die sich entspre-
chenden Werte auf zwei verschiedenen Filtern vergleichbar zu machen. Die
Korrelation von Filter A und B konnte mittels Graphen in Beziehung ge-
setzt werden (siehe Korrelationsgraph Abb. 31). Durch die Standardab-
weichung des Graphen wurde die Korrelation der Oligo-Filter mit der der
cDNA-Filter verglichen. Die Standardabweichung des Korrelationsgraphen
der beiden Oligohybridisierungen war, wie zu erwarten, kleiner als die der
komplexen Hybridisierung (siehe auch 4.2.1 und 4.2.2).

e Die Oligo-Hybridisierung wurde auch in die statistische Berechnung mit
hineingenommen, wobei die Oligos als eine weitere zu vergleichende Sonde
angesehen wurden (siehe 4.3 auf S. 58 und 3.2.18 im Materialteil).

4.1.7 Hybridisierung der Filter mit den cDNA-Sonden

Filter A und B wurden nach Oligohybridisierung mit den komplexen cDNA-
Sonden nach dem Protokoll 3.2.13 hybridisiert. Das Transkriptionsprofil der Wild-
typzelle DT40 Crel wurde danach dreimal auf Filter A, das der Knockoutzelle
DT40 Crel, AID~/~ zweimal auf Filter B dargestellt (siehe 4.1.1). Die Abb. 9-
20 dienen nur der Ubersicht, da sich die Expressionsunterschiede mit dem Auge
natiirlich nicht feststellen liessen (zur Auswertung siehe nichsten Abschnitt 4.2).

4.2 Auswertung mit dem AIDA Programm
4.2.1 Auswertung mit AIDA Array Metrix

Nach Hybridisierung und Einscannen der Bilddaten, wurden die Filter zunéichst
mit AIDA Metrix ausgewertet. Folgende Ergebnisse zeigten sich:
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Abbildung 13: DT40 Crel I Abbildung 14: DT40 Crel AID~/~ I

Abbildung 15: Ausschnitt aus DT40 Abbildunig/_16: Ausschnitt aus DT40
Crel 1 Crel AID I

e Durch AIDA Metrix wurden in Tabellen simtlichen Punkten Expressions-
werte zugeschrieben (siehe dazu den Ausschnitt aus der Tabelle der DT40
Crel I-Hybridisierung, Abb. 23 auf S. 48 als Beispiel. Wegen der Grosse der
Tabellen werden sie hier nicht vollstandig aufgefiihrt).

e Nach Hintergrundkorrektur und Normalisierung (siehe 3.2.16 auf S. 35 im
Materialteil) erhielt man mit ,Integral normalized-background* den hin-
tergrundkorrigierten, normalisierten Integralwert. Dieser Wert wurde als
Expressionswert verglichen und statistisch integriert.

e Es zeigte sich, dass die ,Integral normalized-background“-Werte bei wie-

44



Abbildung 18: DT40 Crel AID~/~ 1II

Abbildung 19: Ausschnitt aus DT40  Abbildung 20: Ausschnitt aus DT40
Crel II Crel ATD~/~ 11

derholten Hybridisierungen in einem bestimmten Bereich variierten. Die
Werte der Wildtyphybridisierung I und II, sowie der Knockouthybridisie-
rung I variierten weniger stark, als die der Wildtyphybridisierung III und
der Knockouthybridisierung II. Dies war ein erster Hinweis darauf, dass
vielleicht keine differentielle Expression vorlag und die Varianz auf einem
technischen Artefakt beruhte. Die Abweichung der Werte von Wildtyp I
und IT vs. Knockout I war geringer, als die der Werte von Wildtyp I und
IT vs. Wildtyp III. Die Statistik sollte die Werte herausfiltern, die in al-
len Féllen gleichermassen eine Expressionsdifferenz zwischen Wildtyp- und
Knockoutzelle zeigte.
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Abbildung 21: DT40 Crel III

e In den Abbildungen 24 und 25-29 auf den Seiten 49-52 ist die Korrelation
der Duplikate eines Filters, die mit a und b bezeichnet werden, logarith-
misch aufgezeigt. Diese Korrelation bot eine interne Qualitdtskontrolle: Du-
plikate sollten von ihren Werten her méoglichst gleich sein, oder sehr dicht
beieinander liegen. An den Graphen kann man erkennen, dass die Duplikate
von Wildtyp IIT und Knockout II stérker voneinander abwichen (vergleiche

Abb.24-29).

e Das Programm ermdglicht es, dass Werte, die iiber ein bestimmtes Maf
von ihrem Duplikat abwichen, hier 15 %, aus der weiteren Analyse ausge-
schlossen wurden. Auch Punkte, die eine bestimmte innere Inhomogenitét
iiberschritten, wurden durch das Programm gekennzeichnet und aus der
Auswertung herausgenommen.
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Abbildung 22: Ausschnitt aus DT40 Crel III

4.2.2 Vergleich der AID-positiven und AID-negativen Filter mit
AIDA Array Compare

Die hintergrundkorrigierten und normalisierten Werte zweier Filter wurden mit
AIDA Compare einander gegeniibergestellt (sieche Wertetabelle, Abb. 30 auf S.
53). Zundchst wurden die Werte, die nach den Tabellen am héchsten differentiell
exprimiert zu sein schienen verglichen. Dabei ergaben sich unterschiedliche Werte
von Hybridisierung zu Hybridisierung (siehe 4.2.1). Mit den von AIDA produzier-
ten Korrelationsgraphen konnte der Vergleich zweier Filter graphisch aufgezeigt
werden. Ein (,Master”)-Filter wurde einem ( ,,Client“)- Filter gegeniibergestellt.
Die ,Master“-Daten wurden durch die x-Achse und die ,Client“- Daten durch die
y-Achse beschrieben. Dabei entstand eine Punktwolke, die die Korrelation der ge-
geniibergestellten Werte aus den zwei Hybridisierungen représentierte. Je grofer
die Streuung der Werte war, desto mehr unterschieden sich die Profile voneinan-
der. Das Maf der Streuung wurde durch die Standardabweichungen beschrieben.
Die Form der Korrelationsgraphen lieferte eine Ubersicht iiber das Ergebnis und
lies folgende Aussagen zu:

e Abb. 31 zeigt die Korrelation der zwei Oligohybridisierungen A und B.
Abb. 32 darunter, zeigt die Korrelation zweier Wildtyphybridisierungen. Die
Oligohybridisierungen streuten erwartungsgemaf weniger als die komplexen
Hybridisierungen, was an einer geringeren Standardabweichung in Abb. 31
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Abbildung 23: AIDA Metrix. Ausschnitt aus der Wertetabelle von DT40 Crel. ,Index* =

Laufende Numerierung. ,Label“

= Filterkoordinate. ,,Type* = Klonplattennummer und Bezeich-
nung der Duplikate durch a und b. ,Integral“ = Rohwert. ,Integral-Bkg* = hintergrundkorri-
gierter Rohwert. ,Normalized“ = normalisierter Rohwert. ,,Normalized-Bkg“ = hintergrund-

korrigierter normalisierter Rohwert. ,,Average* = Mittelwert zweier Duplikate. ,Deviation”
Abweichung vom Mittelwert. ,Name“ = EST Name aus dem ,bursal EST library“.

abzulesen ist.

e In Abb. 33 und 34 auf Seite 55 (DT40 Crel vs. DT40 Crel AID~/~) ent-
sprachen die Standardabweichungen ungefiahr der in Abb. 32 auf Seite 54
(DT40 Crel vs. DT40 Crel). Dies zeigt, dass die Transkriptionsprofile von

Wildtyp- und Knockoutzelle nicht eindeutig voneinander abwichen, woraus
man schliessen kann, dass AID kein globaler Transkriptionsfaktor sein kann,
der eine deutliche Anderung des Profils hervorgerufen hétte.
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Abbildung 24: Korrelation der Duplikate der Oligohybridisierung A. Logarithmischer Auftrag.
Die beiden dufieren Linien repréisentieren die festgelegte Schwelle von 15 %, bis zu der Duplikate
voneinander abweichen kénnen, ohne aus der Auswertung herausgenommen zu werden. Durch die
angegebene Gleichung wird der Korrelationsgraph beschrieben. ,,r2“ ist der Korrelationskoeffizient

e Die Abb. 35- 38 zeigten stiarkere Abweichungen. DT40 Crel III trug zu einer
groferen Abweichung bei. Die RNA von DT40 Crel III stammte aus einer
anderen Isolation, als die von DT40 Crel I und II. Ein geringes Abweichen
der Zellkonditionen schien sich deutlich auf das Ergebnis auszuwirken (sie-
he 4.1.1). Auch DT40 Crel AID/~ II trug zu einer grésseren Abweichung
bei. Die stdrkeren Duplikatabweichungen von DT40 Crel III und DT40
Crel AID~/~ II (sieche Abb. 25- 29) zeigten, dass hier wihrend der Experi-
mentierschritte (RNA-Isolation, Auftauvorgang, und Hybridisierung) mehr
unspezifische Werte erzeugt wurden.

e Man kann auch hier feststellen, dass die Streuung im Bereich niedriger
Expressionswerte grosser war, so dass in diesem Bereich des Graphen die
Werte sehr viel stiarker divergierten (siehe dazu auch Abschnitt 3.2.15 auf
Seite 34 und vergleiche Korrelationsgraphen auf S. 54- S. 57) Diese Tatsache
erschwert es, differentiell exprimierte Gene im niedrigen Expressionsbereich
zu detektieren.
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Abbildung 25: Duplikatkorrelation DT40 Crel I
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Abbildung 26: Duplikatkorrelation DT40 Crel II
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Abbildung 27: Duplikatkorrelation DT40 Crel III
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Abbildung 28: Duplikatkorrelation DT40 Crel AID—/~T
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Abbildung 29: Duplikatkorrelation DT40 Crel AID~/~IT

Nach den Abb. 33 und 34 auf Seite 55 (DT40 Crel vs. DT40 Crel AID=/7)
und 32 auf Seite 54 (DT40 Crel vs. DT40 Crel) konnte keine Verdnderung des
Transkriptionsprofils festgestellt werden, so wie man es von einem globalen Tran-
skriptionsfaktor erwarten wiirde. Auch wies die stirkere Abweichung der zwei
Wildtphybridisierungen 1 vs. III oder II vs. ITI, gegeniiber der geringeren Ab-
weichung von Wildtyp- vs. Knockoutzelle darauf hin, dass keine differentielle
Expression vorlag.

Mit der Darstellung der Werte durch die Korrelationsgraphen lassen sich keine
genauen Aussagen iiber eine differentielle Expression treffen. Durch die statisti-
sche Integration aller Hybridisierungen sollten die Gene, bzw. ESTs gefunden
werden, die in allen durchgefiihrten Hybridisierungen eine hohe Expressionsdif-
ferenz zeigten. Dazu wurde die im Materialteil beschriebene Statistik angewandt
(siehe auch 4.3 und Tabellen 2 und 3 auf S. 60-68).
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Abbildung 30: ATDA Compare. Ausschnitt aus der Wertetabelle von DT40 Crel vs. ATD=/~.
»ndex“ = Laufende Numerierung. ,Label“ = Filterkoordinate. ,,Type“ = Klonplattennummer
und Bezeichnung der Duplikate durch a und b. ,Master Normalized-Bkg* = DT40 Crel. ,Client
Normalized-Bkg* = AID~/~. Ratio Normalized-Bkg“ — Expressionsverhéltnis. ,Name* = EST
Name aus dem ,bursal EST library“.
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(,Client“) Die Standardabweichungen ober- und unterhalb
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Abbildung 32: Korrelation: DT40 Crel I (,Master) und
DT40 Crel II (,Client<)(SD=1,8/-1,7)
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Abbildung 33: Korrelation: AID-/- I (,Master“) und DT40
Crel I (,Client*)(SD=1,9/-2,0)
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Abbildung 34: Korrelation: AID-/- I (,Master) und DT40
Crel II (,Client“)(SD=1,9/-1,7)
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Abbildung 35: Korrelation: AID-/- T (,Master”) und DT40
Crel III (,Client)(SD=1,9/-6,0)
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Abbildung 36: Korrelation: AID-/- IT (,Master”) und DT40
Crel I (,Client)(SD=3,8/-1,8)
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Abbildung 37: Korrelation: AID-/- IT (,Master”) und DT40
Crel II (,Client“)(SD=3,9/-1,5)
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Abbildung 38: Korrelation: AID-/- IT (,Master”) und DT40
Crel III (,Client)(SD=2,5/-3,2)
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4.3 Statistik und Datenbanksuche

In diesem Abschnitt werden die Gene, die nach Anwendung der zwei statistischen
Methoden zwischen AID~/~ und DT40 Crel als differentiell exprimiert definiert
werden, aufgefiihrt:

e Die ,Normalized-background“-Werte, die das AIDA-Metrix-Programm er-
zeugte, wurden zundchst in Tabellen einander gegeniibergestellt. Dabei ver-
glichen beide Statistiken einzelne Expressionsdifferenzwerte mit der Varia-
bilitdt dieser Werte aus wiederholten Hybridisierungen. Auch die 2 x 2
Werte aus den Oligo-Hybridisierungen wurden einbezogen. Die inhomoge-
nen Werte und die Werte, die zu stark von ihrem Duplikat abwichen, wurden
ausgenommen.

o t-Test-Statistik: Hier wurden 52 Gene, die in AID~/~ schwiicher exprimiert
sind als in DT40 Crel beschrieben, die mit einer Wahrscheinlichkeit P von
0,01 als zufillig identifiziert gelten, also definitionsgeméf mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit differentiell exprimiert sind. Die Basis fiir diese Werte
bildeten die ,Normalized-backgound-Werte*“ aus AIDA Metrix, die in Ta-
bellen einander gegeniibergestellt und verglichen wurden (siehe auch 3.2.18
auf Seite 36).

e ,Significance analysis of microarrays* (SAM)-Statistik: Je hoher der SAM-
Score, der durch SAM jedem Gen zugeordnet wird, desto wahrscheinlicher
ist, dass es sich um eine differentielle Expression handelt. Hier wurde vom
Statistiker ein Score von +/ — 6, 8 als Schwellenwert festgelegt. Alle Werte,
die zwischen -6,8 und 46,8 lagen, fielen in die schon beschriebene ,false dis-
covery rate”. Hiernach wurden 61 Gene beschrieben, die in AID/~ schwi-
cher exprimiert wurden, als in DT40 Crel (siehe dazu Abb. 8, Seite 38). Die
in der Tabelle aufgelisteten Kandidaten wurden weiterhin nach ihrem ,fold
change” beurteilt, der die differentielle Expression als Verhiltnis beschreibt.
Je niedriger der Wert ist, desto groker ist der Expressionsunterschied (ein
Wert von 0,1 entspricht einem 10fachen Expressionsunterschied zugunsten
der Wildtypzelle). Expressionsunterschied und SAM-Score verhalten sich
proportional zueinander.

e Die meisten Rohwerte, die durch AIDA gewonnen wurden, fielen aus der
Auswertung hinaus: Von den urspriinglich iiber 14 000 aufgetragenen ESTs
konnten schlielich etwas iiber 200 ESTs durch die statistischen Metho-
den als signifikant differentiell exprimiert definiert werden, also ca. 1,5 %.
Es fiel sofort auf, dass es keine signifikanten ESTs gab, die durch beide
Methoden (t-Test- und SAM-Satistik) detektiert wurden. Nach beiden Sta-
tistiken wurden etwa eben so viele hoch- wie herunterregulierte Gene in
der Knockoutzelle gefunden. Nach SAM wurden 110 differentiell exprimier-
te Gene beschrieben, deren Score iiber einem willkiirlich festgelegten Wert
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von +/ — 6,8 lag, von denen 61 in AID—/— schwécher exprimiert waren.
Mittels t-Test-Statistik wurden 100 ESTs benannt, von denen 52 ESTs in
AID /~ schwicher exprimiert waren als in DT40 Crel. Hier werden nur die
schwicher exprimierten Gene aufgefiihrt, also die Gene, deren Expression
vermutlich durch AID induziert wird.

Auch wenn es keine gemeinsamen, von beiden Statistiken als signifikant bezeich-
neten Gene gab, wurde zu den ESTs, die nach den Statistiken in AID~/~ niedriger
exprimiert waren als in DT40 Crel, eine Homologiensuche in der ,bursal EST Da-
tabase” durchgefiihrt, um festzustellen, ob die potentiell differentiell exprimierten
ESTs bekannte Teilsequenzen eines Gens oder Proteins sind, die an Reparatur
oder Rekombination beteiligt sind. Zunéchst wurden sie in tabellarischer Form
alle aufgefiihrt und benannt, soweit dies nach der ,bursal EST Database* mdog-
lich war (siehe Tabellen 2 und 3 auf S. 60-68). Im néchsten Abschnitt 4.4 werden
einige ESTs auf ihre Funktion hin detaillierter beschrieben.
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Tabelle 2: ESTs, die nach t-Teststatistik in AID-/- Zellen niedrig, und in DT 40 Zellen hoch
exprimiert werden. ESTs zu denen Annotationen gefunden wurden, sind hervorgehoben. Thr
»Score” (nicht zu verwechseln mit dem SAM-Score), der ein Maf fiir die Ahnlichkeit zur an-
notierten Sequenz darstellt, sollte nach der ,swiss protein“ Datenbank (,,blsp*) mindestens 50
und nach der ,gene bank“ (,blge”) mindestens 100 betragen, um mit hoher Wahrscheinlichkeit
signifikant zu sein. ,* ¢ kennzeichnet Sequenzen, die nur einen niedrigen Score haben, so dass
Annotationen hier nicht aufgefiihrt wurden. Wie man sehen kann, gibt es in der Liste auch eine
Reihe von nicht sequenzierten ESTs. Aus der Datenbank lasst sich auch entnehmen, ob ein EST
zu einem , Cluster” aus mehreren EST-Sequenzen gehort. In dem Fall kann auch die Annotation
eines Cluster-Mitgliedes interessant sein. Datenbank: http://swallow.gsf.de/dt40Est.html.

EST Name aus | Annotation Score Quelle Cluster
DKFZ 426 _ Sequen-
Bibliothek zen
27g7 mitochondrial 479/1588 blsp/blge | 18
8m5b mitochondrial 240/472 blsp/blge | 4
17f12 B-Aktin 416/1376 blsp/blge | > 20
12012 Hiihner Tandem PH- Do- | 352/1285 blsp/blge | 18
mdne beinhaltendes Prote-
in
4f10 PAP1 m RNA und Protein | 407/591 blsp/blge | 6
26d21 untranslatierte Region bin- | 348/999 blsp/blge | 3
dendes Protein
26a7 ladungsabhdangiger Ionen- | 137/579 blsp/blge | 7
kanal
1519 ribosomales Protein 347/636 blsp/blge | 7
7d11 Ribonuklease H1 147/547 blsp/blge
3f15 Lipoprotein bindendes Pro- | 278/924 blsp/blge | 1
tein/Vigilin
30b22 Phosphatidylethanolamin 333/127 blsp/blge | 2
bindendes Protein
13b21 G10 Transkript und Prote- | 312/280 blsp/blge
in
25k13 humanes KIAA0368 Gen- | 321/113 blsp/blge
produkt
36c14 Caspase 8 mRNA 270 blge 5
10m2 Translationselongations- 186/101 blsp/blsp
faktor
9115 mRNA bindendes PAI 1| 133 blge
Protein
21d8 Ig pSchwerkette 81/121 blsp/blge | > 20
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EST Name aus | Annotation Score Quelle Cluster
DKFZ 426 Sequen-
Bibliothek zen
12b6 Cytochrom C Ozydase Un- | 90 blsp
tereinheit
1701 v-myb Onkogen Homolog | 99 blge > 20
mRNA
12120 Homolog zu ,human 54 kDa | 82 blsp 8
nuclear non POU-domain-
containing octamer binding
protein® (,NonO*)
8h8 Hsp 70 bindendes Protein | 81 blsp
4f18 * 30/46 blsp/blge
315 * 30/50 blsp/blge
17h10 * 2
10g15 * > 20
30n2 * 0/42 blsp/blge | 16
6b21 * 32/46 blsp/blge
30£12 * 33/44 blsp/blge
25d17 * 33/44 blsp/blge | 1
2al2 * 32/44 blsp/blge
18¢c8 * 31/42 blsp/blge | 2
30£10 * 35/44 blsp/blge
36pll * 34/42 blsp/blge
3h19 * 0/42 blsp/blge
1211 keine Sequenzinformation
32alb keine Sequenzinformation
31n7 keine Sequenzinformation
37d17 keine Sequenzinformation
7i12 keine Sequenzinformation
18e8 keine Sequenzinformation
18n11 keine Sequenzinformation
5al keine Sequenzinformation
33d13 keine Sequenzinformation
34a8 keine Sequenzinformation
3313 keine Sequenzinformation
3i6 keine Sequenzinformation
504 keine Sequenzinformation
20e10 keine Sequenzinformation
34n15 keine Sequenzinformation
30d5 keine Sequenzinformation
1i13 keine Sequenzinformation
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EST Name aus | Annotation Score Quelle Cluster
DKFZ 426 Sequen-
Bibliothek zen

‘ 7cll ‘ keine Sequenzinformation ‘ ‘
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Tabelle 3: ESTs, die nach der SAM Methode in AID -/- Zellen niedrig, und in DT40 Crel
Zellen hoch exprimiert werden. Die Tabelle ist nach dem Fold change geordnet, der das Maf
der differentiellen Expression beschreibt. Je kleiner das Verhiltnis, desto gréfser der Unter-
schied zwischen Wildtyp- und k.o.- Zelle. ESTs zu denen Annotationen gefunden wurden, sind
hervorgehoben. Thr ,Score“(nicht zu verwechseln mit dem SAM-Score), der hier ein Mafs fiir
die Ahnlichkeit zur annotierten Sequenz darstellt, sollte nach der ,swiss protein® Datenbank
(,,blsp*) mindestens 50 und nach der ,,gene bank* (,blge) mindestens 100 betragen, um mit
hoher Wahrscheinlichkeit signifikant zu sein. Es gibt viele nicht sequenzierte ESTs. ,.* bedeu-
tet, daff die Annotation einen zu niedrigen Score hat und daher nicht aussagekréaftig ist. Aus
der Datenbank l&sst sich auch entnehmen, ob ein EST zu einem ,,Cluster” aus mehreren EST-
Sequenzen gehort. In dem Fall kann auch die Annotation eines Cluster-Mitgliedes interessant
sein.

EST Name | fold Annotation Score Quelle Cluster

aus DKFZ | change Sequen-

426 Biblio- zen

thek

14111 0,1 Aminopeptidase B 204/75 | blsp/blge

24m4 0,1 * 32/42 blsp/blge

3818 0,1 keine Sequenzinformation

2703 0,2 Hiihner Leichtkettengen 166/529 | blsp/blge | > 20

1218 0,2 Hiihner Ig Schwerketten p | 283/577 | blsp/blge | > 20
konstante Region

6h7 0,2 Hiihner Aktinin 72/210 | blsp/blge

34g24 0,2 Ahnlichkeit zu Hydrocar- | 254 blge
bonrezeptortranslocator

24119 0,2 1L-2 Rezeptor~y Vorldufer | 175 blsp 6

2416 0,2 * 32/44 | blsp/blge

32all 0,2 * 35/44 blsp/blge | 1

38al19 0,2 keine Sequenzinformation

4¢19 0,2 keine Sequenzinformation

34e23 0,2 keine Sequenzinformation

4c21 0,2 keine Sequenzinformation

4c23 0,2 keine Sequenzinformation

12n1 0,3 Hiihner Gen fiir Zentro- | 278 blge 1
mer Protein

4d21 0,3 dhnlich humanem hypo- | 97/129 | blsp/blge | 1
thetischen Protein

4g24 0,3 Homolog zu  humanem | 317/363 | blsp/blge
Karyopherin/Importin

419 0,3 hypothetisches Zink Fin- | 32 blsp
ger Protein

30122 0,3 Hiihner mu konstante Re- | 315/890 | blsp/blge | > 20
gion
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EST Name | fold Annotation Score Quelle Cluster
aus DKFZ | change Sequen-
426 _ Biblio- zen
thek
6k19 0,3 dbpB/B-1,DNA  binden- | 237/1106 blsp/blge | 13
des Protein
1801 0,3 homolog zu humanem | 119/153 | blsp/blge
KTA A0349 Protein
34h20 0,3 * 32/42 blsp/blge
1808 0,3 * 32/50 blsp/blge | > 20
4f18 0,3 * 30/46 blsp/blge
22¢16 0,3 * 32/44 | blsp/blge | 1
12pl1 0,3 * 35/46 blsp/blge
2al8 0,3 keine Sequenzinformation
38110 0,3 keine Sequenzinformation
3d18 0,3 keine Sequenzinformation
1209 0,3 keine Sequenzinformation
32al16 0,3 keine Sequenzinformation
12014 0,3 keine Sequenzinformation
1812 0,4 Hdimoflavoprotein 267 blsp 1
4c22 0,4 BRCA1 assoziiertes Pro- | 165 blge 1
tein
30118 0,4 humanes  hypothetisches | 61 blge 1
Gen
2g1 0,4 humanes Transformer2a | 31 blsp 15
Protein
21m7 0,4 homolog  zu  muriner | 121 blsp 2
Prolyl—4—hydrozylasea
2 Untereinheit
18p15 0,4 homolog zu cDNA aus Ri- | 144 blsp
kenbiicherei
24al 0,4 * 0/42 blsp/blge
18011 0,4 * 31/46 blsp/blge | 1
18nl 0,4 * 35/50 blsp/blge
36g7 0,4 * 0/40 blsp/blge
33el9 0,4 keine Sequenzinformation
614 0,4 keine Sequenzinformation
6al 0,4 keine Sequenzinformation
32al8 0,4 keine Sequenzinformation
34k24 0,5 Hiihner Y-Box Protein 662 blge 13
8j7 0,5 homolog 2U hu- | 75 blsp 1
maner Protein-
Tyrosinphosphatase
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EST Name | fold Annotation Score Quelle Cluster

aus DKFZ | change Sequen-

426 _ Biblio- zen

thek

25n24 0,5 KDEL Rezeptor 370 blsp 8

18p9 0,5 hypothetisches Protein 150/184 | blsp/blge | 1

26k13 0,5 Hithner-Klon 126p17 484 blge 1

1809 0,5 * 31/42 | blsp/blge | 1

36p2 0,5 keine Sequenzinformation

30i5 0,5 keine Sequenzinformation

18bl 0,6 * 30/44 blsp/blge

30e7 0,6 keine Sequenzinformation

36n3 0,6 keine Sequenzinformation

30b21 0,7 Homologien zu PNAS und | 77/329 | blsp/blge | 11
Proteinen

18j16 0,8 Mitochondrium 1467 blge > 20

18n15 0,8 keine Sequenzinformation
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4.4 Analyse der ESTs mit Hilfe der Datenbank ,dkfz 426%

In diesem Abschnitt werden die durch Satistik ermittelten differentiell exprimier-
ten ESTs, die mit Hilfe der Datenbank dkfz 426 im vorigen Abschnitt 4.3 benannt
werden konnten und die moglicherweise an Rekombination und Reparatur betei-
ligt sind, ausfiihrlicher beschrieben. Dabei werden zunéchst die nach t-Test und
anschlieffend die nach SAM-Statistik als differentiell exprimiert definierten ESTs
besprochen.

1. t-Test:

e (26d21)Untranslatierte Region ,UTR“ bindende Proteine konnen in 5
UTR bindende und 3‘UTR bindende Proteine unterteilt werden, die
durch ihre Bindung an die entsprechende Region an der Regulation der
Genexpression beteiligt sind [32]. Ein 3 UTR bindendes Protein kann
z.B. die Poly(A)Polymerase binden und damit die Translation beein-
flussen. Auch hier konnten Reparatur- und Rekombinationsproteine
betroffen sein.

e (12120) ,human 54 kDa nuclear non POU-domain- containing octamer
binding protein“. ,NonO“ ist ein nukleinsdurebindendes Protein mit
DNA- und RNA- bindender Eigenschaft. Auferdem hat es eine Se-
quenzhomologie mit PSF, einem humanem Splicingfaktor. Desweite-
ren ist es an Protein-Protein- Interaktionen beteiligt und kann die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre Bindungsstellen erleich-
tern, z.B. an den Ig Vg Promotor [85]. ,NonO“ induziert die Bindung
des Ku-Komplexes an die DNA und ist damit an der NHEJ-Reparatur
von Doppelstrangbriichen, sowie V(D)J-Rekombination und CSR be-
teiligt. Siehe auch Abschnitt 2.1.1 auf Seite 7, Abb. 4 auf Seite 11
und Abschnitt 2.1.5 auf Seite 11. Die geringere Expression von NonO
in AID defizienten Zellen kann auf eine geringere NHEJ-Reparatur-
aktivitat schlielen lassen. Somatische Hypermutation und Genkonver-
sion werden wahrscheinlich vor allem durch homologe Rekombination
repariert, so dass sich nicht eindeutig sagen 1aft, ob eine geringere
Bindung des Ku-Komplexes sich auch hier auswirkt. Allerdings zeigte
sich in einer neueren Arbeit von [25], dass somatische Hypermutation
in der GG3-Phase stattfindet, der Phase des Zellzyklus, in der bevor-
zugt NHEJ-Reparatur stattfindet. Da NonO zusétzlich die Bindung
verschiedener sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren an die DNA
erhoht, kann es damit auch an anderen B-zellspezifischen Rekombina-
tionsmechanismen beteiligt sein.

e (7d11) Ribonukleasen sind RNA schneidende Enzyme. Ribonuklease
H1 ist an DNA-Synthese und Reparatur beteiligt und schneidet ins-
besondere RNA, die mit einem komplementdren DNA-Strang gepaart
ist.
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2. SAM-Statistik

e (34g24) ARNT (,aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator,) ist ein
Mitglied der Helix-loop-Helix-Transkriptionsfaktoren.

e (4f19) Zinkfinger sind Transkriptionsfaktor-Untereinheiten, die einen stabi-
len Komplex zwischen Faktor und DNA bilden konnen. Damit sind sie in
die Transkriptionskontrolle eingebunden.

e (6k19) ist ein unbekanntes DNA bindendes Protein.

o (4c22) BRCAL1 assoziiertes Protein. BRCA1 ist an DNA Reparatur beteiligt.
Die Mutation dieses Gens erhoht in Menschen die Wahrscheinlichkeit an
Brusttumoren zu erkranken.

e (34k24) Y-Box Proteine modellieren die Expression von verschiedenen Ge-
nen und gehoren zur Familie der Transkriptionsfaktoren.

Nach dieser Analyse wurden keine Gene gefunden, deren Funktion eindeutig
mit Rekombination oder Reparatur in Zusammenhang gebracht werden kann. Ein
DNA-bindendes Protein, oder ein Transkriptionsfaktor konnten jedoch eine Rolle
in dem gesuchten Prozef spielen. Um ihre Funktion weiter zu verfolgen, sollten
die Ergebnisse jedoch erst durch ein weiteres Experiment bestéitigt werden.
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4.5 Semiquantitative RT-PCR

Um die bisherigen Ergebnisse zu bestitigen, wurde die differentielle Expression
von 10 Kandidaten mittels RT-PCR iiberpriift. Die Expressionsunterschiede von
7 ESTs mit hoher Differenz (0,1=10fach; 0,2=5fach) aus den durch SAM detek-
tierten Kandidaten (siehe Tab. 4), sowie 3 ESTs mit bestimmten Annotationen
aus der t-Test-Analyse (siehe Tab. 5) sollten mittels semiquantitativer RT-PCR
bestatigt werden.

| EST-Name | fold change | Annotation |

14111 (0,1) Aminopeptidase B

24m4 (0,1) *

6h7 (0,2) Aktinin

2419 (0,2) IL-2 Rezeptor-Voldufer

2416 0,2) *

32all (0,2) *

6k19 (0,3) dbpB/B-1,DNA bindendes Protein

Tabelle 4: 7 SAM-Kandidaten wurden nach Expressionsdifferenz gewihlt.
¥ bedeutet, dass der ,blsp“ oder ,blge“-Score niedrig war, so dass keine
eindeutige Annotation gefunden wurde (Tab. 3.)

‘ EST-Name ‘ Annotation
26d21 UTR bindendes Protein
12120 ,NonO*
1707 v-myb Onkogen Homolog

Tabelle 5: 3 t-Test-Kandidaten wurden nach ihren Annotationen gewihlt.
26d21 und 12120 sind durch ihre mutmafliche DNA- oder RNA-Bindung
interessant (siehe 4.4).

Die RNA von DT40 Crel, DT40 Crel AID—/~ und CI 18 wurde isoliert und
in cDNA nach den Protokollen 3.2.9-3.2.10 (ohne radioaktive Markierung) umge-
schrieben. Es wurde nacheinander cDNA aus 50; 16; 5; 1,6; 0,5 ng Gesamt-RNA
eingesetzt, deren Amplifikationsprodukt nach PCR auf jedem Bild von links nach
rechts in jeweils 5 Spuren pro Zellklon (DT40 Crel, DT40 Crel AID~/~, Cl 18)
zu sehen ist (siehe Tab. 6). Die Abwesenheit der Amplifikation von AID in DT40
Crel AID"/~ wurde als negative Kontrolle eingesetzt. S-Aktin zeigt als positive
Kontrolle iiberall gleich starke Banden. Der eingesetzte Langenmarker ist AHind
III ®X174 Haelll. Da es keine Unterschiede in der Intensitdt des Bandenmusters
der einzelnen verglichenen Zellinien gibt, scheint die Expression der betreffenden
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ESTs gleich zu sein. Damit konnte die differentielle Expression nicht bestétigt
werden.
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RT-PCR

DT40 Cre1 | Aid-/- | Cl8 [ SM
ng
AID
B-Aktin

p—— . L Ll hl Ll
6h7
14111
24119

- = = . —

2416
24m4
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RT-PCR
DT40 Crel | Aid-/- | Cl8 [ SM

ng 50.[16.|5.0|1.6(0.5(50. 16.‘5.0‘1.6‘0.5‘50.‘16.‘5.0‘1.6‘0.5‘
26d21
12120

- - ———— -‘__-
1707

A=W = —
32all
6k19

bl L —

Tabelle 6: Das Bandenmuster dieser RT-PCR-Bilder zeigt, dass die untersuchten
Gene, bzw. ESTs in allen drei Zellinien, DT40 Crel, AID -/- und Cl18 in gleicher
Quantitdt vorliegen. Damit kann eine differentielle Expression dieser Gene in
den einzelnen Zellinien ausgeschlossen werden. Die ESTs sind links untereinander
aufgefiihrt. Von links nach rechts sind die Mengen an RNA in ng aufgetragen.
Der Langenmarker am rechten Rand wird mit SM beschrieben.
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur molekularen Wir-
kungsweise von AID zu liefern. Nach den Ergebnissen der hier durchgefiihrten
Experimente wirkt AID nicht als globaler Transkriptionsfaktor in antikérperpro-
duzierenden B-Zellen. Durch Hybridisierung der Filter konnten keine, durch ein
weiteres Experiment bestétigte, Transkriptionsunterschiede zwischen Wildtyp-
und Knockoutzelle festgestellt werden. Die hier detektierten scheinbaren Expres-
sionsunterschiede waren nicht signifikant.

In der Arbeitshypothese wurden drei mogliche Szenarien zur Wirkung von
AID angefiihrt (siehe Abschnitt 1 auf S. 4). Die Ergebnisse der Experimente
zeigten, dass sich die Wirkung von AID nicht, wie im zweiten Szenario dargestellt,
auf Transkriptionsebene niederschligt. Vermutlich editiert AID, wie im dritten
Szenario vorgeschlagen, die DNA und ruft durch die dadurch erzeugte Mutation
sekunddr Rekombinationsprozesse hervor. Die drei Szenarien zur Wirkung von
AID stellen sich unter Einbeziehung der Ergebnisse folgendermassen dar:

1. AID als RNA-editierendes Enzym hitte vielleicht zu einer Verdnderung
von einzelnen mRNAs gefiihrt. Ein dadurch geringgradig verdndertes Tran-
skriptionsprofil wiirde sehr wahrscheinlich nicht detektiert. Nach diesen Er-
gebnissen kann eine Editierung der mRNA nicht ausgeschlossen werden.
Die alternative mRNA war vielleicht nur in wenigen Kopien vorhanden. Im
niedrigen Expressionsbereich gibt es viele unspezifische Signale, so dass das
richtige Signal darin hétte untergehen konnen.

2. Folgende Ergebnisse zeigten, dass es sich mit AID nicht um einen globalen
Transkriptionsfaktor handelt, der primér die Expression vieler Gene indu-
ziert. Dabei wird davon ausgegangen, dass die durchgefiihrten Kontrollen,
die wahrend aller Zwischenschritte der Experimente durchgefiihrt wurden,
ausreichend waren, um folgende Aussagen treffen zu kénnen:

(a) Schon die von AIDA Compare erzeugten Korrelationsgraphen zeigten
keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zwischen Wildtypzelle vs.
Wildtypzelle (Abb. 32 auf Seite 54) und Wildtypzelle vs. Knockout-
zelle (Abb. 33 und 34 auf Seite 55). Dies wiére bei einer, durch einen
globalen Transkriptionsfaktor hervorgerufenen, deutlichen Transkrip-
tionsverdnderung erwartet worden.

(b) Die Auswertung der Primédrdaten mit dem AIDA-Programm ergab
viele scheinbar differentiell exprimierte Werte. Die Werte der einzelnen
Hybridisierungen unterschieden sich (siehe Korrelationsgraphen S.54-
57). Wildtypzelle III und Knockoutzelle II lieferten mehr unspezifische
Werte. Die entsprechenden Duplikatkorrelationsgraphen (Abb. 27 und
29 auf S. 51- 52) zeigten entsprechend eine stérkere Streuung.
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(c) Die Expressionswerte der einzelnen Hybridisierungen, die das Pro-
gramm erzeugte, wurden anschliessend statistisch ausgewertet. Da-
durch sollten die Werte gefunden werden, deren Expressionsdifferenz
im Vergleich zwischen Wildtyp- und Knockouthybridisierung in al-
len Féllen gleichermassen hoch war. Die t-Test-Statistik ist dabei eine
Standardmethode, um die Signifikanz von Werten wiederholter Mes-
sungen zu iiberpriifen. Sie ist nicht speziell auf die Anforderungen von
Mikroarrays ausgerichtet. Die SAM-Statistik ist eine statistische Me-
thode speziell fiir Mikroarrays [31]. So wurde davon ausgegangen, dass
mit dieser Methode signifikante Gene detektiert wiirden. Beide Me-
thoden wurden angewandt und erzeugten signifikant differentiell ex-
primierte Werte: Aus urspriinglich 14 000 aufgetragenen ESTs konn-
ten etwas iiber 100 Kandidaten als in der Knockoutzelle herunterregu-
liert formuliert werden. Beide Methoden bezeichneten unterschiedliche
Gene als signifikant. Dies liegt daran, dass keine wirklichen Expressi-
onsunterschiede vorlagen. Die Ergebnisse ergaben sich rein rechnerisch
aus den unterschiedlichen Signifikanzkriterien der Methoden.

(d) Es wurde erwartet, dass fiir Genkonversion spezifische Gene mit Re-
kombination oder Reparatur zu tun haben sollten. Bei der Suche der
von der Statistik als signifikant bezeichneten Gene in den Datenban-
ken, wurden keine Bezeichnungen gefunden, die eindeutig mit diesen
Prozessen in Verbindung gebracht werden konnten.

(e) Eine Auswahl der durch t-test oder SAM-Statistik gewonnenen Kan-
didatengene konnte durch das RT-PCR-Experiment nicht bestétigt
werden. Das Mikroarray-Experiment konnte also durch ein weiteres
Experiment nicht bestitigt werden.

3. Nach der neueren Literatur wirkt AID als DNA-editierendes Enzym, was
nicht primér zu einer Transkriptionsverdnderung fiihrt.

AID deaminiert Cytosine zu Uracilen an der DNA der V- bzw. C-Region.
Die so erzeugten Mutationen fiihren zu unterschiedlichen Reparaturmecha-
nismen, die Genkonversion, somatische Hypermutation und ,,Class-switch-
recombination nach sich ziehen [58], [22]. Dass es durch die ektopische
Expression von AID in B-Zellhybridomen und Fibroblasten zu induzierten
Mutationen auf der DNA kommt, unterstiitzt diese Vermutung und zeigt,
dass somatische Hypermutation nicht nur auf die V-Region beschrinkt ist
[43], [86]. Durch AID induzierte Mutationen spielen vermutlich nicht nur bei
der Rekombination der Immunglobulingensegmente eine Rolle, sondern kén-
nen die Kanzerogenese initiieren. Da sich, durch Ausschaltung von RAD51-
Paralogen in der DT40-Zellinie, Genkonversion zu somatischer Hypermu-
tation umwandeln liess, wurde vermutet, dass diese beiden Rekombinations-
mechanismen von einer gemeinsamen Lision hervorgerufen werden kénnten
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[68]. Wenn AID Uracile auf der DNA erzeugt, miissen diese entfernt wer-
den. Normalerweise wirken Uracile auf der DNA als Substrate fiir ,BER"-
Reparatur, dem Hauptmechanismus zur Eliminierung von Uracilen auf der
DNA [42]. Dabei wird zunéchst eine Uracil-DNA-Glycosylase aktiviert, die
die Zucker-Basenbindung 16st und damit Uracil aus der DNA ausschnei-
det. Darauf wird das Phosphodiester-Riickgrat von einer AP-Endonuklease/
Lyase eingeschnitten und so eine abasische Stelle auf der DNA zuriickgelas-
sen. Polymerase (3 inseriert anschliessend ein Cytosin, worauf die Mutation
korrigiert wiare. Wenn nun statt einer korrekten Reparatur eine Mutation
resultieren soll, kommt es im Weiteren darauf an, welche Reparaturenzyme
vorhanden sind. Durch Aktivierung spezifischer Polymerasen, wie Polyme-
rase ¢, Polymerase 1 oder Polymerase ( kommt es zu einem fehlerhaften Ba-
seneinbau, der zu somatischer Hypermutation fithren kann [7], [88], [20]. Bei
,Class-switch-recombination und somatischer Hypermutation sind MSH-
Proteine beteiligt [24], [59], [70]. Genkonversion kann nur stattfinden, wenn
sich homologe Pseudogensequenzen in néchster Niahe befinden, die als Ma-
tritze dienen kénnen. In DT40-Zellen findet in hoher Rate Genkonversion,
und gleichzeitig in einer niedrigeren Rate somatische Hypermutation statt.
Wenn ein fiir Genkonversion essentielles Enzym der RAD51-Gruppe aus-
geschaltet wird, wird der Hypermutationsmechanismus aktiviert [68]. Dies
deutet darauf hin, dass die Wahl des Mutationsmechanismus nicht nur von
vorhandenen Enzymen, sondern auch von der Méglichkeit zur homologen
Rekombination abhéngig ist, und dass diese, wenn moglich bevorzugt wird.

Transkriptionsprofile konnen dazu beitragen, einen ersten Uberblick dariiber
zu geben, welche Gene von bestimmten Faktoren abhéingig sind. Zu Beginn die-
ser Untersuchungen wusste man noch wenig iiber die Wirkungsweise von AID.
Im Verlauf konnten dann, durch die Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen,
AID-abhéngige Faktoren weitgehend eingeschrinkt werden.

Vielleicht hat sich die angewandte Methode als nicht hinreichend empfindlich
erwiesen, einzelne, differentiell exprimierte Gene, zwischen anderen, unspezifi-
schen Signalen zu detektieren. Die Transkripte der beteiligten Polymerasen und
Reparaturenzyme konnten andererseits sowohl in der Wildtyp- als auch in der
Knockoutzelle vorhanden sein, wenn die Enzyme, neben der spezifischen Repara-
turfunktion, auch andere Funktionen erfiillen. Die Aktivitat dieser Enzyme wiirde
dann nicht auf Transkriptionsebene reguliert und wiirde daher auch nicht zu einer
differentiellen Expression fiihren.

Der gezielte Nachweis von Transkripten der betreffenden Reparaturenzyme in
Wildtyp- und Knockoutzelle, konnte in Zukunft aufklaren, in welcher Weise die
Regulation stattfindet.
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6 Zusammenfassung

Um mit einer wirksamen Immunantwort auf moglichst viele in der Umwelt vor-
handene Antigene reagieren zu kénnen, haben B-Zellen die Fahigkeit, ihr gene-
tisches Material zu rekombinieren und dadurch aus einer relativ geringen An-
zahl von Gensegmenten auf der DNA ein sehr grosses Repertoire an Genkom-
binationen zu bilden. Dabei kommt es tempordr zu einer Destabilisierung der
DNA, die gleichzeitig immer auch eine Gefahr fiir die Zelle bedeutet. Der Re-
kombinationsmechanismus sollte also sehr fein reguliert sein, damit die Zelle von
dieser Fiahigkeit profitieren kann. Eine Schliisselstellung in der Regulation die-
ser Rekombinationsvorgénge spielt die Aktivitatsinduzierte Cytidin Deaminase
(AID). Angesichts der grundlegenden Bedeutung von AID fiir die Erzeugung der
Antikorpervariabilitdt ist es erforderlich, die bisher wenig bekannte molekulare
Wirkungsweise dieses Enzyms aufzuklidren. In der vorliegenden Arbeit sollte un-
tersucht werden, ob AID als Transkriptionsfaktor wirkt, der die Expression von
Genen induziert, die an Rekombinationsvorgéingen beteiligt sind. Als Modellsy-
stem fiir die Untersuchungen wurde die B-Zellinie DT40 benutzt, da in dieser
Zellinie Genkonversion, als einer der beteiligten Rekombinationsmechanismen,
ablauft. Friithere Arbeiten hatten gezeigt, dass nach Ausschalten des AID-Gens
in DT40-Zellen keine Genkonversion mehr stattfindet.

Um mogliche Expressionsunterschiede darzustellen, wurden Transkriptions-
profile von AID-positiven und AID-negativen Zellen angefertigt. Mittels dieser fiir
die Klinik bisher relativ neuen molekulardiagnostischen Methode kann die Tran-
skriptionsaktivitdt von Zellen in Form von Mikroarrays sichtbar gemacht werden.
Die Mikroarrays waren in diesem Falle Nylonfilter, auf denen B-zellspezifische
cDNAs aufgetragen sind. Die Mikroarray-Filter wurden dann mit radioaktiv mar-
kierter cDNA aus mRNA AID-positiver bzw. AID-negativer DT40-Zellen hybri-
disiert. Falls AID die Transkription von Genen induziert, sollten sich die Hy-
bridisierungsmuster unterscheiden. Nach Analyse der Primérdaten der Profile
schienen einzelne Gene unterschiedlich hoch exprimiert zu sein. Die Primardaten
sind die Daten, die von einem speziell fiir Mikroarrays konzipierten Computer-
programm erzeugt werden. Danach kann jedem Punkt gemifl seiner Intensitét
auf dem Filter ein Zahlenwert zugeordnet werden. Da bei Anfertigung der Arrays
viele nichtsignifikante Werte erzeugt werden, wurde durch statistische Metho-
den angestrebt, diese aus der Auswertung herauszufiltern. Die meisten der durch
das Programm berechneten Werte fielen damit hinaus. Einige Gene wurden ge-
funden, deren Expression in der AID-negativen Zelle herunterreguliert zu sein
schien. Dieses Ergebnis wurde iiberpriift, indem die RNA-Mengen dieser Kan-
didatengene direkt mit RT-PCR verglichen wurden. Die detektierten, statistisch
signifikanten Expressionsunterschiede konnten mit dieser Methode nicht bestéatigt
werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass AID nicht als Transkriptions-
faktor wirkt, der das Expressionsmuster der Zelle global beeinflusst. Allerdings
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kann es sein, dass einzelne differentiell exprimierte Gene mit der hier verwendeten
Methode nicht erfasst wurden. Dieses Ergebnis stimmt mit kiirzlich veréffentlich-
ten Arbeiten iiberein, wonach das AID-Genprodukt nicht primér die Transkrip-
tion von Genen induziert, sondern Cytosin zu Uracil auf der DNA deaminiert.
Die so erzeugte Mutation ruft sekundar Reparaturprozesse hervor.
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7 Abkiirzungen

AID Aktivitatsinduzierte Cytidin Deaminase
AIDA Advanced Image Data Analysis

ALV Avian leukosis virus

APOBEC-1 Apolipoprotein B editing catalytic subunit 1
AP-Endonuklease | apyrimidinische/ apurinische Endonuklease
ATP Adenosintriphosphat

BER base excision repair

blge Gene bank Datenbank

blsp Swiss Protein Datenbank

bp Basenpaare

B-Zelle Antikorperproduzierende Zelle, bei Vigeln bursalen Ursprungs
C Celsius

cDNA complementary DNA (mit RT umgeschriebene mRNA)
cpm counts per minute

C-Region Konstante Region des Antikorpers

Cu konstante Schwerkette

CSR Class switch recombination

CTP Cytidintriphosphat

CVID Common variable immunodeficiency

dA Desoxyadenosin

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethylenpyrocarbonat

dkfz Deutsches Krebsforschungszentrum
DLBCL Diffuse large B-cell lymphoma

DMSO Dimethylsulfoxide

DNA Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiothreitol

dUTP Desoxyuridintriphosphat

EDTA Ethylenediamintetraessigsaure

EST Expressed sequence tag

FACS Fluorescence activated cell sorting

FBS Fetales Kéalberserum

GC Genkonversion

GTP Guanosintriphosphat

HCI Salzsdure

HIGM Hyper-IgM-Syndrome

H,O Wasser
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HR

Homologe Rekombination

Ig Immunglobulin

IgA Immunglobulin A

IgE Immunglobulin E

IgH Immunglobulin heavy chain

IgL Immunglobulin light chain

IgM Immunglobulin M

J Junction

kb Kilobase

kbp kilobasepair

LTR Long terminal repeat

Ug Mikrogramm

MHC Major histocompatibility complex
min. Minuten

ml Mililiter

mRNA messenger RNA

NaOH Natriumhydroxyd

NaPi Natrium-(Hydrogen-)phosphat

ng Nanogramm

NHEJ Non-homologous end joining (Reparaturmechanismus)
Oligos Oligonukleotide

PAP1 Poly(A)Polymerasel

PCR Polymerase chain reaction

pg Picogramm

pH Wasserstoffionenkonzentration

PNK Polynukleotidkinase

PolyATRNA | Polyadenylierte RNA

RACE Rapid amplification of cDNA ends
RAG Recombination activating gene

REAL Revised european american lymphoma
RNA Ribonukleinsdure

RNAse Ribonuklease

RNAsin RNAseinhibitor

rpm Umdrehungen pro Minute

rRNA ribosomale RNA

RT Reverse Transcriptase

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction
RZPD Ressourcenzentrum fiir Genomforschung
SAM Significance analysis of microarrays

S Region Signal sequence region

SsDNA Salmon sperm DNA
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SCID Severe combined immunodeficiency
SDS Natriumdodecylsulfat

SH somatische Hypermutation

SSC Standard Saline Citrate

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TTP Thymidintriphosphat

tRNA transfer RNA

UTP Uridintriphosphat

UTR untranslatierte Region

V(D)J variable (diversity) joining

v-myb avian myeloblastosis viral oncogene
V-Region | variable Region des Antikorpers
Vs. versus
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