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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Austausch von Molekiilen zwischen Zellkern und Zytoplasma ist ein lebenswichtiger
Mechanismus eukaryotischer Zellen, der direkt die Regulation der Genexpression beeinflusst. Diese
Regulation erfolgt dabei auf verschiedenen Ebenen, wie beispielsweise der Transkription, der
Translation oder den posttranskriptionellen Prozessierungsmechanismen von mRNA. Der
nukleozytoplasmatische Export von mRNAs wird hierbei der posttranskriptionellen Prozessierung von
mRNA zugerechnet. Dabei galt lange Zeit das Dogma, dass zellulire mRNAs Uber das Heterodimer
TAP-p15 vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert werden. Inzwischen zeigte sich aber, dass
bestimmte Gruppen induzierbarer zellularer mRNAs unerwarteterweise tiber das Karyopherin CRM1
ins Zytoplasma translozieren. So wird beispielsweise der nukleozytoplasmatische Transport von
Transkripten sogenannter early response genes CRM1l-abhangig vermittelt. Doch auch mRNAs
immunrelevanter Proteine wie das Transkript des Glykoproteins CD83 konnten unlangst als CRM1-
abhangig identifiziert werden. Von CD83 wird vermutet, dass es bei der Aktivierung der zellularen T-
Zellantwort eine wichtige Rolle spielt und unter anderem von reifen Dendritischen Zellen exprimiert
wird. Weitere zellulare Komponenten des CRM1-abhdngigen CD83 mRNA-Transports wurden kiirzlich
identifiziert: Das RNA-Bindeprotein HUR, welches mit einem cis-aktiven posttranscriptional regulatory
element (PRE) in der kodierenden Region CD83 mRNA interagiert, sowie das Phosphoprotein APRIL,
welches als Adaptorprotein den HuR:CD83 mRNA Komplex mit dem CRM1-Rezeptor verknipft.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte detaillierte Analyse dieser beiden Komponenten HuR
und APRIL in der vorliegenden Arbeit lieferte neue Einblicke hinsichtlich ihrer Interaktion und
Regulation im CRM1-abhangigen CD83 mRNA-Kernexport. So konnte bezliglich der Spezifitat der
Bindung von HuR an das cis-aktive PRE der CD83 mRNA gezeigt werden, dass es sich hierbei um eine
struktur- und nicht um eine sequenzspezifische Interaktion handelt. Des Weiteren machte die
ausfihrliche Charakterisierung des Phosphorproteins APRIL deutlich, dass es sich bei diesem Protein
um einen wichtigen Regulator der Genexpression von CD83 handelt. Neben der bereits bekannten
Phosphatakzeptorstelle T244 von APRIL konnten mit S158 und S210 zwei weitere
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass nicht nur die Modifikation an
T244, sondern auch an S210 fiir die nukleozytoplasmatische Translokation des Proteins eine wichtige
Rolle spielt. Interessanterweise wird die posttranslationale Modifikation aller drei APRIL-
Phosphatakzeptorstellen durch die Casein Kinase 2 (CK2) vermittelt, einer pleiotropen Kinase, die
eine Vielzahl zellularer Mechanismen reguliert. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
konnte, erfolgt die Regulation der CD83 Expression Uber die Untereinheitt’ der CK2. Des Weiteren

konnte erstmalig eine direkte Korrelation zwischen der CD83 und APRIL Expression im komplexen
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und lebensnahen Zellsystem primarer Dendritischer Zellen dargestellt werden. Zudem hat die
erfolgreiche Konstruktion transgener Mause, die ein gefloxtes APRIL-Gen tragen, die Grundlage fur
zuklnftige Studien im Tiermodell geschaffen. Diese transgene Mauslinie ermoglicht fir
weiterfiihrende Arbeiten eine gewebsspezifische und/oder induzierbare Deletion von APRIL, so dass
zuklinftig weitere wichtige Erkenntnisse beziglich der Funktion von APRIL fiir die Genexpression von
CD83, aber auch fur weitere CRM1-abhangige Transkripte im Gesamtorganismus erlangt werden

konnen.

Die umfangreiche Analyse der zellularen Proteine HuR und APRIL im Rahmen dieser Arbeit hat neue
Werkzeuge und Erklarungsansatze hinsichtlich des CRM1-abhdngigen CD83 mRNA-Exports
geschaffen, so dass die CRM1-abhdngige CD83 mRNA-Exportmaschinerie als Modellmechanismus fiir

den Transport zellularer CRM1-abhangiger mRNAs betrachtet werden kann.
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The exchange of molecules between the nucleus and the cytoplasm is an essential mechanism in
eukaryotic cells that affects the regulation of gene expression. This regulation occurs at various
levels, such as transcription, translation or posttranscriptional processing of mRNA. Here, the
nucleocytoplasmic export of mRNA is considered to be part of its posttranscriptional processing. The
dogma that the vast majority of cellular mRNAs is exported from the nucleus to the cytoplasm by the
heterodimer TAP- pl5 has existed for a long time. However, in the last few years several
subpopulations of cellular mRNAs have been identified that translocate from the nucleus to the
cytoplasm in a CRM1-dependent manner. Until these findings, the karyopherin CRM1 was primarily
known as an export receptor for proteins, ribosomal and small nuclear RNAs, and unspliced viral
transcripts. Interestingly, CRM1-dependent mRNAs are generally transcribed from inducible genes,
such as early response genes. Moreover, CRM1-dependent transcripts, such as the the transcript
encoding the glycoprotein CD83, were also detected in a subpopulation of immune relevant mRNAs
in activated Jurkat T cells. CD83 is a surface molecule mainly expressed on fully matured dendritic

cells and appears to play a role in T cell activation.

Recently, additional cellular components of the CRM1-dependent CD83 mRNA export machinery
have been identified: the RNA-binding protein HuR, interacting with a cis-active posttranscriptional
regulatory element (PRE) within the coding region of the CD83 mRNA, and the phosphoprotein
APRIL, acting as an adaptor connecting the HUR:mRNA complex and CRM1. In the present thesis,
novel insights into the function of HuR and APRIL during CRM1-dependent CD83 gene expression
have been provided. Investigating the specificity between the RNA binding protein HuR and the cis-
active PRE of the CD83 mRNA elucidated a structure-dependent, but not sequence-specific
interaction within the HuR:CD83 mRNA complex. Furthermore, the functional characterization of the
phosphoprotein APRIL revealed its functional importance for CD83 gene expression. Identification of
two novel phosphate acceptor sites — S158 and S210 — demonstrated that not only the already
known T244 phosphorylation site, but also S210 is relevant for nucleocytoplasmic shuttling of APRIL.
Interestingly, all three phosphate acceptor sites are posttranslationally modified by the pleiotropic
kinase CK2, which is known to regulate a multitude of cellular mechanisms. The present work
furthermore demonstrated that the regulation of CD83 expression particularly depends on the o’
subunit of CK2. Moreover and for the first time, a direct correlation between CD83 and APRIL
expression was demonstrated in primary dendritic cells. Finally, the successful construction of
transgenic mice with targeted mutations of a floxed APRIL-gene established the basic technology for

future studies. This transgenic strain facilitates inducible and/or tissue specific deletions of APRIL to



Summary

not only investigate its role in CD83 gene expression but also for further CRM1-dependent mRNAs in

an animal mode.

The detailed analysis of the cellular proteins HuR and APRIL in the regulation of the CRM1-dependent
CD83 expression provides new insights into the nuclear export of CD83 mRNA. Furthermore, the
results of this thesis suggest that CD83 mRNA export may serve as a model mechanism for the

investigation of cellular CRM1-dependent mRNAs in general.
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1 Einleitung

Eine fundamentale Eigenschaft eukaryotischer Zellen ist die nukledre und zytoplasmatische
Kompartimentierung der Genexpression. Der GrofSteil der genetischen Erbinformation liegt bei
Eukaryoten im Zellkern vor, wo auch die Transkription erfolgt, wahrend die Proteinbiosynthese im
Zytoplasma stattfindet. Diese raumliche Trennung weist regulatorische Vorteile auf; gleichzeitig muss
aber der Transport von Molekilen zwischen den einzelnen Kompartimenten gewahrleistet sein.
Kernstdndige Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren, Polymerasen, ribosomale Proteine oder
Histone miissen nach ihrer Biosynthese in den Zellkern importiert werden, wahrend fir neu
synthetisierte transfer- oder messenger-RNAs sowie assemblierte Ribosomen ein Export aus dem

Kern ins Zytoplasma erforderlich ist.

1.1 Nukleozytoplasmatischer Transport

Der bidirektionale nukleozytoplasmatische Austausch von Molekilen findet lGber Kernporen statt.
Dabei handelt es sich um grofRe Proteinkomplexe mit einem Molekulargewicht von 90-125 MDa, die

sich vor allem aus Nukleoporinen (Nups) zusammensetzen (siehe Abbildung 1).

Zytoplasma

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kernporenkomplexes (verandert nach Terry and Wente, 2007)

Der Kernporenkomplex (nuclear pore complex bzw. NPC) ist in achtfach-Symmetrie rechtwinklig zur
Kernmembran (1) angeordnet und kann in drei Bereiche unterteilt werden: die zentrale speichenférmige
Kernstruktur (2,3) der nukledre Korb (4) sowie die zytoplasmatischen Fibrillen (5) (siehe Ubersichtsartikel:
Suntharalingam and Wente, 2003; Fahrenkrog and Aebi, 2003)



Einleitung

Kleine Molekiile mit einem Molekulargewicht von weniger als 30-40 kDa und einem Durchmesser
unter 9 nm konnen frei durch die Kernporen diffundieren. Bei gréReren Molekilen erfolgt ein
gerichteter Transport mittels l6slicher Transport-Rezeptoren. Die meisten dieser Transport-
Rezeptoren gehoren der Familie der Karyopherine an und werden je nach Funktion auch als
Importine, Exportine oder Transportine bezeichnet. Die Karyopherine interagieren wahrend des
nukleozytoplasmatischen Transportprozesses mit Phenylalanin- und Glycin-reichen Regionen der
Nups (FG repeats) und binden zusatzlich die GTPase Ran, welche Uber einen Ran-Gradienten die
Richtung des Transports kontrolliert (siehe Ubersichtsartikel: Wente, 2000). Die entsprechenden
Kargos werden anhand spezifischer nuklearer Export- und Lokalisationssequenzen erkannt (nuclear
export signal bzw. NES und nuclear localization signal bzw. NLS) und im trimeren Komplexen mit der

GTPase Ran und dem jeweiligen Karyopherin transportiert (siehe Abbildung 2).

rzin Gt

Zytoplasma Nukleus

Abbildung 2: Aligemeiner Mechanismus des Ran-abhdngigen nukleozytoplasmatischen Transports
(Ubernommen von Cullen, 2003b)

Vermittlung der Direktionalitdt des Transport mittes des Ran-Gradienten: im Zytoplasma liegt die GTPase Ran
als RanGDP gebunden vor, wahrend sie im Zellkern als RanGTP vorliegt. Im Zytoplasma vermittelt RanGAP die
Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP und somit den Zerfall des trimeren Export-Komplexes. Hingegen zerfallt im
Kern durch die Interaktion von RanGTP mit Importin der Importin-Protein-Komplex und das zu importierende
Protein wird frei. Das kernstdandige Protein RCC1 tauscht dabei RanGDP durch RanGTP aus.

Wahrend es sich beim Kernimport-Signal NLS zumeist um ein- oder zweiteilige Sequenzen basischer
Aminosauren wie Lysin oder Arginin handelt, sind beim Export-Signal NES vor allem Leuzin-reiche
Sequenzen vorhanden (siehe Ubersichtsartikel: Gorlich and Kutay, 1999; Fried and Kutay, 2003).
Allerdings gibt es auch Transport-Rezeptoren, die nicht der Familie der Karyopherine angehéren und
Ran-unabhingig ihr Kargo transportieren, wie z.B. der mRNA-Transportfaktor TAP/NXF1 und sein
Kofaktor p15/Nxt1 (siehe Ubersichtsartikel: Reed and Hurt, 2002).
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1.1.1 TAP-pl15-abhangiger Transport von mRNA

Bevor neu transkribierte mRNA fiir die Translation ins Zytoplasma transportiert werden kann, muss
sie sich einer Reihe von posttranskriptionellen Prozessierungsschritten wie dem 5‘-capping, der
Polyadenylierung und dem Prozess des SpleiRens unterziehen. Der Export von mRNA gestaltet sich
somit als besondere Herausforderung fiir die mRNA-Exportmaschinerie, da sie in der Lage sein muss,

zwischen noch unreifer pre-mRNA und vollstandig prozessierter mRNA zu unterscheiden.

Eine groRe Anzahl der zelluldren, vollstandig prozessierten mRNAs wird Gber den heterodimeren
Komplex aus TAP/NFX1 und p15/Nxt1 aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert (TAP-p15) (siehe
Ubersichtsartikel: Reed and Hurt, 2002; Stutz and lzaurralde, 2003). TAP/NFX1 ist ein stark
konserviertes Protein und gehort zur Familie der NFX-Proteine. Der TAP-p15-Rezeptor interagiert —
wie auch die Karyopherine — mit den FG-repeats der Nukleoporine (Conti and lzaurralde, 2001),
allerdings ist der Transportweg Ran-unabhangig (Clouse et al., 2001). Die Interaktion von TAP-p15 mit
der als messenger Ribonukleoprotein (mRNP) Partikel verpackten mRNA wird zumeist von weiteren
Bindungsfaktoren unterstiitzt und verstarkt, wie z.B. der RNA Helikase UAP56 oder dem mRNA-
Exportfaktor REF/Aly (siehe Ubersichtsartikel: Carmody and Wente, 2009). Letzterer ist allerdings
nicht zwingend essentiell fiir den Transport (Gatfield and lzaurralde, 2002; Longman et al., 2003), so
dass davon ausgegangen werden kann, dass eine ganze Reihe weiterer Adaptoren mit redundanten
Funktionen die Interaktion von TAP-p15 und den zellularen mRNPs vermitteln kdnnen (siehe

Ubersichtsartikel: Stutz and lzaurralde, 2003).

Weitere mRNA

Export-Faktoren
/ REF/Aly

nxF17AP €)
p15

Nukleus

Zytoplasma

Abbildung 3: Schematische Darstellung des TAP-p15 abhdngigen mRNA-Transports (verdndert nach Siddiqui
and Borden, 2011)

Die als mRNP verpackte mRNA wird Gber UAP56 und weitere Exportfaktoren wie Ref/Aly zum Heterodimer
TAP-p15 rekrutiert und Ran-unabhangig Gber die FG-repeats der Nukleoporine ins Zytoplasma transportiert.
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Neben der Fahigkeit, vollstandig prozessierte mMRNA von pre-mRNA zu unterscheiden, muss eine
funktionelle mRNA-Exportmaschinerie zudem in der Lage sein, den Export der mRNAs der jeweiligen
Situation der Zelle anzupassen und spezifisch zu regulieren, wie z.B. in Stresssituationen. So wird
beispielsweise in der Hefe Saccharomyces cerevisiae unter Hitzeschock der GrofRteil der zellularen
mRNAs aufgrund von Phosphorylierungen der mRNA-Exportfaktoren im Zellkern zuriickgehalten. Das
Transkript des Hitzeschockproteins Hsp wird hingegen in diesem Augenblick mittels Adaptoren, die
normalerweise beim mRNA-Export keine Rolle spielen, (iber den TAP-pl5 Transportweg ins
Zytoplasma transportiert und kann somit unabhangig von den gangigen, aufgrund des Hitzeschocks
aber phosphorylierten mRNA-Exportfaktoren reguliert werden (Carmody et al., 2010). Eine weitere
Moglichkeit in der Feinregulation des mRNA-Exports ist die Variation hinsichtlich der Transportwege.
Wie bereits beschrieben erfolgt der nukleozytoplasmatische Transport der meisten zellularen mRNAs
TAP-p15-abhédngig. Es zeigte sich aber in den letzten Jahren, dass eine Reihe von bestimmten
zellularen mRNAs durch einen anderweitigen Kernexportrezeptor, dem CRM1 Protein, ins

Zytoplasma transportiert werden kann.

1.1.2 CRM1-abhangiger Transport von mRNA

Das zur Familie der Karyopherine gehdrende Exportin CRM1 (chromosome region maintenance 1)
bindet wie alle Karyopherine sein Kargo in Anwesenheit der GTPase Ran und ist vor allem als der
Haupt-Exportrezeptor von Proteinen bekannt. Zudem fungiert es als Rezeptor fir den Export von
ribosomaler RNA und small nuclear RNA (snRNA). Aber auch ungespleiSte retrovirale mRNAs des
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) werden CRM1-abhangig aus dem Zellkern exportiert.
Da CRM1 RNA nicht direkt binden kann, sind fiir den RNA-Export Proteine notwendig, die zwischen
der RNA und CRM1 als Adaptoren fungieren. Leuzin-reiche Sequenzen der Adaptorproteine dienen
als NES (nuclear export signal) und werden von CRM1 erkannt (Fornerod et al., 1997; Kobe and
Kajava, 2001). So interagiert zum Beispiel das RNA-Bindeprotein Rev von HIV-1 lber Leuzin-reiche
Sequenzen mit CRM1 und vermittelt somit den Kernexport ungespleiliter retroviraler mRNA (siehe

Ubersichtsartikel: Hutten and Kehlenbach, 2007).

Im Jahr 2000 konnten von Brennan und seinen Mitarbeitern Rev-dhnliche Leuzin-reiche Sequenzen in
den beiden zellularen Proteinen pp32 (Anp32A) und APRIL (Anp32B) identifiziert werden, mittels
welcher diese shuttle Proteine mit CRM1 interagieren. Diese Faktoren gehoren zur Familie der
Leuzin-reichen nukledren Phosphoproteine und werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit in einem
eigenen Kapitel detailliert beschrieben (siehe 1.5). In der Studie von Brennan und Mitarbeitern
wurde die erste zellulare mRNA, die CRM1-abhangig aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert
wird, identifiziert: das Transkript des Onkogens c-fos (Brennan et al., 2000). Es handelte sich dabei

um ein sogenanntes early response gene (ERG). Die Transkripte der ERGs enthalten zumeist AU-
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reiche Elemente (Adenosine-Uridine-rich elements, AREs), welche als Bindestelle fiir verschiedene
Proteine dienen und eine posttranskriptionelle Regulation der Transkripte ermoéglichen. Das RNA
shuttle Protein HuUR bindet diese AREs und stabilisiert auf diese Weise die kurzlebigen mRNAs. HuR ist
ein evolutiondr hochkonserviertes Protein, gehort zur Familie der Hu-Proteine und wird aufgrund
seiner Bedeutung fiir diese Arbeit in einem spéateren Kapitel genauer referiert (siehe 1.4). In der
Studie von Brennan und Mitarbeitern scheint die Interaktion der HuR-Liganden pp32 und APRIL mit
CRM1 tatsachlich den Export des HuR:c-fos mRNA Komplexes unter Verwendung des
Kernexportrezeptors CRM1 zu ermoglichen. In den darauf folgenden Jahren konnte fiir eine Reihe
weiterer Transkripte von early response genes ein CRM1-abhadngiger Transportweg beschrieben
werden, wie beispielsweise fur die mRNAs von COX-2, interferon-al, VEGF, iNOS und KOR (Jang et
al., 2003; Kimura et al., 2004; Cherradi et al., 2006; Jang et al., 2006; Tsai et al., 2010). Die Interaktion
von HuR mit den AREs dieser mRNAs scheint dabei flir den CRM1-abhangigen Transport aber nicht
zwingend erforderlich zu sein (Kimura et al., 2004). Allen Transkripten gemeinsam ist aber die
Tatsache, dass es sich um induzierbare mRNAs handelt, die unter besonderen Umstdnden wie bei

Stresssituationen der Zelle transkribiert und folglich spezifisch reguliert werden miissen (siehe

Abbildung 4).
=
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Zellulare GroBteil der
induzierbare U snRNA, zelluldren
mRNAs (ERGs) Ribosomes mRNAs
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Abbildung 4: Uberblick der nukleozytoplasmatischen Exportwege

CRM1 vermittelt vor allem den nukleozytoplasmatischen Transport von Proteinen, snRNAs und Ribosomen
sowie ungespleiBter viraler mRNA. Wahrend die Mehrzahl der zellularen mRNAs Gber den TAP-p15 Rezeptor
ins Zytoplasma transportiert wird, scheint eine Reihe an induzierbaren mRNAs, hauptsachlich Transkripte von
ERGs, CRM1-abhédngig in ins Zytoplasma zu gelangen.
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Konstitutiv transkribierte zellulare mRNA, wie die Transkripte sogenannter housekeeping Gene,
konnte bisher nicht dem CRM1 Transportweg zugeordnet werden (Herold et al., 2003). Unter diesem
Aspekt analysierten Schiitz und Mitarbeiter 2006 in einer systematischen Studie zur Detektion CRM1-
abhangiger Transkripte nicht nur die mRNAs in Hela- und CL-4-Zellen, sondern auch in aktivierten
Jurkat T-Zellen (Schiitz et al., 2006). Tatsachlich wurden ausschlieflich in Letzteren Transkripte
identifiziert, die CRM1-abhéngig exprimiert werden. Zu diesen gehorte unter anderem auch das
Transkript von CD83. Diese mRNA kodiert fiir das CD83-Glykoprotein, welches unter 1.3 detailliert

beschrieben wird und sich vor allem auf reifen Dendritischen Zellen findet (Zhou et al., 1992).

1.2 Dendritische Zellen

Die Interaktion von naiven Antigen-spezifischen T-Zellen mit professionellen Antigenprasentierenden
Zellen (APC) ist ein wesentlicher Bestandteil der effizienten und abwehrenden zelluldren
Immunantwort. Dendritische Zellen (dendritic cells bzw. DC) sind aufgrund ihrer einzigartigen
Eigenschaften wie ihren migratorischen Fahigkeiten, der Ausbildung Ko-stimulierender
Oberflachenrezeptoren und der Befahigung, naive T-Lymphozyten zu aktivieren, die potentesten
APCs des Immunsystems und werden gerne als Adjuvantien der Natur bezeichnet (lat. adjuvans —
helfend, unterstitzend) (Banchereau and Steinman, 1998; Banchereau et al., 2000). Sie spielen eine
zentrale Rolle in zwei wichtigen und gleichzeitig gegensatzlichen Aufgabenbereichen des
Immunsystems: Der Induzierung der zelluldren Immunantwort (,immunogene” Eigenschaft) sowie

der Vermittlung immunologischer Toleranz (,,tolerogene” Eigenschaft).

Unreife DC (immature DC bzw. iDC) finden sich in peripheren Geweben, die standig mit der
Aullenwelt und somit mit potentiellen Erregern in Beriihrung stehen wie beispielsweise der Haut,
dem Respirations- und dem Gastrointestinaltrakt. Zudem sind iDC in den Interstitien aller Organe
(mit Ausnahme des Gehirns) vorhanden. In ihrer Funktion als Wachter des Immunsystems suchen sie
ihre Umgebung nach Fremdkérpern und Mikroorganismen ab. Uber Phagozytose werden
extrazellularen Bestandteile (Antigene) aufgenommen, prozessiert und anschliefend als MHC | oder
MHC Il Peptidkomplex auf ihrer Oberflache prasentiert — korpereigene und harmlose Antigene

genauso wie pathogene.

Im steady state, unter Abwesenheit inflammatorischer Signale, vermittelt die Interaktion von
unreifen DC mit T-Zellen die Apoptose von autoreaktiven T-Zellen, Anergie oder auch die
Ausdifferenzierung regulatorischer T-Zellen (T,;) (Hawiger et al., 2001; Jonuleit et al., 2001). Dieser
Prozess wird auch als periphere Toleranz bezeichnet (peripheral tolerance). Diese tolerogene

Funktion der DC steht im direkten Zusammenhang zu den immunogenen Eigenschaften: (iber die iDC-
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vermittelte Prozessierung und Prédsentation korpereigener und/oder harmloser Antigene im steady
state wird T-Zelltoleranz vermittelt und so die Gefahr von Autoimmunreaktionen oder die Ausbildung

von Allergien reduziert (Steinman, 2007).

Fiir die immunogenen Eigenschaften der DC und somit die effiziente Stimulation naiver Helferzellen
und zytotoxischer T-Zellen zur Aktivierung der zelluldren Immunantwort ist der Reifungsprozess
Dendritischer Zellen sowie die Ausbildung kostimulatorischer Molekiile wie CD40, CD80 oder CD86
notwendig. Unreife DC erkennen (iber spezifische pattern recognition receptors PRR, zu denen die
toll like receptors TRL gehoren, pathogene Strukturen. Solch mikrobielle oder virale Stimulation bzw.
von PRR ausgeldste inflammatorische Reize 16sen den Reifungsprozess der DC aus. Dieser fiihrt zu
einer Verdanderung der DC-Morphologie und zu einer Hochregulierung der kostimulatorischen
Molekiile sowie der immunogenen, mit Antigen-beladenen MHC Il Komplexe. Zudem migrieren die
reifenden DC vom peripheren Gewebe zu den sekundaren lymphoiden Organen. Dort interagieren
sie mit naiven T-Zellen und sekretieren Chemokine und Zytokine, was zur Ausdifferenzierung der T-
Helferzellen fiihrt (siehe Ubersichtsartikel: Banchereau et al., 2000). Auch das Glykoprotein CD83
wird im Zuge des Reifungsprozesses verstarkt auf Dendritischen Zellen exprimiert und wird haufig als
Marker fir reife, aktivierte DC verwendet. Die Bedeutung von CD83 in Hinblick auf den
Reifungsprozess und die immunogenen Eigenschaften Dendritischer Zellen ist allerdings noch nicht

hinreichend geklart (siehe Ubersichtsartikel: Prechtel and Steinkasserer, 2007; Prazma and Tedder,

2008).
Dendritische Zelle
Tolerogene und immunogene Reifungsprozess als Antwort auf
Eigenschaften Mikrobielle und inflammatorische
Stimuli
Lokalisierung im peripheren Antigen-Aufnahme und — Prozessierung
Gewebe sowie Migration zu gefolgt von Antigen-Prasentation (iber

den Lymphoiden Organen O die MHC Komplexe

T Zelle und andere Lymphozyten

Abbildung 5: Funktionen Dendritischer Zellen im Uberblick (verdndert nach Steinman and Banchereau, 2007)

Mit ihrer zentralen Funktion bei der Regulation der Immunantwort spielen DC auch unter
medizinischen Aspekten in der Immuntherapie eine wichtige Rolle. So kénnen z.B. die immunogenen

Eigenschaften der DC in experimentellen Therapieansatzen genutzt werden, um DC-vermittelte
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Immunantworten gegen Tumorantigene zu generieren (Nestle et al., 2001). Ein Ansatz ist dabei die
ex vivo Generierung reifer DC, welche mit tumorspezifischen Antigenen beladen werden, um
anschlieRend starke T-Zellantworten sowie die angeborene Anti-Tumor-Immunitdt natirlicher
Killerzellen zu induzieren (Fernandez et al., 1999; Lucas et al., 2007). Dabei muss zum Einen
gewahrleistet sein, dass die ex vivo generierten DC zu den sekundaren lymphoiden Organen
migrieren und nicht an der Injektionsstelle verbleiben. Zum anderen muss sichergestellt werden, dass
die ex vivo generierten DC vollauf leistungsfahig und immunogen sind, und mdglichst keine
tolerogenen Eigenschaften besitzen, um eine bestmogliche Aktivierung naiver T-Helfer und T-
Killerzellen zu erreichen (siehe Ubersichtsartikel: Palucka et al., 2011). Kritische Aspekte wie diese
zeigen, dass noch vielfiltige Aspekte der DC-Biologie hinsichtlich der immunogenen und tolerogenen
Eigenschaften aufgeklart werden missen, bevor DC-vermittelte Immuntherapien auf breiter Basis in

der Klinik einsetzbar sind.

Auch die tolerogenen Eigenschaften Dendritischer Zellen versucht man sich in der klinischen
Immuntherapie zunutze zu machen. Diese werden unter anderem gezielt eingesetzt, um allergen-
spezifische regulatorische T-Zellen zu bilden, welche — zumindest im Mausmodell — anschlieRend in
der Lage sind, Allergien zu behandeln (siehe Ubersichtsartikel: Steinman and Banchereau, 2007).
Auch fiir die Transplantationsmedizin stellen tolerogene DC eine attraktive Mdglichkeit dar, eine
durch alloreaktive T-Zellen vermittelte TransplantatabstoBung zu unterdriicken. Interessanterweise
weist das Glykoprotein CD83, welches als membranstiandiges Rezeptorprotein von reifen,
immunogenen DC exprimiert wird, in seiner l6slichen Form immunsuppressorische Eigenschaften
auf, welche zumindest im Tiermodell Transplantat-Toleranz vermitteln (Ge et al., 2010; Lan et al.,
2010). Die unterschiedlichen Eigenschaften des Glykoproteins, die bisher identifizierten Funktionen
von CD83 sowie die fir mRNAs ungewdhnliche Route des CRM1-abhanigen Kernexports des CD83

Transkriptes sollen in den folgenden zwei Kapiteln genauer beleuchtet werden.

1.3 Glykoprotein CD83

Das CD83 Molekil, welches zum ersten Mal 1992 von Zhou und Mitarbeitern als HB15 beschrieben
wurde und seit 1994 als CD83 bezeichnet wird, ist ein Glykoprotein mit einer molekularen Masse von
45 kDa und wird der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet (Zhou et al., 1992; Engel and Tedder,
1994; Zhou and Tedder, 1995). Das transmembrane Protein besteht aus einer extrazelluldren, einer
transmembranalen und einer zytoplasmatischen Domane. Es handelt sich um ein evolutionar
konserviertes Molekil, dessen Homologe nicht nur bei Sdugetieren, sondern auch bei Vogeln sowie
Knochen- und Knorpelfischen identifiziert werden konnten (Ohta et al., 2004; Hansell et al., 2007;

Donate et al., 2007). Vergleicht man die CD83-Homologe von Mensch und Maus, findet sich eine
12
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Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen von etwa 63 % (Kozlow et al., 1993; Twist et al., 1998).
Humanes CD83 wird als membranstandiges Oberflaichenmolekil (mCD83) von Immunzellen
exprimiert, liegt aber auch als 16sliches CD83 (soluble sCD83) im Serum vor. Alternatives SpleilRen
oder auch Proteolyse konnten die Ursache fiir die zwei verschiedenen Formen von CD83 sein (Hock

et al., 2001; Dudziak et al., 2005).

Die von aktivierten DC und B-Lymphozyten produzierte I6sliche Form sCD83 wurde 2001 von Hock
und Mitarbeitern beschrieben und kann in geringen Mengen in den Seren gesunder Spender
nachgewiesen werden (Hock et al., 2001). Hingegen weisen Patienten, die an Chronischer
Lymphatischer Leukdmie (CLL), dem Mantelzell-Lymphom oder auch Rheumatischer Arthritis leiden,
eine deutlich erhohte Menge an I6slichem CD83 im Blut auf (Hock et al., 2004; Hock et al., 2006).
Interessanterweise scheint sCD83 immunsuppressive Eigenschaften zu besitzen. So fihrte die
Behandlung von DC mit der rekombinant hergestellten extrazellularen Domane von CD83 (hCD83ext)
zu einer Inhibition der DC-vermittelten allogenen T-Zellproliferation in mixed lymphocyte reactions
(MLR) und einer verminderter DC-Reifung (Lechmann et al.,, 2001). Die immunsuppressiven
Eigenschaften von sCD83 wurden mittels eines I6slichen CD83 Ig-Fusionsproteins in einer weiteren,
unabhangigen Studie bestétigt (Scholler et al., 2002). Gleichzeitig konnten Scholler und Mitarbeiter
im Tiermodell zeigen, dass |6sliches CD83 zu einem gesteigertem Wachstum von immunogenen P815
Tumorzellen fiihrt. Dies bestatigte die Hypothese, dass sCD83 die DC-abhangige T-Zellaktivierung
supprimiert, was wiederum zu einer verminderten Population zytotoxischer T-Zellen und somit zu
einer verminderten anti-Tumor Immunantwort fihrt. Zudem hat sCD83 in Mausen eine
abschwachende Wirkung auf die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), welche als
Modell fir das friihe entziindliche Stadium der humanen Multiplen Sklerose dient. Es konnte durch
die Verabreichung von rekombinant gewonnenen sCD83 sogar eine Art Immunitdt gegen diese
Krankheit erreicht werden (Zinser et al., 2004). Allerdings liegen auch Studienergebnisse vor, in
welchen keine immunsuppressorische Eigenschaften von sCD83 beobachtet werden konnten
(Pashine et al., 2008). Dennoch mehren sich bis heute die Hinweise darauf, dass losliches CD83 einen
supprimierenden Effekt auf die zellulare Immunantwort austibt. Die im vorherigen Kapitel bereits
erwahnten Transplantations-Studien, in welchen sCD83 im Tiermodell Toleranz gegeniiber allogenen
Transplantaten vermittelt, sind die neuesten Hinweise darauf, dass I6sliches CD83 tatsachlich die

zelluldare Immunantwort supprimieren kann (Ge et al., 2010; Lan et al., 2010).

Die genaue Funktion von membranstandigem CD83 konnte hingegen bis dato noch nicht eindeutig
geklart werden. Ebenso wurde ein moglicher Ligand noch nicht eindeutig identifiziert, auch wenn es
verschiedene Hinweise fiir eine Bindung von CD83 an murine B2-Zellen, humane DC, Monozyten und

auch CD8 T-Zellen gibt (Cramer et al., 2000; Lechmann et al., 2001; Scholler et al., 2001; Hirano et al.,
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2006). Membranstandiges CD83 wird hauptsachlich auf reifen immunkompetenten DC exprimiert,
findet sich aber auch auf aktivierten B- und T-Lymphozyten sowie polymorphkernigen Neutrophilen
(zhou et al., 1992; Kozlow et al., 1993; Cramer et al., 2000; McKinsey et al., 2000). Schon friih wies
eine gemeinsame Steigerung der Genexpression von CD83 und den kostimulatorischen DC-
Molekiilen CD80 und CD86 bei aktivierten DC auf eine Funktion von mCD83 bei der Aktivierung der
Immunantwort hin (Zhou and Tedder, 1996). Im Jahre 2000 bestatigte sich diese Vermutung
zunachst, als humane Dendritische Zellen untersucht wurden, deren CD83 Expression aufgrund von
spezifischen Inhibitoren, welche den Kernexport der CD83 mRNA verhinderten, vermindert war. Die
verringerte CD83 Expression hatte eine reduzierte Kapazitat der DC zur T-Zellstimulation zur Folge
(Kruse et al., 2000a), so dass sich die Hypothese, dass CD83 eine wichtige Funktion bei der T-
Zellstimulation ausiiben muss, weiter verfestigte (Lechmann et al., 2002a; Lechmann et al., 2002b).
Hinweise flir eine Bestdtigung dieser Theorie wurden darin gefunden, dass bestimmte virale
Infektionen zur Inhibition der CD83 Expression und zeitgleich zu einer Verminderung der T-Zell-

stimulatorischen Kapazitaten der DC fiihren kdnnen (Kruse et al., 2000b; Senechal et al., 2004).

Bei den im Jahre 2002 von Fujimoto und Mitarbeitern generierten CD83 defizienten Mausen konnten
allerding hinsichtlich der DC-vermittelten allogenen T-Zellproliferation (iberraschenderweise keine
Unterschiede zu Wildtyp-Tieren festgestellt werden (Fujimoto et al., 2002). Hingegen wiesen die
CD83”" Miuse als Phanotyp eine starke Reduktion peripherer naiver CD4* T-Zellen auf, was auf eine
regulatorische Funktion von CD83 bei der CD4" T-Zellentwicklung im Thymus zumindest in Mausen
schlieRen lieR. Diese regulatorischen Eigenschaften von CD83 bei der Entwicklung naiver CD4" T-
Zellen konnten in einem weiteren Mausmodell bestatigt werden (Garcia-Martinez et al., 2004).
Weitere regulatorische Eigenschaften von CD83 auf murinen Immunzellen wurden in Hinblick auf
murine B-Zellen beschrieben. So resultierte z.B. eine Uberexpression von CD83 auf aktivierten B-
Zellen in einer starken Reduktion der Sekretion antigenspezifischer Immunglobuline, wahrend
hingegen die IL-10 Sekretion diametral gesteigert wurde (Breloer et al., 2007). Somit scheint durch
die Expression von CD83 auch die Entwicklung und Funktion von B-Zellen beeinflusst zu werden

(Luthje et al., 2008).

Die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich der Funktion von membranstandigem CD83 blieben
folglich kontrovers. Auf der einen Seite hauften sich die Ergebnisse, dass mCD83 auf reifen DC fir
ihre T-Zell-stimulatorischen Fahigkeiten eine wichtige Funktion hat: Verschiedene RNA-Interferenz
Studien zeigten, dass die direkte Inhibition der CD83 Expression bei humanen DC zu einer
Schwachung der DC-vermittelten T-Zellaktivierung fihrt (Prechtel et al., 2007; Aerts-Toegaert et al.,
2007). Zudem konnte von Aerts-Toegaert und Mitarbeitern gezeigt werden, dass die Uberexpression

von CD83 in humanen DC zu einer gesteigerten CD8 T-Zellantwort flhrt. Andererseits wurde kiirzlich
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erneut publiziert, dass das CD83 Oberflichenmolekiil keinen signifikanten Einfluss auf die

stimulatorischen Fahigkeiten muriner DC besitzt (Kretschmer et al., 2008).

Zusammengefasst weisen die Ergebnisse dieser kontroversen Studien dennoch darauf hin, dass
humanes membranstandiges CD83 fiir die Funktionalitait von DC und deren immunogener
Eigenschaften zur Aktivierung naiver T-Zellen eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Im murinen
Organismus hingegen scheint mCD83 weniger bei der Stimulation von T-Zellen, als vielmehr bei der
Entwicklung von B- und T-Lymphozyten eine wichtige regulatorische Funktion zu tGbernehmen. So
scheint es sich bei CD83 um ein faszinierendes Oberflaichenmolekiil mit multiplen Eigenschaften zu
handeln, welchem sowohl fiir die Entwicklung von Lymphozyten, als auch fir die Aktivierung von T-
Zellantworten eine regulatorische Funktion zugeschrieben werden kann. (siehe Ubersichtsartikel:

Prechtel and Steinkasserer, 2007; Breloer and Fleischer, 2008; Prazma and Tedder, 2008).

In Hinblick auf die unterschiedlichen Studienergebnisse hinsichtlich der Funktion von CD83 ist es
deshalb auch von besonderem Interesse, die CD83 Expression auf molekularer Ebene zu analysieren.
Das Augenmerk dieser Arbeit liegt auf dem fir mRNAs ungewohnlichen CRM1-abhéanigen
nukleozytoplasmatischen Transport des CD83 Transkriptes, dessen bisheriger Kenntnisstand im

folgenden Kapitel detailliert beschrieben wird.

1.4 CD83 mRNA-Transport

Wie bereits unter 1.1.2 erwdhnt, gehort das Transkript von CD83 zu einer Reihe von mRNAs, die in
aktivierten Jurkat T-Zellen tber den fir mRNAs ungewdhnlichen CRM1 Weg aus dem Kern ins
Zytoplasma transportiert werden (Schiitz et al., 2006). Da das Karyopherin CRM1 nicht direkt,
sondern nur Uber Adaptorproteine mit RNA interagieren kann, konnte davon ausgegangen werden,
dass eine Reihe weiterer Komponenten am nukleozytoplasmatische Transport der CD83 mRNA
mitwirken. Tatsachlich wurden in den letzten Jahren eine Reihe an Faktoren, die am Export der CD83
MRNA beteiligt sind, identifiziert (siehe Abbildung 6): So bildet das CD83 Transkript mit dem RNA-
Bindeprotein HuR einen Ribonukleoprotein-Komplex (Prechtel et al., 2006). Die Interaktion dieses
Komplexes mit dem Exportrezeptor CRM1 wird tiber den HuR-Liganden APRIL (ANP32B) vermittelt,
welcher als Adaptorprotein fungiert (Fries et al., 2007). APRIL ist ein Phosphorprotein und muss fiir
seine Eigenschaft als shuttle Protein von der Casein Kinase Il (CK2) phosphoryliert werden (Chemnitz
et al., 2009). Im folgenden Abschnitt werden diese Komponenten des CD83 mRNA-Exportkomplexes

genauer beleuchtet.

15



Einleitung

CD83mRNA

Zytoplasma

Abbildung 6: Schematischer Uberblick des CD83 mRNA-Exportkomplexes

HuR bindet lber das posttranskriptionelle regulatorische Element (PRE) das CD83 Transkript. Der HuUR:CD83
mRNA Komplex interagiert lber den HuR-Liganden APRIL mit CRM1. APRIL wird von CK2 an T244
phosphoryliert und der Ribonukleoprotein-Komplex CRM1-abhangig in das Zytoplasma transportiert.

1.4.1 HuR

Die Interaktion der CD83 mRNA mit dem bereits unter 1.1.2 erwdhnten RNA-Bindeprotein HuR
wurde 2006 von Prechtel und Mitarbeitern beschrieben. In einer detaillierten Analyse der CD83
mRNA konnte ein cis-aktives, posttranskriptionelles regulatorisches Element (posttranscriptional
regulatoy element bzw. PRE) in der kodierenden Region des Transkriptes identifiziert werden,
welches spezifisch mit HuR interagiert. Das humane HuR Protein wird ubiquitar exprimiert und ist mit
den ELAV Proteinen (embryonic lethal abnormal vision) von Drosophila verwandt (King et al., 1994;
Ma et al.,, 1996). HuR beinhaltet drei konservierte RNA-Bindemotive RRM 1-3 (RNA recognition
motifs), sowie eine nukleozytoplasmatische shuttle Domane HNS, die die nukleozytoplasmatische
Translokation des Proteins beeinflusst (HuR nucleocytoplasmic shuttling domain HNS) (siehe
Ubersichtsartikel: Brennan and Steitz, 2001). So wird der Kernimport von HuR iiber die Karyopherine
Transportin-1 oder -2 reguliert (Rebane et al., 2004). Der Export wird hingegen von den bereits
erwdhnten HuR-Liganden pp32 (ANP32A) und APRIL (ANP32B) vermittelt, die Gber die HNS mit HuR

interagieren (Brennan et al., 2000).

In seiner Eigenschaft als RNA-Bindeprotein ist HUR an einer Reihe posttranskriptioneller Prozesse
beteiligt und beeinflusst die Stabilitdt, den Transport oder auch die Translation spezifischer mRNA
Populationen (Keene, 1999; Brennan and Steitz, 2001). Vor allem die Stabilitdat der kurzlebigen
mMRNAs sogenannter early response genes (ERGs) wird durch die Bindung mit HuR beeinflusst. ERG-
Transkripte kodieren fiir funktionell wichtige Proteine wie Proto-Onkogene, Transkriptionsfaktoren
oder Zytokine und sind im Vergleich zu den konstitutiv exprimierten Transkripten der sogenannten

housekeeping genes sehr instabil und kurzlebig. Die ERG mRNAs weisen zumeist im 3’UTR cis-aktive
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Adenosin-Uracil reiche Sequenzen auf (AREs), welche die Deadenylierung wie auch den Abbau dieser
mRNAs fordern (Shaw and Kamen, 1987; Chen and Shyu, 1995). Unterschiedliche Proteine
interagieren mit den ARE-Sequenzen und beeinflussten somit die Stabilitat dieser mRNAs. So wird
beispielsweise durch die Interaktion der AREs mit hnRNP D (AUF1) der Abbau von ERG mRNAs
gesteigert, wahrend hingegen die Bindung der AREs mit HuR die Transkripte stabilisiert (DeMaria and
Brewer, 1996; Fan and Steitz, 1998b; Raineri et al., 2004). Da die ARE-haltigen mRNAs haufig fur
Proteine kodieren, die bei der Karzinogenese eine Rolle spielen, wird teilweise auch HuR eine

tumerogene Rolle zugeschrieben (Abdelmohsen and Gorospe, 2010).

Wie bereits erwdhnt, werden einige der ERG mRNAs (iber die fir mRNAs ungewdhnliche Route des
CRM1 Wegs ins Zytoplasma transportiert. Das HuR Protein ist haufig, wenn auch nicht zwingend, an
diesem CRM1l-abhingigen Kernexport der induzierbaren mRNAs beteiligt, so auch beim
nukleozytoplasmatischen Export der CD83 mRNA (Jang et al., 2003; Prechtel et al., 2006; Cherradi et
al., 2006). Im Fall des CRM1-abhédngigen Transports der CD83 mRNA variiert die Bindung von HuR an
dieses Transkript vom gangigen Schema der HuR-Interaktion mit ERG mRNAs. So bindet HuR die
CD83 mRNA nicht im Bereich des 3’UTRs, sondern interagiert (iber ein cis-aktives sogenanntes
posttranskriptionelles regulatorisches Element (PRE) in der kodieren Region der mRNA. Dieses bildet
vermutlich ein strukturierte RNA Element in Form einer dreigliedrigen Stamm-Schleifen-Struktur
(stem-loop bzw. SL) aus (siehe Abbildung 7), Giber welches die Bindung zu HuR vermittelt wird

(Prechtel et al., 2006).

|
- - 412
CD83 mRNA coding region tttaagaaatacagagcggagattgtectgetg

466
/ ctggctctggttatttictacttaacactcatcatt

ttcacttgtaagtttgcacggctacagagtatctt

cccagatttttctaaagetggeatggaacgage

ttttctcccagttacctccccaaataageatitag

PRE v ggctagtgactcctcacaagacagaactggta

Abbildung 7: Posttranskriptionelles regulatorisches Element (PRE) der CD83 mRNA (verandert nach
Prechtel et al., 2006)

Die CD83 mRNA interagiert lber ein cis-aktives Element in der kodierenden Region der CD83 mRNA mit HuR.
Es handelt sich dabei um ein strukturiertes posttranskriptionelles regulatorisches Element (PRE), welches
vermutlich als stem-loop 2 (SL2, in rot) drei sub-loops ausbildet.

Diese fur HuR ungewohnliche Art der mRNA Interaktion hat dabei interessanter Weise keinen
Einfluss auf die Stabilitdit der mRNA, sondern vermittelt vielmehr der CRM1 spezifischen Transport:

Eine Deletion des cis-aktiven Elements resultiert im CRM1-unabhdngigen Export des CD83
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Transkriptes (Prechtel et al., 2006; Pieper et al., 2011). Fir den CRM1-abhéngigen Export der CD83
mRNA muss HuR, wie bereits zuvor erwahnt, jedoch lber einen NES-haltigen Liganden mit CRM1

interagieren.

1.4.2 HuR-Ligand APRIL (ANP32B)

Als Adaptorprotein fir die Interaktion des HuR:CD83 mRNA Komplexes mit dem Exportrezeptor
CRM1 konnte der HuR-Ligand APRIL (ANP32B), nicht aber das eng verwandte pp32 (ANP32A)
identifiziert werden (Fries et al., 2007). Uber seine Leuzin-reiche Domanen interagiert APRIL mit
CRM1 und fungiert folglich als Adaptorprotein im CD83 mRNA-Exportkomplex. Das Phosphoprotein
gehort zur Familie der stark konservierten ANP32-Proteine (acidic nuclear phosphoproteins) und wird
im nadchsten Kapitel zusammen mit weiteren Familienmitgliedern detailliert beschrieben. Fir die
shuttle Eigenschaften von APRIL ist eine Phosphorylierung an Position Threonin 244 (T244)
notwendig. Die Proteinkinase Casein Kinase Il (CK2) phosphoryliert APRIL an T244 und reguliert somit
das shuttling von APRIL und infolgedessen auch indirekt die Expression von CD83 (Chemnitz et al.,

2009).

1.4.3 Proteinkinase CK2

Die 1954 zum ersten Mal von Burnett und Kennedy beschriebene Proteinkinase Casein Kinase Il (CK2)
ist eine hoch konservierte ubiquitdr exprimierte Serin/ Threonin Kinase, die bei der Regulation einer
Vielzahl von unterschiedlichen zelluliren Prozessen, wie Proliferation, Transformation,
Differenzierung oder Apoptose, eine wichtige Rolle spielt. Es handelt sich um ein Holoenzym, welches
aus insgesamt vier Untereinheiten besteht. Die Heterotetramere setzen sich dabei aus zwei
vermutlich regulatorischen B-Untereinheiten von 28 kDa sowie den katalytischen Untereinheiten a
und a‘ von 42 kDa bzw. 38kDa zusammen (a,pB,, aa‘B, oder auch a‘,B,) (siehe Ubersichtsartikel:
Montenarh, 2010). Diese unterschiedlichen Kompositionen des Holoenzyms sind vermutlich einer
der Grinde fiir die mannigfaltigen Eigenschaften der Kinase; die Anzahl ihrer Substrate wird
momentan mit tiber 300 beschrieben (siehe Ubersichtsartikel: Meggio and Pinna, 2003). Die CK2 ist
ein konstitutiv aktives Enzym, welches ubiquitdr in der Zelle lokalisiert ist (sieche Ubersichtsartikel:
Faust and Montenarh, 2000; Filhol and Cochet, 2009). Hingegen sind die Substrate der CK2 auf
verschiedene Zellkompartimente verteilt und befinden sich im Zellkern, dem Zytoplasma oder den
Plasmamembranen. Als Antwort auf spezifische Signale und Stimuli wie z.B. Hitzeschock, UV
Strahlung, Sauerstoffmangel oder auch virale Infektionen, kann sich die CK2 intrazelluldr zwischen
den Kompartimenten bewegen. Aufgrund dieses Kompartiment-spezifischen targetings der CK2 kann
eine substratspezifische Phosphorylierung in den verschiedenen Bereichen der Zelle reguliert und

gewihrleistet werden (siehe Ubersichtsartikel: Ahmad et al., 2005). Des Weiteren spielt vermutlich

18



Einleitung

auch die Translokation der einzelnen CK2-Untereinheiten zwischen den verschiedenen
Zellkompartimenten eine Rolle bei der Regulation der Substratspezifitat (Gerber et al., 2000; Davis et
al., 2002; Pluemsampant et al., 2008; Filhol and Cochet, 2009). In den vergangenen Jahren wurden
eine Reihe an niedermolekularen Inhibitoren identifiziert und entwickelt, welche die Aktivitdt der
Kinase spezifisch hemmen, so dass die CK2 als ,, drugable” Proteinkinase bezeichnet werden kann

(Sarno et al., 2002; Pagano et al., 2006).

In Hinblick auf den nukleozytoplasmatischen Transport der CD83 mRNA konnte die CK2 mittels des
spezifischen CK2 Inhibitors TBB (4,5,6,7-tetrabromo-2-azabenzimidazole) sowie RNA-Interferenz
Studien als APRIL-T244 modifizierende Kinase identifiziert werden (siehe 4.1.1) (Chemnitz et al.,
2009). Mittels der CK2 Inhibition konnten Chemnitz und Mitarbeiter sowohl die
nukleozytoplasmatische Translokation von APRIL (ANP32B), als auch die CD83 Expression hemmen
und zudem zeigen, dass Letzteres seine Ursache in einem verminderten Kernexport der CD83 mRNA
hat. So scheint die CK2 mit dem Phosphoprotein (ANP32B) ein weiteres Substrat zu besitzen und fir

die Regulation der CD83 Expression eine funktionell wichtige Rolle zu spielen.

1.5 APRIL (ANP32B) und Mitglieder der ANP32-Familie

Die Familie der ANP32 Proteine, zu der auch das bereits erwahnte und als Adaptorprotein am CD83
MRNA Kernexport beteiligte Phosphoprotein APRIL (ANP32B) gehort, ist eine Familie von hoch
konservierten, sauren nukledaren Phosphoproteinen (acidic nuclear phosphoproteins). Die Mitglieder
der ANP32-Familie werden als nukleozytoplasmatische shuttle Phosphoproteine beschrieben, die in
einer Reihe verschiedener Signalwege sowie an wichtigen zelluldren Prozessen wie Proliferation,
Apoptose und Differenzierung beteiligt sind (siehe Ubersichtsartikel: Santa-Coloma, 2003; Matilla
and Radrizzani, 2005). Sie zeichnen sich durch einen C-Terminus reich an sauren Aminosauren aus
und besitzen auBerdem Leuzin-reiche Sequenzen (leucine rich repeats LRR) im N-Terminus, die als
Erkennungsmotiv flr eine Reihe an Protein:Protein-Interaktionen dienen. Diese beiden Regionen
spielen fiir die intrazelluldre Verteilung der ANP32 Proteine eine wichtige Rolle: So findet sich im
sauren C-Terminus ein klassisches NLS (nuclear localisation signal), welches von Importrezeptoren
der Familie der Karyopherine erkannt wird (siehe 1.1). Die Leuzin-reichen Sequenzen im N-Terminus
dienen hingegen als NES (nuclear export signal) und werden vom Exportin CRM1 erkannt, so dass die
nukleozytoplasmatische Translokation der ANP32 Proteine (iber CRM1 vermittelt wird (Fornerod et

al., 1997; Kobe and Kajava, 2001; Matilla and Radrizzani, 2005).
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1.5.1 ANP32-Familie

Bisher konnten acht Mitglieder der ANP32-Familie identifiziert werden: ANP32A, B, C, D, E, F, G und
H. Die meisten der Proteine haben neben der offiziellen ANP32A-H Nomenklatur mindestens eine
weitere Bezeichnung (Trivialnamen), da die Namensgebung haufig im Kontext zur jeweiligen
Identifizierung steht und die einzelnen Proteine oft mehrfach in verschiedenen Studien isoliert und
identifiziert wurden (siehe Ubersichtsartikel: Matilla and Radrizzani, 2005). Die Familienmitglieder
ANP32F, G und H wurden bisher nur im Zusammenhang des Ubersichtsartikels von 2005 iber die
ANP32-Familie von Matilla und Radrizzani beschrieben. lhr Vorkommen sowie ihre Funktion wurden
noch nicht weiter geklart. Etwas ausfiihrlicher ist das Familienmitglied ANP32E (CPD1) beschrieben.
Es wurde 2001 aus dem Kleinhirn von Mausen isoliert und scheint die PP2A (protein phosphatase 2)
Aktivitat wahrend der Entstehung neuer Synapsen zu regulieren, so dass dem Protein eine Rolle bei
der neuronalen Proliferation und Differenzierung zugeschrieben wurde (Radrizzani et al., 2001;
Costanzo et al.,, 2006). Ebenso wurden onkogene Eigenschaften von ANP32E publiziert, es aber
gleichzeitig kontrar auch mit einem glinstigen Verlauf des follikuldaren Lymphoms in Zusammenhang
gebracht (Bjorck et al., 2005; Tsukamoto et al., 2008; Walker et al., 2010). Die genaue Funktion von

ANP32E ist folglich noch nicht geklart.

Die Familienmitglieder pp32rl (ANP32C) und pp32r2 (ANP32D) wiesen bisher vor allem onkogene
Eigenschaften auf und wurden beispielsweise in malignen Prostatakrebszellen oder Brustkrebszellen

detektiert (Kadkol et al., 1998; Kadkol et al., 2001).

Das prominenteste und am besten charakterisierte Protein der ANP32-Familie ist pp32
(phosphoprotein 32 kDa), welches auch als ANP32A oder LANP (leucine rich acidic nuclear protein)
bezeichnet wird. Es wurde 1990 zusammen mit ANP32B, welches im nachsten Abschnitt beschrieben
wird, aus einer murinen B-Lymphoblasten Zelllinie isoliert (Malek et al., 1990). Im Gegensatz zu
seinen eng verwandten und onkogenen Familienmitgliedern pp32rl1 (ANP32C) und pp32r2 (ANP32D)
ist das Protein pp32 detailliert als Tumorsuppressor charakterisiert. So ist pp32 in der Lage, die durch
Onkogene induzierte in vitro Transformation von Zellen oder auch in vivo Tumorgenese zu inhibieren
(Chen et al., 1996; Bai et al., 2001). Die Griinde fur die tumorsuppressorische Rolle von pp32 finden
sich in verschiedenen Eigenschaften des Proteins: Zum einen wird pp32 die Fahigkeit zugeschrieben,
die fiir Proliferation verantwortliche Proteinphosphatase PP2A hemmen zu kdénnen (Li et al., 1996).
Zum anderen wurde pp32 als Bestandteil des INHAT Komplexes (inhibitor of histone
acetyltransferase) identifiziert und ist somit in der Lage, Gber die Inhibition der Histon-Azetylierung
die Genexpression zu regulieren (Seo et al.,, 2001). Zudem wurde publiziert, dass pp32 sowohl
Caspase-unabhangige als auch Caspase-aktivierte Apoptose auszulésen vermag (Fan et al., 2003; Pan

et al., 2009).
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Wie bereits unter 1.1.2 und 1.4.1 beschrieben, ist pp32, wie auch sein Verwandter APRIL (ANP32B),
ein HuR-Ligand und ist in dieser Funktion an der Stabilisierung von ARE-haltigen mRNAs und deren
Kernexport beteiligt (Brennan et al., 2000; Gallouzi et al., 2001). Als HuR-Ligand im CRM1-abhangigen
Export der CD83 mRNA spielt pp32 allerdings keine Rolle; hier wurde das Familienmitglied APRIL
(ANP32B) als Adaptorprotein identifiziert (Fries et al., 2007).

1.5.2 APRIL (ANP32B)

Wie den meisten Proteinen der ANP32-Familie wurden auch dem Familienmitglied ANP32B im Laufe
der Zeit eine Reihe unterschiedlicher Namen zugeordnet. Neben der inzwischen offiziellen
Bezeichnung ANP32B wird es — wie schon mehrfach genannt — auch als APRIL (acidic protein rich in
leucins) bezeichnet (Mencinger et al., 1998). Zudem finden sich in der Literatur die Bezeichnungen
PHAPII (putative human leukocyte antigen associated protein Il), SSP-29 (silver stainable protein 29
kDa) oder PAL31 (proliferation associated leucine rich protein 31 kDa) (Vaesen et al., 1994; Zhu et al.,
1997; Mutai et al., 2000). Die Bezeichnungen SSP-29 und PHAPII sind allerdings inzwischen veraltet
und das Synonym PAL31 wird vor allem bei Nagern wie Rattus norvegicus oder Mus musculus
verwendet. Fir den weiteren Verlauf dieser Arbeit und zur besseren Unterscheidung wird das

Protein nur noch mit dem geldufigen Akronym APRIL" benannt.

Das Protein APRIL besteht aus 251 Aminosauren (AS) mit einer Molekilmasse von 28.8 kDa und
wurde wie schon erwahnt, zusammen mit pp32 aus einer murinen B-Lymphoblasten Zelllinie isoliert
(Malek et al., 1990). Es existiert eine weitere, durch alternatives SpleiRen entstandene Variante des
Proteins, bestehend aus 195 Aminosduren und einer Molekilmasse von 22 kDa. Dieser
SpleiBvariante fehlt das NLS im C-Terminus, so dass es sich um ein shuttle inkompetentes,
zytoplasmatisch-stindiges Protein handelt, dessen Funktion unbekannt ist (siehe Ubersichtsartikel:
Matilla and Radrizzani, 2005). Als allgemein anerkannte und giltige Form von APRIL in Publikationen

und Datenbanken wurde die 251-AS-Variante festgelegt (Uniprot?).

Das Protein APRILL weist Uber 70 % Sequenzidentitat und tber 80 % Sequenzahnlichkeit zu pp32 auf,
ist im Vergleich zu pp32 aber weniger deutlich charakterisiert. Dennoch wurden dem Protein seit
seiner Entdeckung eine Reihe an Eigenschaften und Funktionen zugeschrieben, die sich teilweise —
trotz der Homologie zu pp32 — stark von denen des engen Verwandten unterscheiden. So findet sich
das Protein APRIL vor allem in stark proliferierenden Geweben wie der Milz oder dem Thymus
(Mencinger et al.,, 1998; Reilly et al., 2011). Zudem scheint APRIL unter anderem an der

Zellzyklusprogression beteiligt, sowie in die Entwicklung und Proliferation bestimmter neuronaler

L APRIL ist nicht identisch mit dem Protein der TNF Superfamilie ,a proliferation-inducing ligand “, fur das
ungliicklicherweise ebenfalls das Akronym ,APRIL” verwendet wird (Hahne et al., 1998).
? http://www.uniprot.org/uniprot/Q92688
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Stammzellen involviert zu sein (Mutai et al., 2000; Sun et al., 2001). Im Vergleich zu seinen
Familienmitgliedern pp32 und CPD1 fungiert es nicht als Inhibitor der pro-proliferativen Phosphatase
PP2A, sondern weist vielmehr inhibitorische Eigenschaften gegeniiber der Caspase-3 auf (Sun et al.,
2006). Die direkte Inhibition der Caspase-3 konnte aber in einer weiteren Studie nicht bestatigt
werden; vielmehr wurde APRIL als Caspase-3 Substrat identifiziert (Shen et al.,, 2010). Die anti-
apoptotischen Effekte von APRIL bestatigten sich jedoch auch in der Studie von Shen und
Mitarbeitern. So fiihrte die Depletion von APRIL zu einer Verstarkung der Caspase-3 Aktivitdt, was
eine Steigerung im Absterben myeloider Leukdmiezellen zur Folge hatte. Beim Familienmitglied
APRIL scheint sich im Gegensatz zu pp32 demzufolge nicht um ein Tumorsuppressorprotein, sondern

eher um ein Proliferation-induzierendes Protein zu handeln.

Gleichzeitig aber wird APRIL neben seinen proliferativen Eigenschaften auch eine regulatorische
Funktion als Histon Chaperon zugeschrieben. Wie auch pp32 kann APRIL die Azetylierung von
Histonen hemmen. Zudem scheint es Histone Promotor-spezifisch mit DNA zu komplexieren, was zu
einer negativen Regulation bestimmter Gene wie beispielsweise dem Wachstumsfaktor PDGF-A
(platelet-derived growth factor) fihrt (Munemasa et al., 2008). Dabei interagiert APRIL anscheinend

mit den Histonen H3 und H4 Gber seine Leuzin-reichen Regionen im N-Terminus (Tochio et al., 2010).

Eine weitere Funktion wird diesem multifunktionellen Protein beim CRM1-abhdngigen mRNA-
Transport zugeschrieben. Wie bereits unter 1.1.2 erwahnt, konnten Brennan und Mitarbeiter sowohl
pp32 als auch APRIL als HuR-Liganden identifizieren. Diese interagieren Uber ihr NES im N-Terminus
mit dem CRM1 Rezeptor und spielen somit vermutlich eine Rolle beim CRM1-abhangigen Transport
des c-fos Transkriptes (Brennan et al., 2000). Bei der Analyse des CD83 mRNA-Transports konnte
gezeigt werden, dass APRIL, aber nicht pp32, als Adaptorprotein zwischen dem HuR:CD83 mRNA
Komplex und CRM1 fungiert (Fries et al., 2007). Zudem konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass
eine Phosphorylierung von APRIL an Threonin 244 fir die Fahigkeit der nukleozytoplasmatischen

Translokation des Proteins notwendig ist.

Abschliefend soll erwdhnt werden, dass in den letzten Jahren verschiedene knockout Mause der
ANP32-Familie etabliert wurden. So liegt inzwischen jeweils ein konstitutives knockout Mausmodell
von pp32 (Opal et al., 2004), CPD1 (Kular et al., 2010; Reilly et al., 2010) und auch APRIL vor (Reilly et

al., 2011). Letzteres wurde kurz vor Beendigung dieser Arbeit publiziert.

1.6 Gentechnik und Mause

1.6.1 Etablierung des gerichteten gene targetings in Mausen

Die Maus Mus musculus ist in der Entwicklungsbiologie schon lange das Modelltier fiir die

Entwicklung hoherer Vertebraten und heutzutage das Saugetier der Wahl fiir molekulargenetische
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Studien. Die Verfahren der Gentechnologie erlauben inzwischen mittels gene targetings das gezielte
Aus- oder auch Anschalten eines bestimmten Gens (knockout oder knockin). Dies macht eine
Untersuchung des Zielgens in vivo im Organismus moglich. Wahrend die erste transgene Maus
bereits 1974 von Jaenisch und Mitarbeitern generiert wurde (Jaenisch and Mintz, 1974), wurde das
gezielte gene targeting erst in den 80er Jahren etabliert, indem man sich das Prinzip der homologen
Rekombination zunutze machte. Durch das ,crossing over” flankierender Homologiebereiche gelang
es den Laboren von Mario R. Capecchi und Oliver Smithies, den gezielten und spezifischen Austausch
eines endogenen Gens durch ein transgenes DNA-Fragment zu etablieren (Thomas and Capecchi,
1987; Doetschman et al.,, 1987). Parallel wurden von Sir Evans und Mitarbeitern die ersten
pluripotente embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) isoliert (Evans and Kaufman, 1981). Diese beiden
Techniken erlaubten 1989 die Etablierung der ersten knockout Mause (Koller and Smithies, 1989;
Capecchi, 1989a; Capecchi, 1989b) und die beteiligten Wissenschaftler Capecchi, Evans und Smithies
wurden daflir 2007 mit dem Nobelpreis flir Medizin honoriert. Abbildung 8 fasst das Verfahren des

gene targetings in der Maus zusammen.
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Abbildung 8: Gen targeting in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) zur Etablierung von knockout oder
knockin Mausen (Verandert nach ©The Nobel Committee for Physiology or Medicine; lllustration: A.R6hl3)

A) Uber homologe Rekombination wird das Zielgen durch ein homologes, aber genetisch modifiziertes
Transgen ausgetauscht. Das Transgen wurde aus einer murinen Gendatenbank isoliert und in vitro modifiziert
(knockout: Gen wurde inaktiviert; knockin: zusatzliche genetische Information). Das Transgen enthalt zudem
ein Markergen, um homolog rekombinierte ES-Zellklone mittels Selektion anzureichern. Uber Elektroporation
wird das modifizierte Transgen in ES-Zellen eingebracht, mittels homologer Rekombination ins Genom
integriert und anschlieBend werden die positiv homolog rekombinierten Zellklone (iber Selektion isoliert.

B) Die homolog rekombinierten ES-Zellklone werden in eine Spenderblastozyte injiziert, welche im Anschluss in
den Uterus eines scheinschwangeren Ammentiers implantiert wird. Die Blastozyste enthédlt dabei zwei
verschiedene ES-Zelltypen: zum einen die ES-Zellen der Mauslinie der Spenderblastozyste (hier gelb), sowie die
in vitro generierten ES-Zellklone mit dem modifizierten Transgen (hier rosa). Chimidre Nachkommen werden
anhand der gefleckten Fellfarbe identifiziert

C) Findet eine Keimbahntransmission des modifizierten Transgens statt, konnen homozygote knockout oder
knockin Méause gezlichtet werden.

Die konstitutive Ausschaltung eines Gens in knockout Mausen hat allerdings den Nachteil, dass der
vollstandige knockout zu einem letalen Phanotyp fiihren kann, wenn das Zielgen ein
entwicklungsbiologisch relevantes Genprodukt kodiert. Die Entwicklung konditioneller knockout
Verfahren ermoglichte einen gewebsspezifischen und/oder zeitlich regulierbaren knockout von
Genen, so dass letale Phanotypen vermieden werden kdnnen. Die konditionellen knockout Verfahren
orientieren sich dabei am Cre/loxP Rekombinationssystem aus dem Bacteriophagen P1 unter
Verwendung der spezifischen Rekombinase Cre (Austin et al., 1981), oder auch der aus der Hefe

Saccharomyces cerevisia stammenden Rekombinase Flp (Broach et al., 1982).

® http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2007/med07eng.pdf
24


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2007/med07eng.pdf�

Einleitung

1.6.2 Rekombinasen Cre und Flp

Bei der aus dem Bacteriophagen P1 stammenden Rekombinase Cre handelt es sich um ein Enzym von
38 kDa, welches die Rekombination zwischen zwei spezifischen Erkennungssequenzen katalysiert
(Sauer and Henderson, 1988). Bei Letzteren handelt es sich um sogenannte loxP-Sequenzen (locus of
crossing over of P1) von je 34 bp. Je nach Orientierung der Sequenzen kommt es zu einer Inversion,
Translokation oder Exzision der DNA (siehe Abbildung 9) (siehe Ubersichtsartikel: Metzger and Feil,
1999).

A) B) )

SN o I
S e ? S ¥ —1
Inversion ﬁ Exzision @ﬁ Translokation
e — ¢ T+
T+t

Abbildung 9: Sequenzspezifisches Cre/loxP Rekombinationssystem (verindert nach Metzger and Feil, 1999)

A) Inversion: Befinden sich zwei loxP-Sequenzen (als Dreieck dargestellt) in gegensatzlicher Orientierung auf
einem DNA-Strang, wird das dazwischenliegende DNA-Fragment intervertiert.

B) Exzision: Befinden sich zwei loxP-Sequenzen in gleicher Orientierung auf einem DNA-Strang, wird das
dazwischenliegende DNA-Fragment herausgeschnitten, wobei eine loxP-Sequenz im Genom verbleibt

C) Integration/ Translokation: Befinden sich zwei loxP-Sequenzen auf zwei verschiedenen DNA-Stréangen, kann
eine Integration oder Translokation erfolgen.

Bei konditionellen knockout Mausen wird der Exzision-Mechanismus der Cre Rekombinase genutzt.
Dabei wird das zu inaktivierende Zielgen von zwei loxP-Sequenzen in gleicher Orientierung flankiert
(bezeichnet als ,gefloxtes” Gen) und erst in Anwesenheit einer Cre Rekombinase aus dem Genom
der Maus entfernt. Zur Etablierung einer konditionellen knockout Mauslinie werden Mause mit
einem ,gefloxten” Zielgen mit einer Mauslinie verpaart, welche die Cre Rekombinase beinhaltet
(,,Cre-Deleter”). In doppelt transgenen Tieren erfolgt eine Expression der Cre Rekombinase, welche
eine Deletion des ,gefloxten” Zielgens zur Folge hat. Neben der Generierung von konditionellen
knockout Mausen kann das Enzym auch fiir Klonierungsarbeiten oder zum Austausch von Genen
eingesetzt werden (Zhang et al.,, 1998; Buchholz and Bishop, 2001). Zudem dient die Cre
Rekombinase als Vorlage, um lber molekulare Evolution eine neue Generation von Rekombinasen zu
entwickeln, die als molekulare Scheren oder auch ,tools of medical surgery’ (Buchholz, 2008) in der

Gentherapie ihre Anwendung finden kénnen (Buchholz and Stewart, 2001; Sarkar et al., 2007).
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Der Rekombinationsmechanismus der Rekombinase Flp, einem Enzym von 43 kDa aus der Hefe
Saccharomyces cerevisia, ahnelt dem der Cre Rekombinase. Flp erkennt sogenannte FRT-Sequenzen
(,,Flp recombination target“) und rekombiniert die DNA — wie auch die Cre Rekombinase — je nach
Orientierung der FRT-Sequenzen (siehe Ubersichtsartikel: Bockamp et al., 2002). Allerdings liegt das
Temperaturoptimum der Wildtyp-Flp Rekombinase bei 30°C, so dass urspriinglich die Cre
Rekombinase bevorzugt eingesetzt wurde. Inzwischen wurden aber temperaturstabile Varianten der
FIp entwickelt, die eine vergleichbare Aktivitdt zur Cre Rekombinase aufweisen (Rodriguez et al.,

2000).

1.6.3 Gewebsspezifische und induzierbare Kontrolle der Rekombinaseaktivitat

Wie bereits erwdhnt, werden fir die Etablierung von konditionellen knockout Mausen sogenannte
Cre- oder auch Flp-Deleter Mauslinien verwendet. Diese beinhalten die jeweilige Rekombinase unter
der Kontrolle eines spezifischen Promotors. Die Expression der Rekombinase in der Deleter-Mauslinie
hangt folglich vom jeweiligen Promotor ab. Mittels gewebsspezifischer und/oder induzierbarer

Promotoren kdnnen somit Zeit und Ort des knockouts bestimmt werden.

So wird beispielsweise in der sogenannten vavCre Mauslinie die Cre Rekombinase unter der Kontrolle
von regulatorischen Sequenzen des murinen vav Gens exprimiert (Georgiades et al., 2002). Es
handelt sich dabei um ein Proto-Onkogen mit Signallibertragungscharakter, dessen Transkripte fast
ausschlieBlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert werden (Katzav et al., 1989; Ogilvy et al., 1998).
So kdnnen mittels der vavCre Mauslinie konditionelle knockout Mause generiert werden, in denen
die Cre Rekombinase ein ,gefloxtes” Zielgen gewebsspezifisch, d.h. ausschlieBlich im

hamatopoetischen System deletiert.

Um eine zeitlich kontrollierbare Rekombination zu gewahrleisten, wurden zudem Deleter-Mauslinien
entwickelt, in welchen die Rekombinase unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors, wie den
durch INFa und INFy aktivierbaren Mx1 Promotor, exprimiert wird (Kiihn et al., 1995). Des Weiteren
werden heutzutage Rekombinasen-Fusionsproteine wie Cre-ER" oder Cre-ER™ verwendet (estrogen
receptor tamoxifen-dependent ER'). Diese beinhalten neben der Cre eine modifizierte
Ligandenbindungsdomane des Ostrogenrezeptors, welche vom endogenen Ostrogen nicht erkannt
wird, jedoch eine hohe Affinitat gegeniiber kiinstlichem Tamoxifen aufweist (Feil et al., 1996). Das
Fusionsprotein interagiert Uber die modifizierte Ligandenbindungsdomdne mit dem
Hitzeschockprotein Hsp90 und wird im Zytoplasma zuriickgehalten, so dass keine Rekombination im
Zellkern vermittelt werden kann. Durch die Applikation von Tamoxifen bindet die modifizierte
Ligandenbindungsdomine mit dem kiinstlichen Ostrogenrezeptormodulator. Dies fiihrt zu einer

Dissoziation des Cre-Fusionsproteins von Hsp90, so dass die Rekombinase in den Zellkern gelangt,

26



Einleitung

,gefloxte” DNA Sequenzen rekombiniert und somit eine zeitliche Kontrolle der Rekombination

sichergestellt wird.

1.6.4 ,knockout-first” Modifikation

Die 2004 von Testa und Mitarbeitern entwickelte ,knockout-first” Strategie kombiniert den
konditionellen knockout nach dem Cre/loxP System mit einer Reporter-markierten Mutation, welche
direkt ein Null-Allel erzeugt. Die gezielt inserierte, von FRT-Sequenzen flankierte Reporter-markierte
Genkassette fiihrt aufgrund einer Spleilakzeptor-Stelle und einer SV40-PolyA-Sequenz neben der
Expression von R-Galaktosidase und einer Neomycin-Resistenz zu einem Abbruch der Transkription
und somit zu einer Null-Mutation des modifizierten Allels (Null-Allel). Das Reporter-markierte
»knockout-first“ Verfahren ist ein nitzliches Instrument, um die Kausalitdt von nonsense-Mutationen
(non-sense mediated decay bzw. NMD) und die daraus resultierenden Phanotypen zu untersuchen.
Mittels der Flp-Rekombinase kann eine Reversion des Phadnotyps vermittelt werden. Gleichzeitig
kann Uber das Cre/loxP System der knockout erneut oder bei letalen Phdnotypen gewebsspezifisch

und/oder induzierbar etabliert werden (siehe Abbildung 10).

tmla FRT FRT loxP loxP

Flp l ‘ Cre
tmlc tmlb

l Cre
tmid

Abbildung 10: Schematische Darstellung des konditionellen ,knockout first“ Allels (ibernommen von
www.knockoutmouse.org’)

Das ,knockout-first“ Allel (tmla) mit einer Reporter-Selektionskassette (lacZ und NeoR) stort Uber eine
integrierte SpleifRakzeptor-Seite und eine PolyA-Sequenz die Genfunktion. Mittels der Flp-Rekombinase wird
das , knockout-first” Allel in ein konditionelles Allel verwandelt (tm1c) und die Genaktivitat wieder hergestellt.
AnschlieRend kann nach dem Cre/loxP System ein konditioneller knockout etabliert werden.

*http://www.knockoutmouse.org/about/targeting-strategies
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1.7 Aufgabenstellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Hinsichtlich des nukleozytoplasmatischen Transports von mRNAs galt es lange Zeit als Dogma, dass
das Heterodimer TAP-p15 als ausschliellicher Kernexportrezeptor fiir zellulare mRNAs fungiert. Das
Karyopherin CRM1 galt hingegen als Exportrezeptor fiir Proteine, ribosomale und small nuclear RNAs
oder auch ungespleilSte virale Transkripte. In den letzten Jahren konnten allerdings verschiedene
zelluldre Transkripte identifiziert werden, deren nukleozytoplasmatische Translokation Gber den fir
zellulare mRNAs hochst ungewdhnlichen Exportrezeptor CRM1 vermittelt wird. Auch das Transkript
des Glykoproteins CD83, welches vermutlich als Oberflachenprotein reifer Dendritischen Zellen in die
Aktivierung der zellularen T-Zellantwort involviert ist, wurde kirzlich als CRM1-abhdngig
beschrieben. Zudem konnten in weiteren Vorarbeiten zum CRM1l-vermittelten CD83 mRNA
Kernexport die zelluldren Faktoren HuR und APRIL als wichtige Komponenten dieses spezifischen

CRM1-abhadngigen mRNA-Exportmechanismus identifiziert werden.

In dieser Arbeit sollen die Komponenten HuR und APRIL dieser fir zellulire mRNAs so
ungewohnlichen Exportmaschinerie hinsichtlich ihrer Interaktion und Regulation am Beispiel der
CD83 Genexpression detailliert analysiert werden, um neue Erklarungsansatze bezliglich des CRM1-
abhangigen CD83 mRNA-Exports zu liefern. Neben der funktionellen Analyse der Spezifitat der
HuR:CD83 mRNA Interaktion soll dabei vor allem das Adaptor- und Phosphoprotein APRIL im Detail
charakterisiert werden. Um diese Charakterisierung so umfangreich wie moglich zu gestalten, soll
APRIL zunachst biochemisch und in vitro analysiert werden. AnschlieBend soll das Protein in
komplexen und lebensnahen Zellsystemen wie primadren Dendritischen Zellen in Hinblick auf die
Regulation der CD83 Expression untersucht werden. Mit der Konstruktion einer konditionellen APRIL
knockout Mauslinie sollen letztlich die Voraussetzungen geschaffen werden, die Rolle von APRIL

hinsichtlich der Regulation der CD83 Expression in vivo im Organismus zu erforschen.

Das Ziel der vorliegen Arbeit ist somit, mittels einer detaillierten Analyse von HuR und APRIL das
CD83 mRNA-Kernexport Modellsystem fiir den CRM1-abhéngigen Transport zelluldrer mRNAs zu
vervollstandigen. Die Konstruktion eines APRIL knockout Mausmodells soll zudem dazu beitragen, die
Beteiligung von APRIL an der Regulation weiterer zellularer CRM1-abhangiger mRNAs in vivo zu
untersuchen und Funktion(en) von APRIL beziglich der Regulation der Immunantwort im

Gesamtorganismus zu analysieren.
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2 Materialien

2.1 Bakterienstaimme

Name Genotyp Herkunft
BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3) Stratagene
(La Jolla, CA)
BL21 (DE3) pLys F-, ompT, hsdSB (rB-, mB-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cmr Promega
(Mannheim)
DH10B™ mcrA mcrBC mrr $80lacZAM15 Invitrogen
(Karlsruhe)

Stbl3 F- mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) recA13 supE44 ara-14 galK2 | Invitrogen
lacY1 proA2 rpsL20(StrR)xyl-5 A— leu mtl-1 (Karlsruhe)

XL10 Gold Tetr, A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, Stratagene
supEd44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac, Hte [F’, proAB, (La Jolla, CA)
laclgZAM15, Tn10, (Tet’), Amy, Camr]a

2.2 Eukaryotische Zelllinien

Name Beschreibung Herkunft

293T Humane, embryonale Nierenzelllinie, exprimiert das ATCC Nr CRL-11268
grofSe T-Antigen des SV40 Virus

Cos7 CV-1 Zelllinie aus immortalisierten Nierenzellen der ATTC Nr. CRL-1651
grinen Meerkatze, exprimiert das groRe T-Antigen des
SV40 Virus (CV1 Origin SV40)

NIH 3T3 murine embryonale Fibroblastenzelllinie ATCC Nr. CRL-1658

Hela Humane epitheliale Zelllinie, isoliert aus einem Zervix- ATCC Nr. CCL-2
Karzinom

Jurkat TAg Humane T-Zelllinie, exprimiert das grofSe T-Antigen des Dr. Ralph
SV40 Virus; ,Jurkat T-Zellen” Kehlenbach,

Universitat
Gottingen
(Gottingen)

R1 Murine embryonale Stammzelllinie, 129X1x129S1 Dr. Andreas Nagy,
Mount Sinai Hospital
(Toronto, Kanada)

JM8.N4 Murine embryonale Stammzelllinie; C57BI/6N Wellcome Trust
Sanger Institute
WTSI (Cambridge,
UK)
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2.3 Primare eukaryotische Zellen

Name Beschreibung Herkunft

PBMC Mononukleare Zellen des peripheren Blutes Blutspendezentrale
UKE, Hamburg

MEF Murine embryonale Fibroblasten mit Neomycin- Versuchstierhaltung
Resistenzgen, Tg(pPWL512hyg)1EMSxFVBneo UKE (Hamburg)

2.4 Mausstamme

Name Beschreibung Herkunft

Balb/c Blastozysten-Spendertiere fiir Injektion von ES-Zellen zur | Versuchstierhaltung
Etablierung einer Balb/c-chimaren Maus UKE (Hamburg

C578BI/6J (2010) Inzuchttiere; Hintergrund Linie fir KO-Mause; fiir HPI (Hamburg)
Uberpriifung der Keimbahniibertragung der chiméaren
Bbcke

2.5 Medien

2.5.1 Maedien fiir die Anzucht von Bakterien
Luria-Bertani-Medium 10 g/l Bacto-Typton; 5 g/| Bacto-Hefeextrakt; 8 g/l NaCl; 1 g/l Glucose.
(LB-Medium) Der pH-Wert wurde mit Natriumhydroxid auf pH 7.2 eingestellt.

Luria-Bertani-Agarplatten 15 g Agar wurden in 1 L LB-Medium gel6st und autoklaviert. Nach
(LB-Platten) Abkihlen auf 55°C wurde 1 mg/mL Ampicillin zugegeben.

Thym-Broth 2 % Bacto-Trypton, 5 % Bacto-Hefeextrakt, 0,1 M NacCl, 0,01 M MgCl,
(kompetente Bakterien)

2.5.2 Medien fiir Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Name Zusammensetzung

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium (Biochrom, Berlin); zur Kultivierung
von 293T, Hela, Cos7und NIH 3T3-Zellen;
Zugabe von 10 % FKS (Biochrom, Berlin), 3,75 mg/mL NaHCO3, 1 mM
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, optional 0,05 mg/mL
Penicillin/Streptomycin.

DMEM-Mangelmedium Dulbeccos Modified Eagle Medium (Sigma, Miinchen) ohne Methionin
und Cystein; zur [**S]-markierten de novo Synthese von Proteinen;
Zugabe von 10 % dialysiertem FKS (PAN-Biotech), 1 mM L-Glutamin
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DMEM-Glutamax

ES-Medium

RPMI-Medium

RPMI-Mangelmedium

RPMI-DC-Medium

OptiMEM

2.5.3 Einfriermedien

Name

0,05 mg/mL Penicillin/Streptomycin

Dulbeccos Modified Eagle Medium (Gibco BRL, Eggenstein); zur
Kultivierung von MEF-Zellen;

Zugabe von 9 % FKS (PAA), 0,1mM MEM= NEAE (non essentail amino
acids), 0,05 mg/mL Penicillin/Streptomycin

Dulbeccos Modified Eagle Medium (Gibco BRL, Eggenstein) mit 25mM
HEPES; zur Kultivierung von murinen embryonalen Stammzellen
Zugabe von 15 % FKS (PAA), 2 mM L-Glutamin, 0,1mM MEM, 0,05
mg/mL Penicillin/Streptomycin, Nukleosidmix (Adenosin 1,3ug/ml;
Guanosin 1,37pg/ml; Cytidin 1,18ug/ml; Uridin 1,18ug/ml; Thymidin
0,38ug/ml), 1 mM Natriumpyruvat, 100 uM 2-Mercaptoethanol, 1000
U/ml ESGRO-LIF; ggf. Selektionszusatz: 150-200 pg/ml G418

RPMI-1640 Medium (Lonza, Verviers, Belgien); zur Kultivierung von
Jurkat T-Zellen;

Zugabe von 10 % FKS (PAN-Biotech), 2 mM L-Glutamin, 0,05 mg/mL
Penicillin/Streptomycin

RPMI-1640 Medium (Lonza, Verviers, Belgien); zur Aktivierung von
Jurkat T-Zellen;

Zugabe von 1 % FKS (PAN Biotech), 2 mM L-Glutamin, 0,05 mg/mL
Penicillin/Streptomycin

RPMI-1640 Medium (Lonza, Verviers, Belgien); zur Kultivierung von
monozytar generierten Dendritischen Zellen sowie PBMCs;

Zugabe von 1-2 % hAB, 2 mM L-Glutamin, 0,05 mg/mL
Penicillin/Streptomycin, teilweise 1mM HEPES

OptiMEM (Gibco BRL, Eggenstein); serumreduziertes Medium zur
Transfektion von Zellen

Zusammensetzung

Einfriermedium

ES-Einfriermedium (1x)

ES-Einfriermedium (2x)

Einfriermedium zur Kryokonservierung eukaryotischer Zelllinien;
FKS (PAN Biotech), 10 % DMSO (Sigma, Miinchen)
Einfriermedium zur Kryokonservierung von murinen embryonalen
Stammzellen und MEF-Zellen

50 % FKS (PAA), 40 % DMEM-ES Medium, 10 % DMSO (Sigma,
Miinchen)

Einfriermedium zur Kryokonservierung von murinen embryonalen
Stammzellen; 1:2 mit Zellsuspension verdiinnen
80 % FKS (PAA), 20 % DMSO (Sigma, Miinchen)
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2.5.4 Medienzusitze

L-Glutamin

NaHCO;, 7,5 % Fertiglosung

Natriumpyruvat

HEPES

Penicillin/Streptomycin

Fotales Kélberserum (FKS)

Humanes AB Serum

MEM - nicht essentielle Aminosauren

Nukleoside

2-Mercaptoethanol

Leukamie Inhibitions-Faktor LIF (ESGRO)

G418
DMSO

0,05 % Trypsin/ EDTA
0,25 % Trypsin/ EDTA fuir ES-Zellen

Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin), PAN Biotech

(Aidenbach), PAA (Pasching)

PAN Biotech (Aidenbach)

Gibco BRL (Eggenstein)

Sigma (Miinchen)

Gibco BRL (Eggenstein)

Millipore (Billerica, MA)

Gibco BRL (Eggenstein)

Sigma (Miinchen)

Biochrom (Berlin)

2.6 Oligonukleotide

Gibco BRL (Eggenstein)

Alle synthetisch hergestellten Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys (Steinheim) bezogen.

2.6.1 PCR-Primer

Name

Sequenz (5‘-3 Richtung)

Funktion

Primer fiir Homologiearme:

JCo8#23-for

JCO8#24-rev

JCOo8#25-for

JCO8#26-rev

TTCTTGTACTCTAAGGCCTGGTAATCTTGTGAGC
ATACCATTGCATGTGTGTTAACAATTAACCCTCA
CTAAAGGGCG
GGCGCTGGCTTTCACAGTAAGCTATTAGGTTTCC
CAGCTGCAGGTAAGTCTAATACGACTCACTATAG
GGCTC

GGCTAAATGTACTTCTGCCTTGAGAGAGCAACTA
AGTTTTGTGTAAGGAATAATACGACTCACTATAG
GGCTC
CTGGTTTTGAGGTGGTGGGTGATCTTCCCTGCTT
ATAGGCATGTACTCTTAATTAACCCTCACTAAAG
GGCG

Einfligen von loxP-Stellen
in APRIL-Gen Uber
Homologiearme

Einfligen von Neomycin-
Kassette mit FRT-Seiten in
APRIL-Gen Uber
Homologiearme

32



Materialien

JCos#27-for

JCO8#28-rev

GTGTGTTAGAATGCTTGCTGCACAATCATGAGG
GCCAGGGTTGGGATCCTGCTCTCCTGAGTAGGA
CAAATC
ACCAAGAGCAGAGAGGCACCCTAGTTCTCAGAG
CATACGTGAACCTATCTGTCGACTCACAGCTTGT
CTGTAAGCGGATG

Subklonierung des APRIL-
Gens aus Bacmid tber
Homologie-Arme in
Minimalvektor

Primer fiir Sequenzierung und Genotypisierung:

JCOo8#16-for
JCO8#17-rev

JCO8#18-for
JCO8#19-rev

JCO8#21-rev
JCO8#22-for

DP_MV_ori_for
DP_MV_Amp_rev

JCO8#20-for
DPO9#37-rev
JCO8#44-rev

JCO8#12-for

DP-Kana-for

DP10#12-for
DP10#13-rev
DP10#14-for
DP10#27-for
DP10#28-rev

DP10#29-for
DP10#30-rev

TCTGTCTTCTGGAAGAACAACACCTGATGT
TTTGTTATGTGTGCTATATATGTACACACC

AACGGTGCTACCTGGATTCAGCACTCACCT
ACATGTCTTTACCATTTTACATTTCAGGAC

AGGATCAGCTACCAATATAAAAAGCATGGT
CATGCTCCCATGGACAGGAAATACTCTAGG

CTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATC
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGG

TGCCTTACATGGCCGAAGTAAAGTGTTCAT
CACATGCAATGGTATGCTCACAAGATTACC
CGCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGTTAAC

CTAACCAGTAGGGAAGCCTAGAGTTTTGCC
CTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA
GCATGCACATGGTGTGTACATATATAGCAC
CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC
CACACCTCCCCCTGAACCTGAAAC
GTCAGATCTCTGATTCTGCACAAGCACTCTACC
CAGGGAGACAAGAAAATGATGAACTCTAAGCAC
AGAAAGG
GAAAGTATAGGAACTTCGTCGAGATAACTTCG
GAACTGATGGCGAGCTCAGACCATAACTTCG

Sequenzierprimer im
APRIL-Gen; 1. loxP-Stelle

Sequenzierprimer im
APRIL-Gen; FRT-Stellen

Sequenzierprimer im
APRIL-Gen; Intron 1 und 8

Sequenzierprimer im
Minimalvektor

Uberpriifung der Insertion
des pMV-APRIL-KO Vektors
in ES-Zellen

Genotypisierung von
Schwanzbiopsien

Primer fiir Mutations-PCR:

DP10#63_for
DPOS#48 rev

DP10#66-for
DP10#67-rev

GCAGAAGCTTGCGGCCGCCACAGCTCTG
ATTTAAGGTACCTCATACCAGTTCTGTCTTGTGA
GG

CTTCCCAGACTTCTCAAAAGCTGGCATG
CATGCCAGCTTTTGAGAAGTCTGGGAAG

outer-Primerpaar, um tber
Mutations-PCR
Punktmutationen in UREs
im CD83-PRE einzubauen,
mit Hindlll und Asp718I
Schnittstelle

inner-Primerpaar, um tber
Mutations-PCR Punkt-
mutationen ins URE 1 im
CD83-PRE einzubauen
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DP10#68-for CATGGAACGAGCATTCCTACCAGTTACC

DP10#69-rev GGTAACTGGTAGGAATGCTCGTTCCATG

DP10#70-for CTTCCCAGACTTCTCAAAAGCTGGCATGGAACGA
GCATTCCTACCAGTTACCTCC

DP10#71-rev GGAGGTAACTGGTAGGAATGCTCGTTCCATGCC
AGCTTTTGAGAAGTCTGGGAAG

inner-Primerpaar, um Uber
Mutations-PCR Punkt-
mutationen ins URE 2 im
CD83-PRE einzubauen

inner-Primerpaar, um Uber
Mutations-PCR Punkt-
mutationen ins URE 1+2 im
CD83-PRE einzubauen

Klonierungs-Primer:

DP11#19-for GCAGAAGCTTATGTTAACACTCATCATTTTCACTT
G
DP11#20-rev GCAGGAATTCTCATACCAGTTCTGTCTTGTGAG

2.6.2 Sonden und sonstige Oligonukleotide

Name ‘ Sequenz (5‘-3‘ Richtung)

Klonierung des CD83-PRE
mit URE-Punktmutanten in
pcDNA3 tber Hindlll und
EcoRl

Funktion

JCO8#12 ‘ CTAACCAGTAGGGAAGCCTAGAGTTTTGCC

2.6.3 siRNA fiir knockdown Experimente

Sonde fir
Koloniehybridisierung

Name RNA-Sequenz (5‘-3‘ Richtung) Herkunft

siLuci CGUACGCGGAAUACUUCGA pSUPERSIRNA Kassette im
pGsi-Expressionsplasmid

SiIAPRIL GACGAGGACGATGAGGAT zur Expression von siRNA
gegen Luciferase und
APRIL

stealth siControl ACAUCACGUACGCGGAAUACUUCGA Invitrogen (Karlsruhe)

(=siLuciferase)

stealth siCK2a GGAAAUCAAGAUGACUACCAGCUGG
stealth siCK2a’ CCUGACAGACUUUGAUAUCCGGUUU
stealth siAPRIL GAGGAAGACGAGGACGAUGAGGAUG

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
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2.6.4 Sonstige Nukleinsdauren

DNA-Langenstandard
1 kb-Ladder
100 bp-Ladder

dNTPs

2.7 Radioaktivitat

[alpha-*’P] dATP
[alpha-*2P] UTP
[gamma-**P] ATP
[32P] ortho-Phosphat

Tran® S-Label [*°S]

2.8 Expressionsplasmide

New England Biolabs (lpswich, MA)
New England Biolabs (lpswich, MA)

Roche (Mannheim)

Hartmann Analytic (Braunschweig)
Hartmann Analytic (Braunschweig)
Hartmann Analytic (Braunschweig)
Hartmann Analytic (Braunschweig)

MP Biomedicals (Santa Ana, CA)

2.8.1 Parentale Expressionsplasmide

Name

Beschreibung, kodiert fiir

Herkunft

pcDNA3.1

pGex

pSUPER

pGsi

Parentaler eukaryotischer Expressionsvektor, der
unter der Kontrolle des CMV-IE Promotors
rekombinante Proteine in Sdaugerzellen
exprimiert. Er enthalt eine multiple
Klonierungsstelle (multiple cloning site MCS), die
zudem von einem T7 und einem Sp6 RNA
Promotor flankiert wird. Dies erlaubt die in vitro
Transkription von RNA

Parentaler prokaryotischer Expressionsvektor;
unter der Kontrolle des IPTG-induzierbaren tac-
Promotor-/lac-Operator-Systems werden
rekombinante Proteine als Fusionsproteine mit
Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert.

suppression of endogenous RNA; mit Polymerase
Il H1-RNA-Promotor, der die Expression von
shRNA und siRNA ermoglicht

Lentiviraler Vektor mit GFP Expression

Invitrogen (Karlsruhe)

Pharmacia (Freiburg)

Dr. Thomas Hofmann DKFZ
(Heidelberg)

Dr. Carol Stocking, HPI
(Hamburg)
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2.8.2 Zur Verfiigung gestellte Expressionsplasmide

Name

Beschreibung; kodiert fiir

Herkunft

pGex_HuR

pGex_APRIL-wt

pcDNA3_APRIL-
Flag-wt

pcDNA3_APRIL-
Flag-S158A

pcDNA3_APRIL-
Flag-S2108A

pcDNA3_APRIL-
Flag-T244A

pcDNA3_APRIL-
Flag-S158-only

pcDNA3_APRIL-
Flag-S210-only

pcDNA3_APRIL-
Flag-T244-only

pcDNA3_APRIL-
Flag-w/o-all-P

pcDNA3_CD83-wt

pF25 Rev GFP

pGsiLuciferase

pGsiAPRIL

Fusionsprotein GST-HuR

Fusionsprotein GST-APRIL als Wildtyp

Fusionsprotein APRIL —Flag als Wildtyp

Fusionsprotein APRIL —Flag als Punktmutante:
Serin an Position 158
durch Alanin ausgetauscht

Fusionsprotein APRIL —Flag als Punktmutante:
Serin an Position 210
durch Alanin ausgetauscht

Fusionsprotein APRIL —Flag als Punktmutante:
Threonin an Position 244
durch Alanin ausgetauscht

Fusionsprotein APRIL —Flag als
Phosphorylierungsmutante: Threonin an Position
244 und Serin an Position 210 durch Alanin
ausgetauscht; es kann nur Serin 158
phosphoryliert werden

Fusionsprotein APRIL —Flag als
Phosphorylierungsmutante: Threonin an Position
244 und Serin an Position 158 durch Alanin
ausgetauscht; es kann nur Serin 210
phosphoryliert werden

Fusionsprotein APRIL —Flag als
Phosphorylierungsmutante: Serin an Position 158
und 210 durch Alanin ausgetauscht; es kann nur
Threonin 244 phosphoryliert werden

Fusionsprotein APRIL —Flag als
Phosphorylierungs-defiziente Mutante: Threonin
an Position 244 und Serin an Position 158 und
210 durch Alanin ausgetauscht; es kann nicht
phosphoryliert werden

Enthalt die gesamte humane CD83-Sequenz,
einschlieBlich 5'und 3’UTRs, mit ATG und Stop-
Codon

Rev-GFP Fusionsprotein;

pSUPERSIRNA Kassette zur Expression von siRNA
gegen Luciferase;

pSUPERSIRNA Kassette zur Expression von siRNA

Dr. Alexander Prechtel, HPI
(Hamburg

Dr. llona Hauber, HPI
(Hamburg)

Dr. Joachim Hauber, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

Dr. Barbara Fries, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

Dr. Joachim Hauber, HPI
(Hamburg)

Dr. Roland Stauber, Georg-
Speyer-Haus (Frankfurt)

Dr. Nina Albrecht, HPI
(Hamburg)

Dr. Jan Chemnitz, HPI
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RP23-117B19

gegen APRIL,

Bacmid mit APRIL-Gen; murine DNA Sequenz von

Chromosom 4 des Klons RP23-117B19;
Chloramphenicol-Resistenz-Kassette

2.8.3 Neu generierte Expressionsplasmide

Name

Beschreibung; kodiert fiir

(Hamburg)

(Oakland, CA)

Klonierungsstrategie

BACPAC Resources, CHORI

pGex_APRIL-S158A

pGex _APRIL-
S210A

pGex _APRIL-
T244A

pGex _APRIL-S158-
only

pGex _APRIL-5210-
only

pGex _APRIL-T244-
only

pGex_APRIL-w/o-
all-P

pcDNA3_CD83-PRE

pcDNA3_CD83-
PRE_AURE1

pcDNA3_CD83-

Fusionsprotein GST-APRIL als
Punktmutante: Serin an Position 158
durch Alanin ausgetauscht

Fusionsprotein GST-APRIL als
Punktmutante: Serin an Position 210
durch Alanin ausgetauscht

Fusionsprotein GST-APRIL als
Punktmutante: Threonin an Position
244 durch Alanin ausgetauscht

Fusionsprotein GST-APRIL als
Phosphorylierungsmutante: Threonin
an Position 244 und Serin an Position
210 durch Alanin ausgetauscht; es kann
nur Serin 158 phosphoryliert werden

Fusionsprotein GST-APRIL als
Phosphorylierungsmutante: Threonin
an Position 244 und Serin an Position
158 durch Alanin ausgetauscht; es kann
nur Serin 210 phosphoryliert werden

Fusionsprotein GST-APRIL als
Phosphorylierungsmutante: Serin an
Position 158 und 210 durch Alanin
ausgetauscht; es kann nur Threonin 244
phosphoryliert werden

Fusionsprotein GST-APRIL als
Phosphorylierungs-defiziente Mutante:
Threonin an Position 244 und Serin an
Position 158 und 210 durch Alanin
ausgetauscht; es kann nicht
phosphoryliert werden

Enthéalt das PRE-Element von CD83

Enthalt das PRE-Element von CD83,
Punktmutation an URE 1

Enthalt das PRE-Element von CD83,

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRI und Xhol

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRI und Xhol

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRIl und Xhol

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRI und Xhol

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRI und Xhol

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRIl und Xhol

Amplifizierung der APRIL-Kassette
mit DP10#01 und DP10#02;
Klonierung EcoRI und Xhol

Amplifizierung der PRE-Sequenz mit
DP11#19 und DP11#20; Klonierung

Hindlll und EcoRlI

Amplifizierung der PRE-Sequenz mit
DP11#19 und DP11#20; Klonierung

Hindlll und EcoRlI

Amplifizierung der PRE-Sequenz mit
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PRE_AURE2 Punktmutation an URE 2 DP11#19 und DP11#20; Klonierung
Hindlll und EcoRll
pcDNA3_CD83- Enthalt das PRE-Element von CD83, Amplifizierung der PRE-Sequenz mit
PRE_AURE1+2 Punktmutation an URE 1+2 DP11#19 und DP11#20; Klonierung
HindlIl und EcoRlI
pMV_APRIL-KO Targeting Vektor zur Etablierung einer Red®/ET® basierte homologe
konditionellen APRIL knockout Maus: Rekombination

Minimalvektor-Konstrukt mit Ampicillin-
Resistenzkassette; murines APRIL-Gen
aus Bacmid RP-23 117B19; integrierte
loxP-Stellen in Intron 2 und 5; von FRT-
Seiten flankiertes Neomycin-
Resistenzgen in Intron 5

2.9 Enzyme

2.9.1 Restriktionsnukleasen/Puffer

Restriktionsnukleasen wurden von Roche (Mannheim), New England Biolabs (lpswich, MA) und
Fermentas Thermo Scientific (St. Leon-Rot) bezogen und in den vom Hersteller empfohlenen

Puffersystemen verwendet.

2.9.2 Sonstige Enzyme

Alkalische Kalbsphosphatase New England Biolabs (lpswich, MA)

Phusion® High Fidelity Polymerase Fermentas Thermo Scientific

(St. Leon-Rot)
Proteinase K Sigma (Miinchen)

PNGase New England Biolabs (Ipswich, MA)

2.10 Zytokine

Name Stocklésung Herkunft

humanes GM-CSF (Granulozyten- 40.000 U/ml Strathmann (Hamburg)
Makrophagen Kolonie-stimulierender

Faktor)

humanes IL-4 (Interleukin-4) 50.000 U/ml Peprotech (Hamburg)
humanes IL-1pB (Interleukin-1p) lpg/ml Strathmann (Hamburg)
humanes TNFa (Tumor-Nekrosefaktor a) 2,5ug/mi Strathmann (Hamburg)
humanes PGE2 (Prostaglandin 2) 1mg/ml Sigma (Miinchen)
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2.11 Antikorper

2.11.1 Allgemeine Antikorper

y-Globulin, human

2.11.2 Primarantikoérper fiir die Western Blot Analyse

Sigma (Miinchen)

Antikorper Spezies Verdiinnung Herkunft

anti-a-Tubulin Maus 1:5.000 Sigma (Minchen)

anti-a-Aktin Maus 1:2.000 Sigma (Miinchen)

anti-CD83 Maus 1:1.000 Santa Cruz (Santa Cruz,
CA)

anti-APRIL Kaninchen 1:2.000 Jan Chemnitz, HPI
(Hamburg)

anti-CK2a Maus 1:1.000 Sigma (Miinchen)

anti-CK2a’ Kaninchen 1:2.000 Novus Biologicals
(Littleton, CO)

anti-Flag Maus 1:500 GenScript (Piscataway,
NJ)

anti-GFP Huhn 1:2.000 Novus Biologicals
(Littleton, CO)

anti-GAPDH Kaninchen 1:2.000 Sigma (Miinchen)

2.11.3 Sekundarantikérper fiir die Western Blot Analyse

Antikorper Spezies Markierung Herkunft
anti-Kaninchen Ziege Peroxidase Dianova (Hamburg)
anti-Maus Ziege Peroxidase Dianova (Hamburg)
anti-Maus IgG Ziege IRDye 700DX (rot) Licor (Bad Homburg)
anti-Kaninchen IgG Ziege IRDye 700DX (rot) Licor (Bad Homburg)
anti-Maus IgG Ziege IRDye 800CW (griin) Licor (Bad Homburg)
anti-Kaninchen IgG Ziege IRDye 800CW (griin) Licor (Bad Homburg)
anti-Huhn IgG Esel IRDye 700DX (rot) Licor (Bad Homburg)

Flr Western Blot Analysen wurden die Peroxidase-gekoppelten Antikdrper in einer Verdiinnung von

1:5000 eingesetzt. Die Fluorochrom gekoppelten Antikorper wurden in der Western Blot Analyse in

einer Verdiinnung von 1:10.000 verwendet.
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2.11.4 Antikorper fiir die Immunfluoreszenz Analyse

Antikorper Spezies Verdiinnung Herkunft
Primarantikorper: GenScript

anti-Flag Maus 1:1.000 (Piscataway, NJ)
Sekundarantikorper:

anti-Maus Cy3 Maus 1:200 Dianova (Hamburg)

2.11.5 Fluoreszenzmarkierte Antikorper zur FACS-Analyse

Antikorper Markierung Herkunft

anti-HLA-A,B,C PE BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-HLA-DR FITC BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-DC-Sign FITC BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-CD14 PE BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-CD80 FITC BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-CD83 PE BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-CD83 APC BD Biosciences (San Jose, CA)
anti-CD86 PE BD Biosciences (San Jose, CA)

2.12 Reagenzsysteme

5 PRIME 2,5x PCR MasterMix

Dead Cell Apoptosis Kit

DNA Minipraparations-Kit

DNA Maxipraparations-Kit

QIAquick PCR Purification Kit
QlAquick Gel Extraction Kit

Rapid DNA-Ligation-Kit

Riboprobe® T7-Transcription System

Decalabel™

Terminal Transferase

5 PRIME (Hamburg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)
(Promega, Mannheim)

Fermentas Thermo Scientific

(St. Leon-Rot)

Roche (Mannheim)
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RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail

BAC Subcloning Kit
Quick and Easy Conditional Knockout Kit (loxP/ Cre)

Quick and Easy Conditional Knockout Kit (FRT/ Flpe)

2.13 Chemikalien

Acrylamid/Bis (29:1)

ANTI-FLAG® M2 Affinity Agarose Gel
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

ATM-Kinase Inhibitor

(2-Morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-pyran-4-one)
Bradford Reagenz

Bromphenolblau

Chlorampenicol

Chloroform

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Coomassie G250

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

DNA aus Lachssperma

Ethidiumbromid (EtBr)

Ficoll Type 400

Glutathionsepharose 4B

Stemcell

(Grenoble, Frankreich)
Gene Bridges (Heidelberg)
Gene Bridges (Heidelberg)

Gene Bridges (Heidelberg)

Biorad (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Peglab (Erlangen)
Sigma (Miinchen)
Roche (Mannheim)

Biomol (Hamburg)

Merck (Darmstadt)
BioRad (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Roche (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim)
Fluka (Neu-UIm)
Sigma (Miinchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)
Biomol (Hamburg)
Sigma (Miinchen)

Amersham (Freiburg)
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Glutathion

Hoechst 33258 Farbstoff

lonomycin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kélberserumalbumin (BSA)

Kanamycin

Leupeptin

Lipofectamine 2000

Luminol

Magermilchpulver

Mitomycin C

Nonidet-P40 (Igepal)

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
para-Cumarinsaure

Pefabloc® SC

PepstatinA
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
Polybren

Polyethylene Glycol 1500

Polyethylenimin (PEI)
Polyvinylpyrrolidone

Propidiumiodid

Proteinase K

Tetrycyclin

TBB (4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazole)

TBCA ((E)-3-(2,3,4,5-Tetrabromophenyl)acrylic acid)

Sigma (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)
Roche (Mannheim)
Biomol (Hamburg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)
Saliter (Obergiinzburg)
Sigma, Miinchen
Sigma (Miinchen)
Biorad (Miinchen)
Sigma (Mlinchen)
Biomol (Hamburg)
Biomol (Hamburg)
Sigma (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Roche (Mannheim)
Polysciences (Eppelheim)
Sigma, Minchen
Sigma (Miinchen)
Sigma (Miinchen)
Roche (Mannheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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Tween 20

Triton X 100

Wortmannin

Sigma (Miinchen)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sonstige verwendete, nicht spezifisch aufgeflihrte chemische Reagenzien wurden von folgenden

Firmen bezogen:

Amersham Biosciences (Freiburg), Bayer (Leverkusen), BioRad (Miinchen), Roche (Mannheim),

Calbiochem (La Jolla, USA), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt)

Pharmacia (Uppsala, Schweden), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Minchen), Peglab

(Erlangen), Biomol (Hamburg). In der Regel wurde der Reinheitsgrad ,zur Analyse” verwendet.

2.14 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial und Plastikwaren stammten von den Herstellern Greiner (Frickenhausen), Nunc

(Langenselbold), Renner (Dannstadt) und Sarstedt (Niimbrecht).

Amersham Hybond™-N+ Nylonmembran

Dialysekammern
Elektroporationskivetten
Filterpapier

Kodak®Biomax XAR Film

Nytran™ Nylonmembranen
ProbeQuant™ G50-Micro Columns
Protrane Nitrocellulosemembran
Sterilfilter 0,45 um / 0,22 pm

Whatman 3MM Papier

GE Health Care (Miinchen)

PIERCE, Perbio (St. Augustin)

Peqlab (Erlangen), Biorad (Miinchen)

Schleicher&Schiill (Dassel)
Sigma (Miinchen)

GE Health Care (Miinchen)
GE Health Care (Miinchen)
Schleicher&Schiill (Dassel)
Costar (Cambridge, MA USA)

Whatman (Maidstone)
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2.15 Losungen und Puffer

Name

Zusammensetzung

bakterieller Lysepuffer
Blocking-Reagenz fir
Hybridisierungspuffer
Coomassie-Farbeldsung
Denaturierungspuffer

Denhardt’s Puffer

Depurinierungspuffer

DNA Ladepuffer (10 x)

Dialysepuffer

E1A Zelllysepuffer

ECL-Entwicklerlosung 1

ECL-Entwicklerlosung 2

Elektroporationspuffer

fur ES-Zellen

Elutionspuffer
FACS-Puffer
Gel-Entfarbepuffer

Hybridisierungspuffer

Kinase-Puffer (5x)

Lysepuffer fir Schwanzbiopsien

Lysepuffer flir ES-Zellen

3 mg/ml Lysozym in MTTBS-Puffer; % cOmplete Protease
Inhibitor Cocktail Tablette (Roche, Mannheim)

10 mg/ml Lachssperma DNA in H,0; 3 x in der Mikrowelle
aufkochen; 5 — 15 min Sonographie

0,5 % Coomassie Blau R250; 50 % Methanol; 10 % Essigsaure
0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl

2 % Ficoll Type 400; 2 % BSA, Fraction V; 2 %
Polyvinylpyrrolidone

0,25 M HCl

50 % Glyzerin; 20 mM Tris-HCI pH 8.0; 20 mM EDTA; 0,01 %
Bromphenolblau

25 mM Tris-HCl, pH 7.5; 50 mM NacCl; 20 % Glyzerin; 2 mM
EDTA, 1 mM RB-Mercaptoethanol (immer frisch zugeben)

50 mM HEPES-KOH pH 7.5; 150 mM NaCl; 0,1 % NP40; immer
frisch Protease- und Phosphatase-Inhibitoren

100 mM Tris-HCl, pH 8.5; 88 ul para-Cumarinsdure (74 mg/5 ml
DMSO0); 200 pl Luminol (443 mg/10 ml DMSO)

100 mM Tris-HCl, pH 8.5; 30 ul 30 % H,0,

20 mM Hepes; 137 mM NaCl; 5,0 mM KCl; 0,7 mM NaH,PO,; 6,0
mM Dextrose; pH-Wert auf 7.05 mit 0,5 N NaOH einstellen,
steril filtrieren!

10 mM/ 20 mM Glutathion in E1A-Puffer
2 % FKS; 1 mM EDTA in PBS
25 % Isopropanol; 10 % Essigsaure in H,0

5x SSC; 7 % SDS; 20 mM Na-Phosphatpuffer; 10 x Denhardt’s
Puffer; 200 pg/ml Blocking-Reagenz

100 mM Hepes/KOH pH 7.5; 50 mM MgCl,; 5 mM DTT;
0;5mg/ml BSA; 100uM ATP (wenn radioaktiv gelabelt wird:
50uM), Phosphatase-Inhibitoren (immer frisch dazu geben)

100 mM Tris HCL pH 8.5; 5 mM EDTA,; 0,2 % SDS; 200 mM Nacl;
100pug/ml Proteinase K (immer frisch dazu geben)

0,1 % SDS; 280 pg/ml Proteinase K (immer frisch dazu geben)
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MTTBS-Puffer

Mowiol

Na-Phosphatpuffer
(0,1 M; pH 7.0)

NETN-Puffer

Neutralisierungspuffer
PBS

PBS/EDTA
Phosphatase-Inhibitoren
Ponceau S

Protease-Inhibitoren
(Stammldsungen):

- Aprotinin (1000 x)
- Leupeptin (1000 x)
- Pefabloc® SC (200 x)

- Pepstatin A (200 x)

Protein-Probenpuffer (2x)

Protein-Probenpuffer (6x)

RIPA Zelllysepuffer

SDS Laufpuffer

SDS Sammelgelpuffer
SDS Trenngelpuffer
SSC (20x)

TAE (50x)

Tbf |

50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA pH 8.0; 1 %
TritonX 100

0,2 M Tris-HCI, pH 8.5; 12 % Mowiol 4-88; 30 % Glyzerin

42,3 ml 1 M NaH2PO,*H,0; 57,7ml 1M Na,HPO,*7H,0; auf 1 |
H, 0 auffillen

20 mM Tris-HCl, pH 8.0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8.0; 0,4
% NP40

1 M Tris, 3 M NaCl

120 mM NaCl; 17 mM Na,HPO,; 3 mM KH,PO,; pH 7.2
1mM EDTA in PBS

25 mM NaF; 5 mM EGTA pH 8.0; 4 mM EDTA pH 8.0

2 % Poceau S; 30 % Trichloressigsaure; 30 % Sulfosalicylsdure

5 mg/mlin 50 % Glyzerin/PBS
5 mg/mlin 50 % Glyzerin/PBS

25 mg/mlin 50 % Glyzerin (Lagerung bis zu 2 Monaten bei -
20°C)

1 mg/ml in Methanol

250 mM Tris-HCl pH 8.8; 10 % SDS; 36 % Glycerin; 600mM DTT;
0,01 % Bromphenolblau

250 mM Tris-HCI pH 8.8; 10 % SDS; 36 % Glycerin; 600mM DTT;
0,01 % Bromphenolblau

150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 8.0; 0,1 % SDS; 5 mM EDTA; 1
% NP40; 0,5 % Na-Deoxycholat

250 mM Tris-HCl; 1,92 M Glycin; 0,1 % SDS

250 mM Tris-HCl, pH 6.8; 0,4 % SDS

1,875 M Tris-HCl, pH 8.8; 0,4 % SDS

0,3 M Naj;-Citrat; 3 M NaCl; mit HCI auf pH 7.4 einstellen
2,0 M Tris, 1 M Na-Acetat pH 7.4; 50 mM EDTA

30 mM Kaliumacetat, 50 mM MnCl2; 100 mM KCl;10 mM CaClz;
15 % Glyzerin
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Tbf Il

TBS (10x)
TBS-T (1x)
TE-Puffer
Waschpuffer A
Waschpuffer B

Waschpuffer |

Waschpuffer Il
Waschpuffer Il

Western Blot Puffer

10 mM MOPS pH 7.0; 75 mM CaClz; 10 mM KCl; 15 % Glyzerin
1,5 M NaCl; 100 mM Tris-HCl pH 7.6

150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 7.6; 0,2 % Tween 20

10 mM Tris; 0,1 mM EDTA pH 8.0

2 x SSC; 0,5 % SDS

0,2 x SSC; 0,1 % SDS

3 x SSC; 5 % SDS; 10 mM Na-Phosphatpuffer; 10 x Denhardt’s
Puffer;

1 xSSC; 1 % SDS
2 x SSC; 2 % SDS

250 mM Tris-HCl; 192 mM Glycin; 20 % Methanol
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien zur Transformation

Fir die Transformation von Plasmiden Uber Hitzeschock (3.1.2.1) wurden chemisch-kompetente
E.coli Bakterien bendétigt. Hierfir wurde eine Vorkultur von 10 ml Thym-Broth-Medium ohne
Antibiotikum des entsprechenden E.coli Stamms von einer Stammplatte (10 mM MgSO,4, ohne
Antibiotikum) angeimpft und Gber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert. Diese Vorkultur wurde
anschlieRend mit Thym-Broth-Medium auf ein Volumen von 500 ml aufgefillt und bei 37°C im
Schiittler bis zu einer ODgyo Von 0,5 — 0,6 kultiviert. Im Anschluss wurden die Bakterien fir 10 min bei
3.000 x g pelletiert, in 150 ml sterilem Tbf | Puffer aufgenommen, griindlich resuspendiert und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Pelletieren der Bakterien wurden diese in 20 ml sterilem Tbf Il

Puffer resuspendiert, in Aliquots von je 200 pl aufgeteilt und zur Aufbewahrung bei — 80°C gelagert.

3.1.2 Transformation von Plasmiden in E. coli

3.1.2.1 Hitzeschock-Transformation von Bakterien

Flr die Hitzeschock-Transformation von DNA in Bakterien wurden 200 pl chemisch-kompetente E.coli
Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 0,5 — 1,0 ug Plasmid-DNA oder einem gesamten Ligationsansatz
versehen und vorsichtig vermengt. Nach 30 min Inkubationszeit auf Eis wurde der Ansatz fir 90 sec
bei 42°C im Wasserbad erwarmt (Hitzeschock). Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen fiir zwei min
auf Eis abgekihlt, mit 0,5 ml (Ligationsansatz) oder 1 ml ( Plasmidtransformation) LB-Medium ohne
Antibiotikum versehen und fir mindestens 30 min bei 37°C im Schiittler inkubiert. Im Anschluss
wurden 100 pl des Ansatzes auf Antibiotikum-haltigen LB-Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht flr
16 h bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

3.1.2.2 Elektroporation von Bakterien

Es wurde eine Vorkultur von 1 ml LB Medium mit elektrokompetente DH10B™ von Invitrogen
(Karlsruhe) angeimpft und Gber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden 1,4
ml frisches LB-Medium mit 30 ul der Vorkultur inokuliert und fir 2 — 3 h bei 37°C kultiviert.
AnschlieBend wurden die Bakterien zwei Mal mit 1 ml eiskaltem Wasser gewaschen, griindlich in 20-
30 pl kaltem Wasser resuspendiert und 0,3 pg DNA hinzugegeben. Die Suspension wurde in
vorgekiihlte 2 mm Kivetten Ubertragen und die Zellen im Gene Pulser Il von Biorad bei 2,5 kV, 200
Ohm und 25 pF elektroporiert. Nach der Elektroporation wurde 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika

hinzugegeben und die Zellen fiir 1 h bei 37°C im Schiittler inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl des
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Ansatzes auf Antibiotikum-haltigen Platten ausplattiert (iber Nacht fiir 16 h bei 37°C im Brutschrank

kultiviert.

3.1.3 Kultivierung von Bakterien zur Plasmidisolierung

Um rekombinierte Plasmide fiir Mini- oder Maxi-Plasmidprdparationen zu vermehren, wurden E.coli
Bakterien in Schittelkulturen a 5 ml (Minipraparation) bzw. 250 ml (Maxipraparation) LB-Medium
mit Antibiotikum flr 16 h bei 37°C inkubiert. Um die mit Expressionsplasmiden transformierten
Bakterien zu konservieren, wurden 700l der Bakterienkultur mit 700 pl Glyzerin vermengt und bei -

80°C eingefroren.

3.1.4 DNA-Standardmethoden

3.1.4.1 DNA Auftrennung im Agarosegel

Fiir die qualitative und quantitative Analyse von DNA wurde diese im Ethidiumbromid-haltigen 1 - 2
% Agarosegel bei 100 V in einer Gelelektrophoresekammer von Biorad (Miinchen) fiir 30 min
aufgetrennt. Im Anschluss konnte die aufgetrennte DNA anhand des in die DNA interkalierenden
Ethidiumbromids im UV-Licht visualisiert werden. Zur GroRenbestimmung der einzelnen DNA-

Fragmente wurde ein DNA-Standard Marker von NEB (Ipswich, MA) verwendet.

3.1.4.2 DNA Gelextraktion
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden diese im 1 - 2 % Agarosegel aufgetrennt, mit einem
Skalpell ausgeschnitten und im Anschluss mit dem QIAquick Gel Extraction Kit oder QIAquick PCR

Purification Kit von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

3.1.4.3 Restriktionsanalyse
Fir den Verdau von DNA wurden Restriktionsenzyme der Firma Roche (Mannheim), NEB (lpswich,

MA) und Fermentas Thermo Scientific (St. Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers verwendet.

3.1.4.4 Dephosphorylierung von DNA
Die Desphosphorylierung von DNA-Enden fiir eine erfolgreiche Ligation erfolgte mit alkalischer

Kalbsphosphatase von Roche (Mannheim) nach Angaben des Herstellers.

3.1.4.5 Ligation
Die Ligation von DNA wurde mittels des Rapid-Ligation Kits von Roche (Mannheim) nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Hierbei wurden durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen DNA-

Enden unter ATP-Verbrauch miteinander verkniipft.
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3.1.4.6 Fallung und Aufreinigung von DNA
Nukleinsduren wurden mit 50 % Isopropanol oder mit 10 % 5 M NaCl und 2,5 x Volumen 100 %
Ethanol gefallt und im Anschluss mit 70 % Ethanol zur Entfernung von Salzen gewaschen. Das DNA-

Pellet wurde luftgetrocknet und in einem adaquaten Volumen H,0 aufgenommen.

3.1.4.7 Konzentrationsmessungen von Nukleinsauren
Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmungen wurden am Beckman DU 640
Spektralphotometer von Beckman Coulter (Krefeld) durchgefiihrt. Eine OD,g, von 1 entsprachen 50

pg/ml DNA bzw. 40 pug/ml RNA.

3.1.4.8 Sequenzierungen von Nukleinsduren
DNA-Sequenzierungen wurden von Sequence Laboratories (Seqglab, Gottingen) durchgefihrt. Die
nach Angaben des Sequenzierungs-Labors vorbereitete DNA wurde zusammen mit spezifischen

Sequenzierungsprimern an Seqlab versendet.

3.1.5 Phenol-Chloroform Extraktion

Um Proteine (z.B. Restriktionsenzyme) aus wassrigen DNA- oder RNA-Lésungen zu entfernen, wurde
eine Phenol-Chloroform Extraktion durchgefiihrt. Die aufzureinigenden Proben wurden im Verhaltnis
1:2 mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) vermengt. Durch starkes Vortexen wurden die
Proteine aus der Losung extrahiert und diese lber Zentrifugation (5 min bei 20.000 x g) eine wassrige
und organische Phase getrennt. In der oberen, wassrigen Phase befanden sich nach der
Phasentrennung die aufzureinigenden Nukleinsduren, welche im Anschluss in 50 % Isoropanol gefallt,
flr mindestens 10-30 min bei RT inkubiert und anschlieRend bei 20.000 x g fiir 30 min pelletiert
wurden. Danach wurden die Proben mit 80 % eiskaltem Ethanol gewaschen, das DNA- oder RNA-

Pellet getrocknet und in gegebenenfalls RNAse-freiem Wasser gelost.

3.1.6 In vitro Transkription zur Herstellung von radioaktiv markierter RNA

Die Herstellung von synthetischer RNA wurde mit dem Riboprobe T7-Transcription System von
Promega (Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die radioaktive Markierung der
RNA erfolgte mit of*’P]-UTP von Hartmann(Braunschweig). Als Transkriptions-Matrize dienten zuvor
linearisierte DNA-Fragmente aus Expressionsplasmiden. Fir die Synthese von radioaktiv markierter

RNA wurde folgender Ansatz verwendet:
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1ul linearisierte DNA-Matrize (0,2 — 1ug)
4 ul 5x TC Puffer

2 ul 100 mM DTT

1ul RNAsin (40 U)

1l 10 mM rATP

1l 10 mM rGTP

1l 10 mM rCTP

2,4 ul 100 uM rUTP

5 ul o [**P]JUTP (50 pCi, 3000 Ci/mmol)

1ul T7-RNA-Polymerase (40 U)

Der Ansatz wurde fir 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde 1 pl RNase freie DNase
hinzugegeben und der Ansatz fiir weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Es folgte eine zweifache
Phenolisierung (siehe 3.1.5), wobei hier das Volumen des Ansatzes auf 200ul aufgefillt wurde. Fir
die Fallung der RNA wurden 800 pl kaltes Ethanol (-20°C) zugefiihrt, der Ansatz fiir 30 min bei -80°C
inkubiert und anschliefend fir weitere 30 min bei 20.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die gefallte RNA
wurde im Anschluss mit 400 pl 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen. Nach Abnahme des Ethanols
wurde die RNA luftgetrocknet und in 100 pl Wasser aufgenommen. Fir die Denaturierung und
anschlieRende Faltung der synthetischen RNA wurde diese im Wasserbad auf 80°C erwarmt und im
warmen Wasserbad Gber Nacht auf RT abgekihlt. Die fertige RNA wurde in 10 ul Aliquots bei -80°C

aufbewahrt.

3.1.7 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Fir die Genotypisierung von Mausen wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien aufgereinigt.
Hierflr wurden der Maus unter Betdubung 0,5 cm der Schwanzspitze mit einem Skalpell entnommen
und die Wunde ver6det. Die Schwanzspitze wurde in 500 pl Lysispuffer mit Proteinase K (100 pg/ml)
bei 55°C liber Nacht lysiert und die unverdauten Reste am Folgetag bei 20.000 x g abzentrifugiert. Die
genomische DNA im Uberstand wurde in 500 pl Isopropanol tiberfiihrt und gefillt, mit 70 % Ethanol
gewaschen und luftgetrocknet. Im Anschluss wurde sie in 100 pl TE-Puffer gelost und mittels PCR

analysiert.

3.1.8 Isolierung genomischer DNA aus embryonalen Stammzellen

Fir die Analyse embryonaler Stammzellklonen wurde die DNA direkt in 96-Well Kulturplatten
prapariert. Nach der Elektroporation, Selektion und Passagierung der ES-Zellen (siehe 3.4.3 und
3.4.4) wurden jeweils zwei 96-Well Kulturplatten fur die DNA-Analyse kultiviert, bei denen das ES-
Medium nur alle zwei Tage gewechselt wurde. Nachdem die Zellen vollkommen dicht gewachsen
waren, wurden das Medium auf Zellstoff abgekippt (kein Absaugen!) und die Platte mit je 200 ul
PBS/Well gewaschen. Im Anschluss wurden je 100 pl Lysispuffer fir ES-Zellen hinzugegeben und die
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Platte tGber Nacht bei 55°C in einer Feuchtekammer inkubiert. Es wurden pro Well 1/10 Volumen (10
pul) 8 M LiClI und 100 pl Isopropanol hinzugefligt und die Platte erneut Uber Nacht in der
Feuchtekammer auf einem Schiittler inkubiert. Verlangerte Inkubationszeiten erhéhten hierbei die
Ausbeute an gDNA. AnschlieRend wurden die Platten flir 30 min bei 3.000 x g zentrifugiert und der
Uberstand auf Zellstoff abgekippt. Es folgte ein Waschschritt mit 70 % Ethanol, nach welchem erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen wurde. Die Platte wurde bei 55°C getrocknet, die DNA

Uber Nacht in der Feuchtekammer bei 37°C in 100 ul TE-Puffer je Well gelést und mittels PCR.

3.1.9 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurden in vitro DNA
Sequenzen amplifiziert. Die PCR setzte sich aus einem zyklischen Prozess von Denaturierung,
Hybridisierung (Primer-annealing) und Elongation zusammen und wurde im Gene Amp® PCR System
9700 von Applied Biosystems (Weiterstadt) durchgefiihrt. Vor Zyklusbeginn wurde die template-DNA
flr 5 min bei 98°C denaturiert. Im Anschluss wurden 25 — 35 Zyklen der PCR durchgefiihrt. Jeder
Zyklus begann mit einer Denaturierung von 30 sec, auf welche die Hybridisierung spezifischer Primer
(Primer-annealing) folge, so dass im Anschluss mit einer thermostabilen Polymerase die Elongation
der Amplifikate erfolgen konnte. Die Hybridisierungstemperatur der Primer (annealing-Temperatur)
ergab sich aus Lange und Nukleotid-Zusammensetzung der jeweiligen Primer und wurde mittels der
Wallace-Regel Tm= 4x(G+C) + 2x(A+T) abgeschatzt. Die Elongationszeit wurde anhand der template
GroRe gewadhlt (30 sec fiir 1kb DNA). Ein klassisches PCR-Standardprogramm ist im Folgenden

wiedergegeben:

Vorgang Dauer Temperatur Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 5 min 98°C Keine Wiederholung
Denaturierung 30 sec 98°C

Primer-annealing 30 sec 56°C 30 Zyklen
Elongation 30 sec 72°C

Finale Elongation 7 min 72°C Keine Wiederholung

Fir semi-quantitative PCR-Analysen wurde das 2,5-fach PCR-Mastermix von 5PRIME (Hamburg),
welches eine Tag Polymerase beinhaltet, verwendet. Alle anderen PCRs wurden mit der Phusion®
High Fidelity Polymerase von Fermentas Thermo Scientifc (St. Leon-Rot) durchgefiihrt, die sich durch
eine sehr hohe Prozessivitit und eine sehr geringe Fehlerrate (4,4 x 10”) auszeichnete. Fiir PCRs mit
genomischer DNA (gDNA) wurde grundsatzlich mit der Phusion® High Fidelity Polymerase gearbeitet.
AuBerdem wurde dem PCR-Ansatz teilweise 3 % DMSO hinzugefiigt, um das Ausschmelzen der gDNA
zu erleichtern. Zudem wurde bei der Amplifikation von gDNA zumeist das vom Hersteller fir GC-

reiche Sequenzen empfohlene GC-Puffersystem verwendet.
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3.1.9.1 Klonierungs-PCR

Bei Konstrukten fiir Klonierungen wurden die sense und antisense Primer am 5 Ende mit der
spezifischen Erkennungssequenz flir das jeweilige Restriktionsenzym versehen, so dass die
Schnittstellensequenz lGber die PCR-Amplifizierung an das DNA-Fragment angefligt wurde und die
Amplifikate nach der Restriktionsanalyse direkt in einen Plasmidvektor ligiert werden konnten.
Zudem wurde die Restriktions-Erkennungssequenz mit einem unspezifischen Uberhang versehen
(ATTTAA oder GCAG), um die Anlagerung des Restriktionsenzyms an seine spezifischen Schnittstelle

zu ermoglichen.

3.1.9.2 Mutations-PCR

Uber das Primerdesign konnten DNA-Sequenzen mutiert werde, in dem zum Beispiel kurze DNA-
Fragmente wie neue Schnittstellen fir Restriktionsenzyme in eine Zielsequenz eingebracht wurden.
Dieses PCR-Verfahren gliederte sich in zwei Schritte. Zunachst wurden zwei DNA-Amplifikate
hergestellt, bei welchen die einzufligende DNA-Sequenz mit spezifischen inner-Primern an das 3'-
Ende des einen Amplifikats sowie an das 5° Ende des zweiten Amplifikats angelagert wurde (siehe

Abbildung 11). Das einzufiigende DNA-Fragment lag nun bei beiden DNA-Amplifikaten als Uberhang

vor.
A) inner antisense Primer mit
outer sense Primer Sequenziberhang (griin) fir Amplifikat 1
% %
5 I ——— I =
—_— <
innersense Primer mit outerantisense Primer
Sequenziiberhang (grin) fur
Amplifikat 2
B)

Amplifikat 1
5 ] 3

Amplifikat 2
Ey—— . Fj

Abbildung 11: Schritt 1 der Mutations-PCR:

Die einzufiigende Sequenz wurde Uber spezifische inner-Primer (A) an Amplifikat 1 und 2 angehangt (B)

Im zweiten Schritt wurden die beiden zueinander komplementiaren DNA-Uberhinge hybridisiert, so
dass die nun miteinander verkniipften DNA-Amplifikate Uber outer-Primern in einer gemeinsamen

PCR zu einem Gesamt-DNA-Fragment amplifiziert werden konnten (siehe Abbildung 12).
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outer sense Primer
k4 Ik
5 L 3
<
outerantisense Primer

Amplifikat 1 + 2
5 I T ——————————————————————— 3

Abbildung 12: Schritt 2 der Mutations-PCR:

Hybridisierung der komplementiren Uberhinge (A) und Amplifizierung liber outer-Primer von Amplifikat
1+2(B)

3.1.10 Red®/ET® basierte Rekombination in E.coli

Die 1998 von Zhang und Mitarbeitern entwickelte Methode der lamda-vermittelten Red®/ET®
basierten homologen Rekombination in E.coli (Zhang et al., 1998) ermdglicht das Einbringen von
DNA-Sequenzen in ein Zielgen sowie Subklonierungsarbeiten ohne die Verwendung von
Restriktionsenzymen. Mittels dieser Technik wurde der targeting Vektor pMV-APRIL-KO fir die

Etablierung einer knockout Maus hergestellt.

3.1.10.1 Subklonierung des APRIL Gens

Das murine APRIL-Gen wurde aus dem Bacmid RP23-117B19 in ein Minimalvektor-Plasmid
subkloniert. Die Minimalvektor-Subklonierung erfolgte Gber homologe Rekombination mittels des
BAC Subcloning Kits von Gene Bridges (Heidelberg). Das Kit beinhaltete ein Red/ET Expression
Plasmid (pRedET) mit Tetracyclin-Resistenzgen sowie ein lineares DNA-Fragment, welches als PCR-
template diente und mit seinem ColE1 origin of replication und einem Ampicillin-Resistenzgen das

Grundgerist des Minimalvektors darstellte.

Es wurde mit folgenden Antibiotika-Konzentrationen gearbeitet:

Antibiotikum Konzentration
Chloramphenicol 15 pg/ml
Ampicillin 100 pg/ml
Tetracyclin (lichtempfindlich) 3 pg/ml

Schritt 1 — Anlagerung der Homologiearme

Mittels der Primer JCO8#27 und JCO8#28 wurden im PCR-Verfahren spezifische APRIL-
Homologiearme an das Minimalvektor-DNA-template angehiangt. Das PCR-Profil des Herstellers
wurde hierfir leicht abgewandelt. Es wurde mit einer Primer-Konzentration von 10 pmol statt 25

pmol gearbeitet und eine PCR mit einem Prazyklus etabliert, deren Profil im Folgenden dargestellt ist:
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Vorgang Dauer Temperatur Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 5 min 98°C

Initiales Primer-annealing 30 sec 50°C Pra-Zyklus

Initiale Elongation 2 min 72°C

Denaturierung 30 sec 98°C

Primer-annealing 30 sec 60°C 30 Zyklen
Elongation 2 min 72°C

Finale Elongation 7 min 72°C Keine Wiederholung

Das Minimalvektor-Amplifikat mit den spezifischen APRIL-Homologiearmen wurde anschliefend tber

ein 1 % Agarosegel aufgereinigt und in 30 pl H,O aufgenommen.

Schritt 2 — Expression der Red/ET Rekombinasen

Uber Elektroporation wurde das Bacmid (mit Chloramphenicol-Resistenzgen) in elektrokompetente
DH10B™ E.coli Bakterien transformiert (siehe 3.1.2.2). In einem zweiten Schritt folgte die
Transformation des pRedET Expressionsplasmids (mit Tetracyclin-Resitenzgen). Die Zellen wurden im
Anschluss fir 70 min bei 30°C in LB-Medium ohne Antibiotikum im Schuttler inkubiert, anschlieRend
pelletiert und auf Tetracyclin/Chloramphenicol-haltigen LB-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden
Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Die Inkubationstemperatur wurde auf 30°C gehalten, da das
Temperatur-sensitive pRedET Expressionsplasmid bei hoherer Temperatur nicht repliziert wurde. Am
nachsten Tag wurden Klone gepickt und eine Tetracyclin/Chloramphenicol-haltige Ubernacht-Kultur
der Bakterien angesetzt. Von dieser wurden am nachsten Tag 30 ul in 1,4 ml frisches
Tetracyclin/Chloramphenicol-haltiges LB-Medium tberfihrt. Nach 2 h Inkubationzeit bei 30°C wurde
die Expression der Red/ET-Rekombinasen mit 50 pl 10 % L-Arabinose induziert und die Temperatur
auf 37°C erhoht. Das Temperatur-empfindliche pRedET Expressionsplasmid, welches im weiteren
Verlauf nicht mehr bendtigt wurde, wurde aufgrund der Temperaturerhéhung wahrend der

Proteinexpression nicht weiter repliziert und ging somit im weiteren Klonierungsverlauf verloren.

Schritt 3 — Transformation des Minimalvektoramplifikats mit Homologiearmen

Nach 1 h Proteinexpression wurden 100 — 200 ng des Minimalvektor-Amplifikats mit spezifischen
APRIL-Homologiearmen Uber Elektroporation in die Bacmid- und Red/ET-Rekombinationsprotein-
haltigen E.coli transformiert. Nach 70 min Inkubationszeit bei 37°C in Antibiotika-freiem LB-Medium
wurden die Zellen auf Ampicillin-haltigen LB-Platten ausplattiert und (iber Nacht bei 37°C inkubiert.
Erfolgte homologe Rekombination und somit die Subklonierung des Minimalvektors, konnten
Ampicillin-resistente Klone auf den Ampicillin-haltigen LB-Platten wachsen und im Anschluss gepickt,
die Plasmid-DNA prdpariert und analysiert werden. Fir die weiteren Klonierungsschritte wurde ein

positiver Klon in elektrokompetenten DH10B™ vervielfaltigt
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3.1.10.2 Insertion von linearen DNA-Fragmenten in APRIL-Gen

In den folgenden Klonierungsschritten wurden in das APRIL-Gen im Minimalvektor Gber homologe
Rekombination loxP-Stellen sowie eine Kanamycin/Neomycin-Resistenz inseriert. Die Insertion der
ersten loxP-Stelle erfolgte mit dem Quick and Easy Conditional Knockout Kit (loxP/Cre) von Gene
Bridges (Heidelberg). Dieses enthielt zwei Expressionsplasmide mit Tetracyclin-Resistenz fir Red/ET-
Rekombinasen (pRedET) und die Cre-Rekombinase (706-Cre) sowie eine von loxP-Seiten flankierte
(,gefloxte”) Kanamycin/Neomycin-Resistenzkassette (loxP-PGK-gb2-neo-loxP). Die von FRT-Seiten
flankierte Kanamycin/Neomycin-Resistenzkassette mit der zweiten loxP-Stelle wurde seperat von

Gene Bridges bezogen (loxP-FRT-PGK-gb2-neo-FRT).
Es wurde mit folgenden Antibiotika-Konzentrationen gearbeitet:

Antibiotikum Konzentration

Ampicillin 100 pg/ml
Tetracyclin (lichtempfindlich) 3 pg/ml

Kanamycin 50 ug/ml

Schritt 1 — Insertion der ersten loxP-Stelle
Nach Angaben des Herstellers wurden im PCR-Verfahren mittels der Primer JCO8#23 und JCO8#24

spezifische APRIL-Homologiearme an die ,,gefloxte” Kanamycin/Neomycin-Resistenzkassette

angelagert.
Vorgang Dauer Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 30 sec 98°C Keine Wiederholung
Denaturierung 10 sec 98°C
Primer-annealing 30 sec 55°C 30 Zyklen
Elongation 2 min 72°C
Finale Elongation 7 min 72°C Keine Wiederholung

Die ,gefloxte” Antibiotika-Resistenzkassette mit den spezifischen APRIL-Homologiearmen wurde

anschliefend Uber ein 1 % Agarosegel aufgereinigt und in 30ul H,0 aufgenommen.

Das pRedET Expressionsplasmid wurde (iber Elektroporation in elektrokompetente DH10B™ E.coli
Bakterien transformiert, welche bereits das Minimalvektorkonstrukt pMV-APRIL enthielten. Die
Kultivierung erfolgte wie unter 3.1.10.1 — Schritt 1 beschrieben bei 30°C, als Selektionsantibiotika
dienten Ampicillin und Tetracyclin. Nach der Induktion der Red/ET-Proteinexpression mittels L-

Arabinose (siehe 3.1.10.1 — Schritt 2) wurde die ,gefloxte” Kanamycin/Neomycin-Resistenzkassette
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Uber Elektroporation in die Bakterien transformiert und die Bakterien auf Kanamycin/Ampicillin-
haltigen LB-Platten ausplattiert. Erfolgte homologe Rekombination und somit die Insertion der
»gefloxten” Kanamycin/Neomycin-Resistenzkassette, wuchsen Kanamycin-resistente Klone auf den
Antibiotika-haltigen LB-Platten. Diese Klone wurden vervielfiltigt, die Plasmid-DNA prapariert und

analysiert.

Fir den nachsten Schritt wurde zunachst ein positiver Klon in Kanamycin/Ampicillin-haltigen LB-
Medium vervielfaltigt und das Cre-Rekombinase-Expressionsplasmid (706-Cre mit Tetracyclin-
Resistenzgen) mittels Elektroporation transformiert. Die transformierten Bakterien wurden
anschlieRend fir 70 min bei 30°C in LB-Medium ohne Antibiotikum im Schittler inkubiert, im
Anschluss pelletiert und auf Tetracyclin/Kanamycin/Ampicillin-haltigen LB-Platten ausgestrichen. Die
Platten wurden Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Die Inkubations-Temperatur wurde auf 30°C gehalten,
da das Temperatur-sensitive 706-Cre Expressionsplasmid bei hoherer Temperatur nicht repliziert
wurde. Am nachsten Tag wurden Klone gepickt und in 1 ml Ampicillin-haltigen LB-Medium inkubiert.
Nach 2 - 3 h wurde die Temperatur auf 37°C erhéht und somit die Expression der Cre-Rekombinase
induziert. Das Temperatur-empfindliche Cre-Expressionsplasmid, welches im weiteren Verlauf nicht
mehr benétigt wurde, wurde aufgrund der Temperaturerhéhung wahrend der Proteinexpression
nicht weiter repliziert und ging somit im weiteren Verlauf verloren. Die Rekombination der loxP-
Stellen erfolgte in 60-80 % der ,gefloxten” Kanamycin/Neomycin-Kassetten. Um nicht-rekombinierte
Plasmide zu entfernen, erfolgte eine Re-Transformation in frische elektrokompetente DH10B™ E.coli.
Die Zellen wurden auf Ampicillin-haltigen LB-Platten ausplattiert, (iber Nacht bei 37°C kultiviert und
die Plasmid-DNA der gewachsenen Klone fiir die Analyse und Sequenzierung vervielfaltigt und

prapariert.

Schritt 2 — Insertion der zweiten loxP Stelle und der von FRT-Seiten flankierten Kanamycin/
Neomycin-Resistenzkassette

Die Insertion der zweiten loxP-Stelle zusammen mit der von FRT-Seiten flankierten Antibiotika-
Resistenzkassette erfolgte identisch wie der unter 3.1.10.2 - Schritt 1 beschriebene Einbau der
,gefloxten” Kanamycin/Neomycin-Resistenzkassette mit den Unterschieden, dass zur Anlagerung der
spezifische APRIL-Homologiearme die Primer JCO8#25 und JCO8#26 verwendet wurden und kein Cre-

Expressionsplasmid transformiert und exprimiert wurde.

3.1.11 Koloniehybridisierung
Zur Selektion positiver Subklone des APRIL-Gens im Minimalvektor-Kontext wurde eine

Koloniehybridisierung durchgefiihrt. Mittels einer radioaktiv-markierten Sonde, welche spezifisch an
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einen Bereich im APRIL-Gen hybridisiert, konnten positive Subklone, die das APRIL-Gen beinhalteten,

identifiziert und von unspezifischen Nebenprodukten unterschieden werden.

3.1.11.1 Filterabdruck der Kolonien

Fiir den Plattenabdruck wurde eine mit Kugelschreiber beschriftete Nylon-Rundmembran von GE
Health Care (Minchen) vorsichtig in der Mitte der LB-Platte mit den zu analysierenden Kolonien
abgelegt und langsam zu den Seiten abgesenkt, so dass sich die Membran am Agar festsaugte. Es
wurde an drei asymmetrischen Punkten mit einer Kaniile und Tinte durch Membran und Agar
gestochen, um die genaue Position der Membran auf der Platte zu dokumentieren. AnschlieSend

wurde die Membran vorsichtig von der Platte entfernt und die diese erneut bei 37°C inkubiert.

3.1.11.2 Denaturierung der Filtermembran

Um die Kolonien auf der Membran zu denaturieren, wurde die Membran zunachst fir 5 min auf
Filter-Papier platziert, welches mit 0,5 M NaOH durchtrankt war. Es folgte ein weiterer
Denaturierungs-Schritt fir 5 min auf 0,1 M NaOH und 1,5 M NaCl getranktem Filter-Papier. Daran
schlossen sich zwei flinf-min(tige Neutralisierungsschritte in 0,5 M Tris-HCI (pH 7.5) und 1,5 M NaCl —
Losung an. Zwischen allen Einzelschritten wurde die Membran an der Luft getrocknet. Zuletzt wurde
die Membran in 2 x SSC mit 0,1 % SDS gelegt, die Kolonien mit KimWipe-Papier abgewischt, die
Membran fiir 20 sec in 2 x SSC gewaschen und anschlieRend auf Filter-Papier getrocknet Die
Fixierung erfolgte im UV-Stratalinker®1800 von Stratagene (La Jolla, CA) dreifachen , Auto-Crosslink“.

Die Membran wurde anschlieRend zwischen Filter-Papier bei RT bis zur Hybridisierung aufbewahrt.

3.1.11.3 Sondenherstellung und Hybridisierung der Filtermembran

Als spezifische Sonde diente das Oligonukleotid JCO8#12, welches im APRIL-Gen kurz vor dem Exon 4
hybridisiert. Mittels der Terminalen Transferase von Roche (Mannheim) wurde die Sonde radioaktiv
mit [alpha-**P]dATP nach Angaben des Herstellers markiert. AnschlieRend wurde die radioaktive
Sonde aufgereinigt und nicht inkorporierte Nukleotide Uber ProbeQuant™ G-50 Micro Columns
abgetrennt. Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre gegeben und bei 65°C mit 10 - 20 ml
Hybridisierungpuffer fiir mindestens 1 h im Hybridisierungsofen pra-inkubiert. AnschlieBend wurde
der Puffer verworfen, die Sonde mit frischem Hybridisierungspuffer zur Membran in die

Hybridisierungs-Rohre gegeben und fir mindestens 16 h bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

3.1.11.4 Detektion positiver Subklone

Nach der Hybridisierung folgten drei Waschschritte mit den Waschpuffern I, Il und Ill. Zunachst
wurde die Membran in der Hybridisierungsrohre bei RT mit Waschpuffer | gespllt. Anschliefend
folgte je ein 30 min Waschschritt mit Puffer Il und Ill bei 65°C im Hybridisierungsofen. Die Membran

wurde im Anschluss getrocknet, zusammen mit einem Rontgenfilm in eine Filmkassette Gberfiihrt
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und nach 1 — 3 Tagen entwickelt. Zeigte die Autoradiographie positive Klone an, konnten diese tber

die Tintenmarkierung von Membran und Agar-Platte zugeordnet, gepickt und analysiert werden.

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Bakterielle Expression und Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine

3.2.1.1 Bakterielle Expression rekombinanter Proteine

E.coli BL21 (DE3) Bakterien wurden mit einem pGex Expressionsplasmid, welches fir das jeweilige
aufzureinigende GST-Fusionsprotein kodierte, transformiert und als Ubernachtkultur in 10 ml LB-
Medium mit Antibiotikum bei 37°C im Schittler kultiviert. Diese Vorkultur wurde anschlieBend mit
Antibiotikum-haltigen LB-Medium auf ein Volumen von 600 ml aufgefiillt und bei 37°C im Schuttler
bis zu einer ODgyy von 0,5 kultiviert. AnschlieRend erfolgte die Induktion der Proteinexpression mit
0,1 mM IPTG. Nach 3 — 4 h Proteinexpressionszeit bei 30°C wurden die Bakterien bei 3.000 x g fur 10
min pelletiert, mit kaltem PBS gewaschen und entweder bei -80°C aufbewahrt oder direkt fiir die

Aufreinigung der Proteine lysiert.

3.2.1.2 Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine liber GST-Affinitatschromatographie

Die Lyse der Bakterien erfolgte in 20 ml bakteriellem Lysispuffer (MTTBS-Puffer mit 3 mg/ml Lysozym
und Proteaseinhibitoren) fiir 10 min auf Eis. Die aufgeschlossenen Bakterien wurden im Anschluss fir
30 min bei 4°C und 20.000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit 1 ml in NETN-Puffer dquilibrierter
Glutathionsepharose vermengt. Die Suspension aus Sepharose und Uberstand wurde fiir 30 min bei
RT geschwenkt, so dass die GST-Fusionsproteine an die Glutathionsepharose binden konnten. Um
ungebundene Proteine und unspezifische Bindungen zu entfernen, wurde die Glutathionsepharose
im Anschluss drei Mal mit je 10 ml NETN-Puffer gewaschen, indem die Sepharose fiir 1 min bei 250 x

g bei 4°C abzentrifugiert wurde.

Die Elution der gebundenen GST-Fusionsproteine erfolgte zunachst mit 500 pl Elutionspuffer (10 mM
Glutathion in E1A-Puffer) und wurde dann drei Mal mit je 500 pl 20 mM Elutionspuffer wiederholt.
Die Eluate wurden vereinigt und restliche Sepharose bei 250 x g fiir 1 min abzentrifugiert. Es erfolgte
eine zweimalige Dialyse der Eluate bei 4°C fiir je 30 min im Dialysepuffer, bevor die gereinigten

Proteine bei -80°C aufbewahrt wurden.
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3.2.2 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Flr die Herstellung von Gesamtproteinextrakten wurden adharente Zellen abtrypsiniert (siehe 3.3.3),
die Zellen bei 20.000 x g fiir 1 min pelletiert, mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und erneut pelletiert
(20.000 x g fur 1 min). Suspensionszellen konnten direkt entnommen und mit kaltem PBS gewaschen
werden. Je nach PelletgroRe wurden die gewaschenen Zellen in 30 — 300 ul E1A- oder RIPA-
Lysepuffer aufgenommen, griindlich resuspendiert und fir 20 min zur Zelllyse auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand bei 20.000 x g fiir 15 min abzentrifugiert und in ein neues Eppendorf-
Gefall Uberfluhrt. Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration des Gesamtzelllysats
erfolgte nach dem Biorad-Protein-Assay mit Bradford-Reagenz von Biorad (Minchen). Nach der
Konzentrationsbestimmung wurden die Lysate auf eine einheitliche Konzentration eingestellt, eine
addquate Menge an 6 x Proteinprobenpuffer hinzugegeben und das Gesamtzellysat bei 95°C fiir 5
min aufgekocht und somit denaturiert. AnschlieRend konnten die Proben zur Analyse der

Proteinexpression Uber ein SDS-Gel aufgetrennt (siehe 3.2.5), oder bei -20°C aufbewahrt werden.

3.2.3 Deglykosylierung von Gesamtproteinextrakten

Um die Darstellung von Glykoproteinen wie CD83 im Western Blot zu optimieren, wurden
Gesamtzelllysate fir die CD83-Analyse grundsatzlich deglykosyliert. Die Herstellung der
Gesamtzelllysate erfolgte wie unter 3.2.2 beschrieben. Allerdings wurde das Gesamtzelllysat nicht in
6 x Proteinprobenpuffer aufgenommen, sondern unter Zugabe von 10 x Denaturierungspuffer ohne
Bromphenolblau fiir 10 min bei 95°C aufgekocht. AnschlieRend wurde in addquater Menge 10 x NP40
hinzugegeben, um bei der Deglykosylierung stérendes SDS zu entfernen. Im Anschluss wurden 0,5 pl
PNGase in 10 x G7-Puffer zur Deglykosylierung hinzugegeben. Das PNGase-Enzym mit den jeweiligen

Puffern wurde von NEB (Ipswich, MA) bezogen.

3.2.4 Immunprazipitation von Flag-Fusionsproteinen aus Gesamtzelllysaten

Fiir die Immunprazipitation von Flag-Fusionsproteinen aus Gesamtzelllysaten wurden zunachst
eukaryotische Zelllinien mit einem Expressionsplasmid fir das jeweilige Flag-Fusionsprotein
transfiziert (siehe 3.3.8). AnschlieRend wurden Gesamtzelllysate wie unter 3.2.2 beschrieben
hergestellt. Die Immunprazipitation der Flag-Fusionsproteine aus den Gesamtproteinextrakten
erfolgte mittels des ANTI-FLAG® M2 Affinity Agarose Gels von Sigma (Minchen), welches im
Folgenden als ,Flag-Saule” bezeichnet wird. Nachdem die Flag-Sdule mit 10-fachen Volumen an E1A-
Puffer aquilibriert wurde, wurde 300 pl Gesamtzelllysat mit 10 % FKS mit 20 ul Flag-Sdule vermengt

und fir 1 h bei 4°C geschwenkt, so dass die Flag-Fusionsproteine aus dem Gesamtproteinextrakt an
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die mit Flag-Antikdrpern versehene Flag-Saule binden konnten. Um ungebundene Proteine und
unspezifische Bindungen zu entfernen, wurde die Flag-Sdule im Anschluss drei Mal mit je 1 ml kaltem
E1A-Puffer gewaschen, in dem die Agarose fiir 1 min bei 250 x g bei 4°C abzentrifugiert wurde. Nach
dem letzten Waschschritt wurde die Flag-Saule vorsichtig trocken gesaugt, im Volumen der Saule (ca.
20 pl) mit 2 x Proteinprobenpuffer versehen und fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Die die Bindung der
Flag-Antikorper zu den Flag-Fusionsproteinen wurde aufgekocht und es erfolgte eine Denaturierung
der Flag-Fusionsproteinen. Im Anschluss wurde die Flag-Sdule durch starkes Zentrifugieren (1 min bei
20.000 x g) pelletiert und der Uberstand mit den Flag-Fusionsproteinen bei -20°C aufbewahrt oder
Uber SDS-PAGE aufgetrennt.

3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mittels der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 20 mA pro Gel. Die Gele wurden in Mini-Protean
Gelkammern von Biorad (Miinchen) mit Polyacrylamid-Konzentrationen im Trenngel von 8-15 %
hergestellt. Der Polyacrylamid-Gehalt wurde je nach ProteingroRe festgelegt, in den meisten Fallen

wurden 10 % oder 12 % SDS-Gele verwendet. Im Folgenden ist die Zusammensetzung der SDS-Gele

aufgelistet:
Trenngel 8% 10% 12% 15%
Polyacrylamid (30 %) 2,4 ml 3,0 ml 3,6 ml 4,5 ml
H,O 4,35 ml 3,75 ml 3,15 ml 2,25 ml
SDS Trenngelpuffer 2,25 ml
APS (10 %) 60 ul
TEMED 12 pl
Sammelgel 5%
Polyacrylamid (30 %) 780 pl
H,0 3,66 ml
SDS Sammelgelpuffer 1,5 ml
APS (10 %) 60 pl
TEMED 12 pl

3.2.6 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Farbung von SDS-Gelen erfolgte in Coomassie-Farbeldsung fir mindestens 30 min unter leichtem
Schwenken. AnschlieBend wurden die gefarbten Gele mindestens zwei Mal mit Gelentfarbepuffer
entfarbt und fixiert, auf Filterpapier Gbertragen und fir 1 h bei 80°C unter Vakuum-Verschluss auf

einem Geltrockentisch getrocknet.
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3.2.7 Western Blot (Immunoblot)

Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels der Western Blot Analyse. Im Nassblot-Verfahren
wurden die Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine bei 80 V fir 50 min auf eine
Protran®Nitrocellulosemembran transferiert. Der Elektrotransfer der Proteine erfolgte auf Eis in
einer Mini-Proteanll™ Nassblotapparatur von Biorad (Miinchen). Anschlielend wurde die Membran

mit Ponceau S-Farbeldsung angefarbt, um den Transfer zu bestatigen.

Flr den immunologischen Nachweis der Proteine wurde die Membran zunéachst fiir 30-60 min bei RT
in 5 % Milchpulver/TBS-T inkubiert und geschwenkt, um unspezifische Bindungen abzusittigen. Die
Primarantikorper wurden in 5 % Milchpulver/TBS-T verdinnt und Gber Nacht mit der Membran bei
4°C geschwenkt. Zur Entfernung von unspezifisch gebundenen Antikérpern wurde die Membran 4 x
15 min mit TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit dem Sekundarantikérper,
ebenfalls in 5 % Milchpulver/TBS-T, inkubiert und nach 1 h erneut 4 x 15 min gewaschen. Der
Sekundarantikérper war entweder mit Meerrettich-Peroxidase oder IRDye Infrarot-Farbstoffen

konjugiert.

Fir die Peroxidase-Licht-Reaktion wurden die beiden ECL-Entwicklerlésungen im 1:2 Verhéltnis
vermischt und 1 min mit der Membran inkubiert. Die darauf auftretende Chemilumineszenz wurde
anschlieRend auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht, welcher im Anschluss im Agfa Classic E.O.S.

Entwickler entwickelt wurde.

Alternativ wurden die Fluoreszenz-Signale der mit IRDye gekoppelten Sekundarantikérper der Firma

Licor (Bad Homburg) im Licor Odyssey Imaging System detektiert.

3.2.8 Invitro Phosphorylierung von Proteinen in Anwesenheit von Kinase-Inhibitoren

Fir die in vitro Phosphorylierung rekombinanter Proteine wurden in einem Gesamtvolumen von 20ul
2 pg rekombinates Protein mit 3 pCi y*°P-ATP (10uCi/pl) und 4 pl 5 x Kinase-Puffer (mit
Phosphataseinhibitoren) vermengt und fiir 5 min bei 37°C vorinkubiert. Wurden Kinase-Inhibitoren
verwendet, wurden diese in jeweiliger Konzentration dem Prainkubationsansatz zugefiigt.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 2 ul Gesamtzelllysat von Jurkat T-Zellen
gestartet und der Ansatz fiir weitere 20 min inkubiert. Durch die Zugabe von 20 ul 2 x
Proteinprobenpuffer und ein Aufkochen des Ansatzes bei 95°C wurde die Phosphorylierung beendet.
Die Reaktionsprodukte wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Fixierung der Proteine und optischen
Analyse der Banden erfolgte eine Coomassie-Farbung und Gelfixierung. Anschliefend wurde das Gel
getrocknet und die Phosphorylierung der rekombinanten Proteine im Autoradiogramm sowie auf

einer Phosphor Imaging Plate (Fujifilm) detektiert und am Fujifilm BAS-2500 Scanner quantifiziert.
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3.2.9 In vivo Phosphorylierung in Anwesenheit von CK2-Inhibitoren

Es wurden Jurkat T-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir Flag-Fusionsproteine, deren
Phosphorylierung untersucht werde sollte, in 6-Well Kulturplatten transfiziert (siehe 3.3.8.3). Jedes
Konstrukt wurde im doppelten Ansatz transfiziert und die jeweiligen Zellen im Anschluss vereint. Am
Folgetag wurden die Zellen in RPMI-Mangelmedium (berfihrt. Nach weiteren 24 h wurde der
Serumentzug beendet und den Zellen 10 % frisches FKS zugefiihrt. Nach 2 h wurden die Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von CK2-Inhibitoren versetzt und fir 30 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen unter Zugabe von 25 pCi [*°P]-ortho-Phosphat
mit PMA und lonomycin (50 ng/ml bzw. 1 uM) aktiviert und bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach
2 h wurden die Zellen geerntet, Gesamtzelllysate (siehe 3.2.2) im geringen Volumen von 15 pl
hergestellt und auf 30 ul dquilibrierte Flag-Sdule gegeben (siehe 3.2.4.). Das Sdulengemisch wurde fir
1 h bei 4°C im Drehrad geschwenkt, anschlieBend drei Mal gewaschen und vorsichtig trocken
gesaugt. Die Flag-Fusionsproteine wurden wie unter 3.2.4. beschrieben mit 2 x Proteinprobenpuffer
von der Flag-Saule gekocht und Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Fixierung der Proteine und
optischen Analyse der Banden erfolgte eine Coomassie-Farbung und Gelfixierung. AnschlieRend
wurde das Gel getrocknet und die Phosphorylierung der Flag-Fusionsproteine im Autoradiogramm

detektiert.

3.2.10 Bestimmung der Halbwertszeit von Proteinen im pulse chase Experiment

Es wurden Jurkat T-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir Flag-Fusionsproteine, deren Halbwertszeit
untersucht werde sollte, in 10 cm Platten transient transfiziert (siehe 3.3.8.3). Am Folgetag wurde
das Medium gewechselt, die Zellen 1 x mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieBend in DMEM-
Mangelmedium ohne L-Methionin und L-Cystein aufgenommen und bei 37°C inkubiert. Nach 1 h
wurde radioaktiv markiertes L-Methionin und L-Cystein in Form von 20 pl TRAN**S-LABEL™ [** §]
hinzugegeben und die Zellen fiir eine weitere Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium
abgenommen, die Zellen in 10 ml PBS gewaschen und in 10 ml frischem RPMI-Medium
aufgenommen. Es wurde 1 ml Zellsuspension als Zeitpunkt t=0 entnommen, mit PBS gewaschen,
pelletiert und bei -20°C aufbewahrt. Die weitere Probenentnahme von je 1 ml Zellsuspension erfolgte
Uber einen definierten Zeitraum (z.B. 8 h, 16 h, 24 h, 38 h, 48 h). Es wurden Gesamtzelllysate (siehe
3.2.2) der Proben im Volumen von 200 ul hergestellt, mit 10 % FKS versehen und auf 20 pul
dquilibrierte Flag-Saule gegeben (siehe 3.2.4.). Das Saulengemisch wurde fiir 1 h bei 4°C im Drehrad
geschwenkt, anschlieRend drei Mal gewaschen und vorsichtig trocken gesaugt. Die Flag-
Fusionsproteine wurden wie unter 3.2.4. beschrieben mit 2 x Proteinprobenpuffer von der Flag-Saule
demobilisiert und liber SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Fixierung der Proteine und optischen Analyse der

Banden erfolgte eine Coomassie-Farbung und Gelfixierung. AnschlieRend wurde das Gel getrocknet
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und die Halbwertszeit der Flag-Fusionsproteine im Autoradiogramm und auf einer Phosphor Imaging

Plate (Fujifilm) detektiert und am Fujifilm BAS-2500 Scanner quantifiziert.

3.2.11 RNA-Mobility Shift zur Bestimmung von RNA:Protein-Interaktion

Zur Untersuchung der Interaktionen einer spezifischen RNA mit einem bestimmten Protein wurden
RNA-Mobility-Shift-Analysen durchgefiihrt. Das Protein wurde rekombinant in Bakterien exprimiert
und Gber GST-Affinitdtschromatographie gereinigt (siehe 3.2.1.2). Die jeweilige RNA wurde wie unter
3.1.6 beschrieben mittels in vitro Transkription synthetisiert und mit [alpha->’P] UTP radioaktiv
markiert. Es wurde zunachst der RNA-Ansatz von 1 pul 10 x PBS, 1,5 pl RNase-Inhibitor RNasin®, 6 pl
MS2-RNA zum Abfangen unspezifischer RNA:Protein-Interaktionen und 1,7 pl 10mM DTT vermengt.
Anschlieffend wurden 0,5 pul der radioaktiv markierten synthetischen RNA hinzugefiigt und der
gesamte RNA-Ansatz mit dem Proteingemisch in unterschiedlichen Konzentrationen (0,4 — 1,0 ug
Protein in 8 ul PBS) vermengt. Die Proben wurden fiir 30 min bei 4°C auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurden die Proben mit 2 — 3 pl 50 % Glyzerin beschwert und in einem 4 % nativen Polyacrylamidgel
im TBE-Puffersystem aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei 70 V fir 90 min. Das Gel wurde

anschlieRend getrocknet und autoradiographisch analysiert.

3.3 Zellbiologische Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.3.1 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Fur die Kryokonservierung wurden Zellen in einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml in vorgekihltem
Einfriermedium (90 % FKS, 10 % DMSO) aufgenommen und in Kryoréhrchen (berfiihrt. Die
Kryorohrchen wurden anschlieRend fiir 24 h bei -80°C in einer auf 4°C vorgekiihlten Kryobox von
Stratagene (La Jolla, CA) gelagert, die einen langsamen Einfriervorgang von 1°C/min ermdglichte. Zur

dauerhaften Aufbewahrung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff gehalten.

Das Auftauen kryokonservierter eukaryotischer Zellen erfolgte schnell und bei 37°C im Wasserbad.
Sie wurden moglichst direkt in frisches, vorgewarmtes Kulturmedium tberfihrt und fiir 5 min bei 300
x g zentrifugiert, um das DMSO-haltige Einfriermediums zu entfernen. AnschlieRend wurden sie in

frischem Medium griindlich resuspendiert und kultiviert.

3.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Jurkat T-Zelllinie wurde in Zellkulturflaschen bei 37°C, 5 % CO2und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95 % in RPMI-Medium kultiviert. Die Kultur wurden alle 2 — 3 Tage im Verhaltnis 1:3 bis 1:6

verdliinnt und weiterkultiviert.
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3.3.3 Kultivierung adharenter Zelllinien

Die adharenten Zelllinien 293T, Cos7, HeLa und NIH 3T3 wurden in Zellkulturflaschen in DMEM bei
37°C, 5 % CO2 und einer humiden Atmosphare (95 % relative Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Die Zellen
wurden mit Erreichen der Konfluenz passagiert. Die Zellen wurden mit 10 ml PBS gewaschen und
anschlieBend mit 3 ml 0,05 % Trypsin/EDTA vom Kulturflaschenboden abgel6st (3-5 min Inkubation
bei 37°C im Brutschrank). Das Trypsin/EDTA wurde anschlieBend durch die Zugabe von

Kulturmedium inaktiviert und die resuspendierten Zellen in einer Dichte von 10-20 % neu ausgesat.

3.3.4 Isolierung und Kultivierung von PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)

Fir die Isolierung von PBMCs wurden Buffy Coats (50 - 60 ml Plasmafreies Blut) aus dem
Blutspendezentrum des Universitatsklinikums Eppendorf (Hamburg) verwendet. Fiir die Zellisolierung
wurde das Blut zundchst 1:2 mit PBS/EDTA verdiinnt und Uber einem Ficoll-Gradienten aufgereinigt.
Es wurden 10 ml Biocoll von Biochrom (Berlin) vorsichtig mit 25 ml des Blutgemisches tberschichtet
und 30 min bei 150 x g zentrifugiert. Wichtig war an dieser Stelle, die Bremswirkung der Zentrifuge zu
inaktivieren. Die sich anschlieRend in der Interphase befindlichen PBMCs wurden in 50 ml kaltes
PBS/EDTA Uberfuhrt und fir 5 min bei 300 x g pelletiert. Die Bremswirkung der Zentrifuge wurde
wieder aktiviert. Der Waschschritt wurde zwei Mal wiederholt, die Zellen anschlieBend in DC-RPMI-

Medium aufgenommen und kultiviert.

3.3.5 Anreicherung von Monozyten

Die Anreicherung von Monozyten erfolgte entweder direkt in IgG-beschichtete Kulturplatten oder
Uber einen Zwischenschritt mit dem RosetteSep® Human Monocyte Enrichment Cocktail von
Stemcell (Grenoble, Frankreich) verwendet. Uber den Antikdrper-Cocktail wurden nicht benétigte
Zellen des Blutes vernetzt, so dass diese zusammen mit den Erythrozyten im Ficoll Gradienten
pelletiert werden. Der Cocktail ist primar fir eine Anreicherung von Monozyten aus Vollblut
entwickelt worden, konnte aber nach Angaben des Herstellers ebenfalls in Buffy Coats angewendet
werden. Es wurden 50 ml Buffy Coat mit 2 ml Antikérpercocktail und 1 mM EDTA vermengt und flr
20 min bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der in der Interphase befindlichen

PBMCs, vornehmlich Monozyten, wie unter 3.3.4 beschrieben.

Die Reinheit der Zellen wurde im FACS mittels CD14-Antikérper-Farbung der Zellen tGberprift und die
Zellen in 10 ml DC-RMPI einer Dichte von 1 — 3 x 10’/ml auf IgG-beschichtete 10 cm Platten verteilt.
Ohne den Zwischenschritt der Monozyten-Anreicherung mittels des RosetteSep® Human Monocyte
Enrichment Cocktails wurden 7 — 10 x 10’/ml PBMCs in 10 ml DC-RPMI aufgenommen und auf IgG-
beschichtete 10 cm Platten verteilt. Die Monozyten hafteten mit ihrem Fc-Rezeptor fest die IgG-

beschichteten Plattenboden an, so dass durch griindliches Waschen mit warmen RPMI alle nicht-
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adharenten Zellen entfernt und die Monozyten-Population angereichert und kultiviert werden

konnte.

3.3.6 Kultivierung von Dendritischen Zellen (DC)

Monozyten wurden wie unter 3.3.4 und 3.3.5 aufgereinigt und angereichert und auf IgG-
beschichteten Platten in RPMI-DC-Medium ausplattiert. Im Anschluss wurde dem Medium der
zytokinhaltige Reifungscocktail | mit 800 U/ml humanen GM-CSF und 400 U/ml IL-4 zugefihrt. Nach
zwei tagiger Kultivierung wurde den Zellen zusatzlich 5 ml frisches RPMI-DC-Medium mit dem
zytokinhaltige Reifungscocktail Il mit 400 U/ml humanen GM-CSF und 400 U/ml IL-4 zugefiihrt.
Wahrend der Differenzierung zu unreifen Dendritischen Zellen l6sten sich die Zellen vom
beschichteten Boden der 10 cm Platten und konnten an Tag 6 als Suspensionszellen aus dem
Uberstand geerntet werden. Die unreifen DC wurden auf unbeschichteten 10 cm Platten in 10 ml
frischem RPMI-DC-Medium mit zyktokinhaltigem Aktivierungscocktail (40 U/ml humanen GM-CSF,
400 U/ml IL-4, 1 pg/ml PEG2, 10 ng/ml TNFa und 1 ng/ml IL-1B) ausplattiert, so dass an Tag 7 und 8

reife Dendritische Zellen geerntet werden konnten.

3.3.7 Aktivierung von Jurkat T-Zellen

Die Aktivierung von Jurkat T-Zellen erfolgte mit lonomycin und Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA). Um die Aktivierung zu optimieren, wurde 24 h vor Aktivierung ein Serumentzug
vorgenommen und die Zellen in 1 % FKS-haltigen RPMI-Mangelmedium kultiviert. 2 h vor der
Aktivierung wurde der FKS-Gehalt im Medium wieder auf 10 % normalisiert und die Zellen

anschlieRend mit lonomycin (1uM) und PMA (50 ng/ml) aktiviert.

3.3.8 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

3.3.8.1 Transfektion von 293T-Zellen mit PEI

Die transiente Transfektion von 293T-Zellen erfolgte mit dem kationisches Polymer PEl
(Polyethylenimin, 1 mg/ml), welches im Komplex mit DNA durch Endozytose in die Zellen
aufgenommen wird. 20 h vor Transfektion wurden 3 x 10° 293T-Zellen pro 6-Well Kulturplatte oder 4
x 10° Zellen pro 10 cm Kulturplatte in Antibiotika-freiem DMEM ausgesat. Vor der Transfektion
wurde das Medium der 10 cm Platten gegen 5 ml frisches Antibiotika-freies Medium gewechselt, in
6-Well Platten wurde das Medium beibehalten. Fir die Transfektion wurden 0,5 — 2 ug DNA (6-Well
Platten) oder 12 pug DNA (10 cm Platten) in 300 ul bzw. 1 ml OptiMEM aufgenommen und PEIl in
dreifacher eingesetzter DNA-Menge hinzugefiigt. Der Ansatz wurde griindlich vermischt und nach 10
min Inkubationszeit bei RT vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 5 - 7 h Inkubationszeit bei 37°C im
Brutschrank wurde das Medium gewechselt und die Zellen in Antibiotika-haltigen DMEM kultiviert

und nach 24 — 48 h geerntet.
65



Methoden

3.3.8.2 Transfektion von Cos7- und Hela-Zellen mit TransIT

Die Transfektion von Cos7- und Hela-Zellen erfolgte mit TransIT® von Mirus Bio (Madison, WI) nach
Angaben des Herstellers. StandardgemaR wurden 2 x 10° Zellen pro 6-Well Kulturplatte 20 h vor
Transfektion ausgesat, und 5 - 7 h nach Transfektion ein Mediumwechsel in Antibiotika-haltiges

DMEM durchgefiihrt.

3.3.8.3 Transfektion von Jurkat T-Zellen mit Lipofectamine 2000

Fir die Lipofektion von Jurkat T-Zellen mit Lipofectamine™ 2000 von Invitrogen (Karlsruhe) wurden
am Vorabend 2 x 10° Jurkat T-Zellen pro 6-Well Kulturplatte oder 2 x 10’ Zellen pro 10 cm
Kulturplatte in RPMI-Medium ausgesadt. Vor der Transfektion wurde das Medium vorsichtig
abgenommen und gegen 1,5 ml bzw. 6 ml OptiMEM ausgetauscht. Fir den Transfektions-Ansatz der
6-Well Kulturplatte wurden zunachst 500 pl OptiMEM mit 20 pl Lipofectamine™ 2000 vermengt, flr
5 Min bei RT inkubiert und anschlieBend griindlich mit 500 ul OptiMEM und 30 ug DNA vermischt.
Flr die Transfektion einer 10 cm Schale wurden zunéachst 2,5 ml OptiMEM mit 100 pl Lipofectamine™
2000 vermischt, fir 5 Min bei RT inkubiert und anschliefend griindlich mit 2,5 ml OptiMEM und 100
pug DNA vermengt. Der gesamte Transfektionansatz wurde fir mindestens 10 min bei 37°C inkubiert
und anschlieBend vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 7 h Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank
wurde das Medium gewechselt, die Zellen in Antibiotika-haltigem RPMI-Medium kultiviert und nach

24 — 48 h geerntet.

3.3.8.4 Transfektion von siRNA in Jurkat T-Zellen mit Lipofectamine 2000

Die Transfektion von Jurkat T-Zellen mit stealth siRNA erfolgte in 6-Well Kulturplatten und wurde als
dreifach-Ansatz an den Tagen 1, 3 und 5 durchgefiihrt. Es wurden am Vorabend 2 x 10° Jurkat T-
Zellen pro 6-Well Kulturplatte in RPMI-Medium ausgesat. Vor der Transfektion wurde das Medium
vorsichtig abgenommen und gegen 1,5 ml OptiMEM ausgetauscht. Fir den Transfektions-Ansatz
wurden zundchst 500 pl OptiMEM mit 20 ul Lipofectamine™ 2000 vermengt, fir 5 Min bei RT
inkubiert und anschlieBend griindlich mit 500 pl OptiMEM und 50ul (1nmol) stealth siRNA von
Invitrogen (Karlsruhe) vermischt. Der gesamte Transfektionansatz wurde flir mindestens 20 min bei
RT inkubiert und anschlieBend vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 7 h Inkubationszeit bei 37°C im
Brutschrank wurde das Medium gewechselt, die Zellen in Antibiotika-haltigem RPMI-Medium

kultiviert und die Transfektion nach 48 h wiederholt.

3.3.8.5 Transfektion von siRNA in Dendritische Zellen mit Lipofectamine 2000
Die Transfektion von stealth siRNA in primaren Leukozyten erfolgte in 10 cm Kulturplatten und
wurde als dreifach-Ansatz an den Tagen 2, 4 und 6 durchgefiihrt. An Tag 1 wurden Monozyten wie

unter 3.3.5 beschrieben aufgereinigt und auf IgG beschichteten Platten ausgesat und angereichert.
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Vor der Transfektion wurde das Medium vorsichtig abgenommen und gegen 5 ml OptiMEM
ausgetauscht. Fir den Transfektions-Ansatz wurden zundchst 500 pl OptiMEM mit 20 pl
Lipofectamine™ 2000 vermengt, fir 5 Min bei RT inkubiert und anschlieRend griindlich mit 500 ul
OptiMEM und 50ul (1nmol) stealth siRNA von Invitrogen (Karlsruhe) vermischt. Der gesamte
Transfektionansatz wurde fir mindestens 20 min bei RT inkubiert und anschlieRend vorsichtig auf die
Zellen getropft. Nach 7 h Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank wurde das Medium gewechselt, die
Zellen in Antibiotika-haltigem RPMI-DC-Medium mit Reifungscocktail | kultiviert und die Transfektion
nach 48 h wiederholt. Die unter 3.3.6 beschriebenen Schritte zur Generierung Dendritischer Zellen
wurden eingehalten. An Tag 4 wurde beim Medium-Wechsel der Reifungscocktail Il, und an Tag 6 der
Aktivierungscocktail hinzugegeben und die sich inzwischen in Suspension befindlichen unreifen

Dendritischen Zellen auf neue, unbeschichtete 10 cm Platten tberfihrt.

3.3.8.6 Transfektion von siRNA in unreife Dendritische Zellen mittels Elektroporation

Die Transfektion unreifer Dendritischer Zellen mit stealth siRNA mittels Elektroporation erfolgte nach
Anleitung von Prechtel und Mitarbeitern (Prechtel et al.,, 2007). Es wurde an Tag 4 der DC-
Generierung elektroporiert. Monozyten wurden wie unter 3.3.5 beschrieben aufgereinigt, auf I1gG
beschichteten Platten ausgesat, angereichert und mit dem Reifungscocktail | versehen. An Tag 4
wurden die sich bereits in Suspension befindlichen Zellen von den 10 cm Platten abgespiilt, mit 10 ml
RPMI gewaschen und in einer Dichte von 4 x 10’ Zellen/ml in OptiMEM aufgenommen. Das
zytokinhaltige Medium wurde fiir den spateren Mediumwechsel aufbewahrt. In einer 4 mm Kiivette
von Pegqlab (Erlangen) wurden 50 pl OptiMEM mit 25 - 50 ul (500 -1000 nM, ca. 8-16 ug) stealth
siRNA vermengt. AnschlieBend wurden 100 pl der Zellsuspension (4 x 10° Zellen) in die Kiivette
Uberfiihrt, grindlich resuspendiert und die Zellsuspension bei 300 Volt, 150 uF und 100 Ohm im
Gene Pulser Il von Biorad (Minchen) elektroporiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf neue,
unbeschichtete 10 cm Kulturplatten im aufbewahrten Zytokin-haltigen Medium ausgesat und mit
zusatzlichen 5 ml RPMI-DC-Medium und dem Reifungscocktail Il versehen. An Tag 7 wurde der

Aktivierungcocktail hinzugegeben und die Zellen an Tag 8 und 9 geerntet.

3.3.9 Herstellung lentiviraler Partikel in 293T-Zellen

Fiir die Hemmung der Genexpression mittels shRNA wurden lentivirale pGsi-Vektoren verwendet, die
neben GFP (green fluorescent protein) ebenfalls fiir eine pSUPERsIRNA Kassette kodierten. Diese
ermoglichte Gber einen Polymerase Il H1I-RNA-Promotor die Expression von shRNA und siRNA. Fir
die Verpackung der lentiviralen Partikel wurden die lentivirale pGsi-Vektoren zusammen mit den
Verpackungsplasmiden pDMLg/pRRE und pRSV-Rev, welche die die gag-pol Gene sowie Rev aus HIV-
1 exprimierten (Dull et al., 1998), in 293T-Zellen kotransfiziert. Um die Transduktion nahezu aller

Zelltypen zu ermoglichen, erfolgte eine Pseudotypisierung mittels des Hillproteins des Vesikular
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Stomatitis Virus VSV-G (Beyer et al., 2002); hierfiir wurde das Plasmid pCMV-VSV-G verwendet und
ebenfalls kotransfiziert. Fiir die Kotransfektion zur Virusproduktion wurden 293T-Zellen in 10 cm
Schalen mit PEIl wie unter 3.3.8.1 beschrieben transfiziert. Es wurden 6 ug lentivirales pGsi-Plasmid, 3
pug pDMLg/pRRE-Vektor, sowie jeweils 1,5 pg pRSV-Rev- und pCMV-VSV-G-Vektor eingesetzt. Der

zellfreie Uberstand wurde nach 3 Tagen geernet, filtriert und bei -80°C aufbewahrt.

3.3.10 Transduktion adhérenter Zelllinien mit lentiviral verpackter shRNA

Die Transduktion von 293T-, Cos7- und Hela-Zellen mit den lentiviral verpackten pGsi-Vektoren
erfolgte in 6-Well Kulturplatten. Den subkonfluenten Zellen wurden je Well 1 ml Virusiiberstand
zusammen mit 2 pl Polybren zugefihrt und die 6-Well Platte fiir 90 min bei 500 x g spinokuliert.
Danach wurde der Transduktions-Ansatz fir weitere 4 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in frischem DMEM kultiviert. Nach 24 h konnte die
Transduktionseffizienz anhand der GFP Expression Uberprift werden und die Zellen fiir weitere

Arbeiten verwendet werden.

3.3.11 Zellférbung fiir FACS Analyse

Die Antikorper-Farbung von Zellen fir die FACS-Analyse erfolgte mit Fluoreszenz-markierten
Antikdrpern von BD Biosciences (Heidelberg). Es wurden 0,5 — 1,0 x 10° Zellen fir 3 min bei 300 x g
pelletiert und in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert. Je 2 ul des jeweiligen Antikorpers wurden
hinzugegeben, die Antikorper-Zellsuspension gut vermischt und fiir mindestens 30 min bei 4°C unter
Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und in
400 pl FACS-Puffer resuspendiert. Die Auswertung erfolgte an einem FACS Canto

Durchflusszytometer von BD Biosciences (Heidelberg)

3.3.12 FACS-basierte Apoptose-Untersuchung

Fir die FACS-basierte Apoptose-Untersuchung wurde das Dead Cell Apoptosis Kit von Invitrogen
(Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet. Annexin V diente hierbei als Indikator fir
apoptotische Zellen, wahrend mittels Propidium lodid (PI) tote Zellen angefdrbt wurden. Die

Auswertung erfolgte am FACS Canto Durchflusszytometer.

3.3.13 Heterokaryon Assay

Mittels des Heterokaryon Assays konnte untersucht werden, ob sich Proteine zwischen Kern und
Zytoplasma bewegen kénnen. Der Assay beruht auf der Fusion von humanen und murinen Zellen. Die
humanen Zellen exprimierten transient das zu untersuchende Protein. Bewegte sich ein Protein
zwischen Zellkern und Zytoplasma, konnte es nach der Zellfusion im Synzytium sowohl im humanen

als auch im murinen Zellkern nachgewiesen werden.
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Hela-Zellen wurden in 6-Well Kulturplatten mit je 0,5 pg verschiedener APRIL-Flag Konstukte sowie
mit 2,5 pg eines Rev-GFP Konstruktes als shuttle-Kontrolle kotransfiziert und fiir 24 h inkubiert. Die
transfizierten Zellen wurden nach 24 h mit Trypsin/EDTA abgel6st und gezahlt. Es wurden jeweils 3 x
10* HeLa-Zellen und 4 x 10" NIH 3T3-Zellen auf Deckgldschen in einer 24-Well Kulturplatte ausgesit.
Nach 24 h wurde die Translation der Proteine mit 100 ng/ml Cycloheximid gestoppt. Nach 3 h
Inkubation in Cycloheximid wurden die Zellen mit PEG1500 von Roche (Mannheim) fusioniert. Die
Deckglaschen wurden auf Parafilm fir 2 min in einem Tropfen von 20 ul PEG1500 inkubiert und
anschlieBend dreimal sehr vorsichtig mit 500 ul PBS/Well (warm) gewaschen. Das PBS wurde dabei
langsam in die Wells der 24-Well Platte gegeben, damit die fusionierten Zellen nicht von den
Deckglaschen gespiilt werden. Die fusionierten Zellen wurden anschlieRend fiir eine weitere Stunde
in Cycloheximid-haltigem Medium inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit 3 % PFA fixiert und
far die Visualisierung der Protein-Lokalisation im Fluoreszenz-Mikroskop angefarbt (siehe 3.3.14),

oder nach der Fixierung bei 4°C unter Lichtausschluss aufbewahrt.

3.3.14 Immunfluoreszenz-Markierung

Fir die Visualsierung von APRIL-Flag Fusionsproteinen im Fluoreszenz-Mikroskop erfolgte eine
Immunfluoreszenz-Markierung der Proteine. Auf Deckglaschen gewachsene, mit APRIL-Flag
Konstrukten transient transfizierte Zellen in 24-Well Kulturplatten wurden mit 500 ul PBS gewaschen
und anschlieRend mit 500 pl 3 % PFA/PBS fir 20 min bei RT auf die Deckgldschen fixiert. Nach der
Fixierung wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 500 pl 100 mM
Glycin/PBS fiur 10 min bei RT inkubiert, um die Uberschissigen reaktiven Gruppen des PFAs zu
blockieren. Es folgte erneut ein dreifacher Waschschritt mit PBS, an welchen sich die
Permeabilisierung der Zellen anschloss. Hierfir wurden die Zellen in je 500 ul 0,1 % Triton X-100/PBS
far exakt 5 min bei RT inkubiert. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS
gewaschen und fiir die anschlieRende Antikorper-Farbung fiir 30 min in 500 pl 0,5 % BSA/PBS
inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusattigen. AnschlieBend wurden die Deckglaschen auf
Parafilm fur 30 min in einem Tropfen von 50 pl anti-Flag Antikérper (1:1000 in 0,5 % BSA/PBS)
inkubiert. Nach einem dreifachen Waschschritt in PBS folgte die Sekundar-Antikérperfarbung in 50 pl
anti-Maus Cy3. Nach einem erneuten Waschschitt erfolgte die Zellkernfarbung in der 24-Well Platte
mit 300 ul Hoechst 33258 (50 ng/ml) je Well fir 10 min. Die Zellen wurden erneut mit PBS
gewaschen, zwischen den einzelnen Waschschritten wurden die Zellen jeweils 10 — 15 min in PBS
inkubiert. Vor der Einbettung der Deckglaschen in 20 ul Mowiol auf einem Objekttrager wurden die
Deckglaschen in sterilem H,0O gewaschen und mit Filterpapier trockengesaugt. Die Objekttrager
wurden bis zur Detektion der Flag-Fusionsproteine Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 2000/ Zeiss) bei

4°C unter Lichtausschluss gelagert.
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3.4 Zellbiologische Arbeiten mit embryonalen Stammazellen (ES-Zellen)

Alle Arbeiten mit murinen embryonalen Stammzellen wurden in der Servicegruppe , Transgene Tiere”
des Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie (ZMNH, Hamburg) entweder unter Anleitung oder von

den Mitarbeitern (Dr. Irm Hermans-Borgmeyer, Sarah Homann) durchgefihrt.

3.4.1 Murine embryonale Fibroblasten als Feeder-Zellen fiir die embryonale
Stammzellkultur

ES-Zellen wurden auf einer Einzelzellschicht von Feeder-Zellen kultiviert, um die Pluripotenz der ES-
Zellen zu erhalten. Hierbei handelte es sich um mitotisch inaktivierte murine embryonale
Fibroblasten (MEF). Die MEF-Zellen enthielten ein Neomycin-Resistenzgen, um auch wéahrend der
Antibiotika-Selektion embryonaler Stammzellen mit G418 (Geneticin)als Feeder-Zellen fungieren zu

kénnen.

3.4.1.1 Kultivierung von MEF-Zellen

Die Kultivierung der MEF-Zellen erfolgte in 15 cm Platten in 25 ml DMEM-Glutamax-Medium bei
37°C, 5 % COz und einer humiden Atmosphare (95 % relative Luftfeuchtigkeit). Die nach ca. drei
Tagen konfluent gewachsenen Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 oder 1:4 passagiert. Hierflir wurden
die Zellen mit 25 ml PBS gewaschen, anschlieBend mit 3 ml 0,05 % Trypsin/EDTA vom Plattenboden
gelost (3 - 5 min Inkubationszeit bei 37°C), in 30 ml frischem Medium resuspendiert und auf drei oder
vier neuen 15 cm Platten mit jeweils 20 ml Medium verteilt. Das Trypsin/EDTA wurde aufgrund des
Uberschusses an Kulturmedium inaktiviert. Nach weiteren drei Tagen wurden die Zellen entweder
erneut passagiert, oder mit Mitomycin C (MMC) mitotisch inaktiviert und fir die embryonale

Stammzell-Kultivierung verwendet.

3.4.1.2 Mitotische Inaktivierung von MEF-Zellen

Damit die MEF-Zellen in ihrer Aufgabe als Feeder-Zellen nicht die embryonalen Stammzellen
Uberwachsen und diese ihre pluripotenten Eigenschaften verlieren, wurden die MEF-Zellen mit
Mitomycin C mitotisch inaktiviert. Mitomycin C blockiert den weiteren Zellzyklus, indem es den DNA-

Doppelstrang quervernetzt.

Konfluent gewachsene MEF-Zellen in 15 cm Platten wurden fiir 2 - 3h bei 37°C in MMC-haltigen
DMEM-Glutamax-Medium (10 pg MMC/ ml) kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen zwei Mal mit
25 ml PBS gewaschen, trypsiniert und in einem 50 ml Falcon in 10 ml frischem Medium
aufgenommen. Nachdem die die Zellzahl bestimmt wurde, wurden die Zellen fiir 5 min bei 250 x g
zentrifugiert, in frischem Medium in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ ml aufgenommen und auf

gelatinierten Platten in einer Dichte von 5 x 10" Zellen/cm?® als Feeder-Zellen fiir die embryonale
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Stammzellkultur ausplattiert oder in ES-Einfriermedium (1x) fir die spatere Verwendung

eingefroren..

3.4.2 Auftauen und Kultivierung von ES-Zellen

ES-Zellen wurden auf Einzelzellschichten von Feeder-Zellen in DMEM-ES-Medium bei 37°C, 5 % CO,
flr JIM8.N4, 7,5 % fir R1 und einer humiden Atmosphéare (95 % relative Luftfeuchtigkeit) kultiviert.
Neben den lblichen Medien-Zusatzen wie L-Glutamin oder fetalem Kéalberserum (FKS) wurde das ES-
Medium zudem mit Leukdamie-Inhibitions-Faktor (LIF) versetzt, der die Differenzierung der Zellen
verhindert. Das Auftauen von kryokonservierten ES-Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C.
AnschlieBend wurden die Zellen sofort in 5 ml ES-Medium aufgenommen, fiir 5 min bei 250 x g
pelletiert, in frischem ES-Medium aufgenommen und auf gelatinierte Feeder-Zellplatten ausgesat.
Das Medium wurde taglich gewechselt und die Zellen alle zwei Tage im 1:4 bis 1:6 Verhaltnis
passagiert. Die Zellen wurden hierfiir mit PBS/EDTA gewaschen und mit 1/5 Volumen an 0,25 %
Trypsin/EDTA trypsiniert (3 — 5 min Inkubationszeit bei 37°C). AnschlieRend wurden die Zellen durch
griindliches Resuspendieren vereinzelt, in ein Falcon mit mindestens der doppelten Menge ES-
Medium Uberfihrt und fir 5 min bei 250 x g zentrifugiert. Danach wurden die ES-Zellen in frischem
ES-Medium aufgenommen und im entsprechenden Verhéltnis (1:4 bis 1:6) auf gelatinierten Feeder-

Zellplatten aufgeteilt.

3.4.3 Elektroporation embryonaler Stammzellen

In der Vorbereitung fiir die Elektroporation von ES-Zellen wurden diese in einer 6 cm Kulturschale in
einer Dichte von etwa 2 x 10° Zellen auf einer Einzelzellschicht von Feeder-Zellen ausgesat. Nach zwei
tagiger Kultivierung wurden die Zellen auf zwei 10 cm Kulturschale aufgeteilt. Fir die Elektroporation

wurden je Ansatz 1 x 10’ Zellen benétigt, was in etwa einer 10 cm Kulturschale entsprach.

Das Medium wurde 2 h vor dem Ablésen der Zellen fiir die Elektroporation gewechselt. Nach 2 h
wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsiniert und in 7 ml ES-Medium Uberfihrt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 5 min bei 1.000 zentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert und
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 800ul Elektroporationspuffer
aufgenommen, mit 30 pg zuvor vorbereiteter linearisierter DNA des Plasmids pMV-APRIL-KO
gemischt und in eine 4 mm Elektroporationskiivette liberfiihrt. Es wurde im BioRad Elektroporator
bei 250 V und 500uF elektroporiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 10 min auf Eis gestellt, in ein
Falcon mit 10 ml ES-Medium Uberfiihrt und gleichméaRig auf 5 10 cm Kulturschale mit Feeder-Zellen

verteilt.
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3.4.4 Selektion und Isolierung stabil transfizierter ES-Zellen

Zur ldentifizierung stabil transfizierter ES-Zellen wurde eine Selektion mit G418 (Geneticin)
durchgefiihrt. Diese begann friihestens 24 h nach Elektroporation. Das modifizierte APRIL-Gen
beinhaltete neben den loxP-Stellen zudem eine Neomycin-Resistenzkassette, so dass stabil
transfizierte ES-Zellen im Selektionsmedium Uberleben konnten. Eine Woche lang wurde taglich das
ES-Medium mit 150-250 pg/ml G418 als Selektionszusatz gewechselt. Nach einer Woche Kultivierung
wurden die 10 cm Kulturschale n je zwei Mal mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieRend unter dem
Stereomikroskop Kolonien von ES-Zellklonen gepickt. Es wurden nur scharf begrenzte, runde und
nicht zu flache Kolonien mit glatter Oberflache gewahlt und mit einer 1-20 pl Pipette gepickt. Jede
gepickte Kolonie wurde in ein Well einer 96-Well Kulturplatte mit rundem Boden Uberfiihrt, in
welches bereits 40 pl Trypsin/EDTA vorgelegt waren. Nachdem 2 Reihen der 96-Well Kulturplatte mit
gepickten Kolonien bestlickt waren, wurde diese fiir 3-5 min bei 37°C inkubiert. Zwischenzeitlich
wurde eine weitere 96-Well Kulturplatten mit flachem Boden und einer Einzelzellschicht von Feeder-
Zellen vorbereitet, in dem das MEF-Medium gegen 160 ul ES-Medium je Well ausgetauscht wurde, in

welches die resuspendierten, griindlich vereinzelten ES-Zellen Gberfliihrt werden konnten.

Insgesamt wurden 192 Kolonien gepickt und auf zwei 96-Well Kulturplatten tGberfiihrt. Diese wurden
in den darauf folgenden Tagen auf jeweils vier 96-Well Kulturplatten aufgeteilt. Jeweils zwei der
Kulturplatten dienten der DNA-Analyse (siehe 3.1.8), die anderen beiden Platten wurden bei -80°C

weggefroren

3.4.5 Einfrieren von ES-Zellen

Das Einfrieren der murinen ES-Zellen erfolgte in 96-Well Kulturplatten. 2 h vor dem Wegfrieren
wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden mit 200 pl PBS/EDTA pro Well gewaschen und
anschlieBend mit 40 pl 0,25 % Trypsin/EDTA trypsiniert (Inkubationszeit von 3-5 min bei 37°C), gut
resuspendiert und das Trypsin mit 60 pl ES-Medium abgestoppt. Die weiteren Arbeiten wurden auf
Eis durchgefiihrt. In jedem Well wurden je 100 pl 2 x ES-Einfriermedium unter griindlichem Mischen
hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die 96-Well Kulturplatte mit Klebeband fest umwickelt und in einer
Styroporbox bei -80°C zur Aufbewahrung weggefroren. Nach zwei Tagen konnte die 96-Well

Kulturplatte aus der Styroporbox entnommen und im -80°C weiter Schrank gelagert werden.

3.4.6 Injektion embryonaler Stammazellen in Blastozysten

Fiir die Injektion embryonaler Stammzellklone in Blastozysten wurden Klone der JM8.N4 ES-Zelllinie
verwendet, welche im Rahmen des EUCOMM Projekts etabliert und liber das Helmholtz-Zentrum
Minchen vertrieben wurden. Es standen insgesamt vier ES-Zellklone zur Verfligung:

HEPD0503_1_BO1, HEPD0503_1_E01, HEPDO503_1_FO1 und HEPD0503_1_HO1.
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Die Injektion der ES-Zellen in Blastozysten von Balb/c Spendertieren wurde von Dr. Irm Hermans-
Borgmeyer und Sarah Homann der Servicegruppe ,Transgene Tiere” des Zentrum fir Molekulare

Neurobiologie (ZMNH, Hamburg) durchgefiihrt.

3.4.7 Implantantion der Blastozysten in pseudotrdchtige Ammen zur Herstellung
chimarer Mause

Die Implantation von Blastozysten in die Uteri pseudotrdachtiger Ammentiere wurde von Dr. Irm
Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann der Servicegruppe ,Transgene Tiere” des Zentrum fir

Molekulare Neurobiologie (ZMNH, Hamburg) durchgefiihrt.

3.5 Zucht von Mausen

Die Verpaarung und Zucht der Méause wurde im Tierhaus des HPI (Hamburg) entweder unter
Anleitung oder von den Tierpflegern des Tierstalls durchgefiihrt. Die Mause wurden bei 21°C
Raumtemperatur und 50 % Luftfeuchtigkeit in Typ Il Kafigen gehalten. Fir die Zucht wurden Typ |
long Kéafige verwendet. Im Alter von 3 Wochen wurden die Tiere abgesetzt. Schwanzbiopsien wurden
im Alter von 4-6 Wochen durchgefiihrt. Verpaarungen erfolgten ab einem Alter von 8 Wochen

(Mannchen) und 10 Wochen (Weibchen).
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4 Ergebnisse

Im Fokus dieser Arbeit steht das Phosphoprotein APRIL, welches der Familie der stark konservierten
Anp32-Proteine (acidic nuclear phosphoproteins) angehort und haufig auch als Anp32b, PAL31 oder
PHAP1b bezeichnet wird. Die genauen Funktionen des Proteins sind bis heute noch nicht im Detail
erforscht, obgleich APRIL — wie auch einigen seiner Familienmitglieder — die Beteiligung an der
Regulation einer Reihe unterschiedlicher Prozesse zugeschrieben werden konnte, wie beispielsweise
der Proliferation oder auch der Apoptose (Sun et al, 2001; Amasaki et al.,, 2003). Als
Alleinstellungsmerkmal von APRIL wurde bisher dessen Beteiligung an der epigenetischen
Genregulation als Histon-Chaperon oder auch die Rolle als Caspase-Substrat beschrieben (Munemasa
et al., 2008; Tochio et al., 2010; Shen et al., 2010). Eine weitere spezifische Funktion von APRIL wurde
im Zusammenhang des CRM1-abhdngigen mRNA-Transports beschrieben (Fries et al., 2007; Bodem
etal.,, 2011).

Im Lauf der letzten Jahre konnten eine ganze Reihe zelluldarer mRNAs identifiziert werden, die nicht
den als Haupt-Transportweg beschriebenen TAP/NXF1-Komplex fir den nukleozytoplasmatischen
Transport nutzen (Keene, 2003), sondern die CRM1-abhdngig vom Zellkern in das Zytoplasma
transportiert werden (Jang et al., 2003; Kimura et al., 2004; Tsai et al., 2010). Als CRM1-abhangige
mMRNAs konnte weiterhin eine Subpopulation spezifischer zellularer mRNAs identifiziert werden, die
unter anderem fiir wichtige Genprodukte der Immunantwort kodieren, so auch fiir das Transkript
von CD83 (Schiitz et al., 2006). CD83 ist ein Glykoprotein, welches unter anderem auf der Oberflache
reifer immunkompetenter Dendritischer Zellen (DC) exprimiert wird. Die genauen Funktionen von
CD83 konnten bis heute noch nicht geklart werden, doch die Ergebnisse zahlreicher Studien lassen
darauf schlieBen, dass CD83 sowohl bei der Aktivierung der zelluldaren Immunantwort als auch bei der
korpereigenen Immunsuppression zur Vermeidung von Autoimmunreaktionen eine funktionelle
Bedeutung hat (Lechmann et al.,, 2001; Scholler et al., 2002; Zinser et al., 2004; Matilla and
Radrizzani, 2005). Die genauere Analyse des nukleozytoplasmatischen Transports der CD83 mRNA
zeigte, dass das CD83 Transkript mit dem zelluldren shuttle-Protein HuR interagiert (Prechtel et al.,
2006). Hierbei erfolgt die direkte Bindung des shuttle-Proteins an ein cis-regulatorisches RNA-
Element innerhalb des offenen Leserahmens der CD83 mRNA. HuR selbst besitzt kein nukledres
Exportsignal, das von CRM1 erkannt wird. Das Protein APRIL, dass von Brennan und Mitarbeitern
(Brennan et al., 2000) als HuR-Ligand identifziert wurde, stellt daher die Verbindung zwischen dem
HuR:CD83 mRNA Ribonukleoprotein-Komplex (Prechtel et al., 2006) her und fungiert somit im CRM1-

abhangigen CD83 mRNA-Transport als wichtiges Adaptorprotein (Fries et al., 2007).
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Um die Bedeutung von APRIL bei der Regulation der CD83 Expression weiter und detaillierter zu
analysieren, wurde im ersten Teil dieser Arbeit zunachst das Phosphoprotein APRIL detailliert
charakterisiert und anschlieRend die APRIL-abhdngige Regulation der CD83 Expression in primaren
Dendritischen Zellen untersucht. Ein weiterer Teil dieser Arbeit widmete sich der Konstruktion einer
konditionellen APRIL knockout Mauslinie, um die Beteiligung von APRIL im Hinblick auf den

komplexen Vorgang der zellularen Immunantwort im Tiermodell zu untersuchen.

4.1 Teil | — Detaillierte Charakterisierung des Phosphoproteins APRIL und dessen
Einfluss auf die Regulation der CD83 Expression in vitro

Der nukleozytoplasmatische Transport der CD83 mRNA erfolgt unter Verwendung des
Exportrezeptors CRM1 mit Beteiligung des shuttle-Protein HUR und unter Mithilfe des HuR-Liganden
APRIL. Wie beschrieben, interagiert dabei die CD83 mRNA mit HuR Uber ein cis-aktives,
posttranskriptionelles regulatorisches Element (posttranscriptional regulatory element bzw. PRE),
welches im kodieren Bereich der CD83 mRNA als strukturiertes RNA Element identifiziert werden
konnte (Prechtel et al., 2006). In vitro Bindungsstudien (RNA-Mobility-Shift) mit verschiedenen
Mutanten synthetisch hergestellter CD83 mRNA PREs sowie rekombinanten GST-HuR Proteinen
machten deutlich, dass es sich bei der Interaktion des CD83 mRNA PREs mit HuR um eine
strukturabhdngige und nicht sequenzspezifische Bindung handelt. Durch Deletionen einzelner
Substrukturen im stem-loop des CD83 mRNA PRE wurde die Interaktion des PRE mit HuR vermindert
oder ganzlich verhindert (siehe Abbildung 13B). Hingegen hatten Mutationen Uridin-reicher
Elemente des PRE, welche wie AU-reiche Sequenzen als typische RNA-Bindestellen fir HuR
bezeichnet werden, keinerlei Einfluss auf die Interaktion (siehe Abbildung 13A). Es kann folglich
davon ausgegangen werden, dass das PRE in seiner Gesamtstruktur die Interaktion der CD83 mRNA

mit HuR vermittelt (Pieper et al., 2011).
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Abbildung 13: Deletionen von Strukturen des stem-loops des PREs der CD83 mRNA beeintrachtigen die
Interaktion mit HuR (veréffentlich in Pieper et al., 2011)

RNA-Mobility Shift von radioaktiv markierter CD83 PRE mRNA mit steigenden Konzentrationen von
rekombinanten HuR-GST.

A) CD83 PRE-Mutanten* Uridin-reicher Elementen (URE): PRE-wt — Reihe 1-5; : PRE-AURE1 — Reihe 6-10; :
PRE- AURE2 — Reihe 11-15; PRE- AURE1+2 — Reihe 16-20; Negativ-Kontrolle GST-only: Reihen 1, 6, 11, 16
(2,2uM); steigende Konzentrationen von HUR-GST: 0,19 uM; 0,38 uM; 0,57 uM; 0,95 uM; Reihen 2-5, 7-10,
12-15, und 17-20);

B) CD83 PRE-sub-loop-Deletions-Mutanten: PRE-wt — Reihe 1-4; : PRE-ASubL1 — Reihe 5-8; : PRE-ASublL2 —
Reihe 9-12; PRE- ASubl3- Reihe 13-16; Negativ-Kontrolle GST-only: Reihen 1, 5, 9, 13 (2,2uM); steigende
Konzentrationen von HUR-GST: 0,237 uM; 0,475 uM; 0,95 uM; Reihen 2—4, 6-8, 10-12, und 14-16)

*lUber Mutations-PCR etablierte Mutanten

HuR selbst bindet nicht an CRM1, die Interaktion wird von den HuR-Liganden pp32 und/oder APRIL,
die beide der Familie der Phosphoproteine Anp32 angehoren, vermittelt (Brennan et al., 2000). Diese
interagieren Uber ihre Leuzin-reichen Domanen mit CRM1 und fungieren somit als Adaptorproteine
zwischen HuR und CRM1. In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass beim
nukleozytoplasmatischen Transport des HuR:CD83 mRNA Ribonukleoprotein-Komplexes das
Phosphoprotein APRIL, nicht aber pp32, als Adaptorprotein zwischen HuR und CRM1 fungiert (Fries
et al., 2007). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung von APRIL an Position
Threonin 244 (T244) fiir die shuttle-Fahigkeit des Proteins notwendig ist. Hierbei phosphoryliert die
Proteinkinase CK2 APRIL an T244 und reguliert somit das shuttling von APRIL und infolgedessen auch

die Expression von CD83 (Chemnitz et al., 2009).
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4.1.1 Die CK2 Untereinheit o’ reguliert die CD83 Expression

Die Proteinkinase CK2 ist ein Holoenzym, welches sich aus den katalytischen Untereinheiten a und a'
sowie der regulatorischen Untereinheit B zusammensetzt (Cochet and Chambaz, 1983). In
vorangegangen Arbeiten wurde bereits dargestellt, dass die Proteinkinase CK2 APRIL an Position
T244 phosphoryliert und diese posttranskriptionelle Modifikation das shuttle-Verhalten des Proteins
und somit die CD83 Expression reguliert (Chemnitz et al., 2009). Zudem konnten Chemnitz und
Mitarbeiter in in vitro Studien zeigen, dass die CK2 Untereinheiten a und a‘ Unterschiede in ihrer
T244-spezifischen Kinase-Aktivitdat aufwiesen: CK2a allein war nicht in der Lage, APRIL an T244 zu
phosphorylieren, im Gegensatz zur CK2 Untereinheit a’. Die Rolle der CK2 Untereinheit a‘ in Hinblick
auf die Regulation der CD83 Expression wurde im Folgenden in in vivo Untersuchungen mittels RNA-

Interferenz (RNAI) weiter verifiziert.

4.1.1.1 Silencing der CK2 Untereinheiten a und a‘ in Jurkat T-Zellen

Das Glykoprotein CD83 findet sich vor allem auf reifen Dendritischen Zellen, aber auch aktivierte B-
und T-Zellen exprimieren das Oberflichenmolekiil (Zhou et al., 1992; McKinsey et al., 2000; Wolenski
et al., 2003), wie z.B. Jurkat T-Zellen. So exprimiert diese Zelllinie 2-3 h nach Aktivierung mit PMA und
lonomycin endogenes CD83 auf der Oberfliche und stellt somit ein physiologisch relevantes
Zellsystem dar, um die Regulation der CD83 Expression zu untersuchen. Im knockdown Experiment
wurde in Jurkat T-Zellen der Einfluss der CK2 Untereinheiten a und a‘ auf die Regulation der

endogenen CD83 Expression analysiert.

Jurkat T-Zellen wurden mit spezifischer stealth siRNA transfiziert, die gegen die Untereinheiten a
bzw. a’ der Proteinkinase CK2 gerichtet war. Im Kontrollansatz wurde eine Kontroll-siRNA transfiziert.
Der knockdown der Untereinheiten wurde im Immunoblot bestatigt (siehe Abbildung 14A) und
anschlieRend wurde die CD83 Expression der Jurkat T-Zellen nach Aktivierung mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Das silencing der CK2a Untereinheit fiihrte dabei zu keinem
Unterschied in der Starke der CD83 Expression im Vergleich zu den mit einer Kontroll-siRNA
behandelten Jurkat T-Zellen (siehe Abbildung 14B). Die mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen
exprimierten nach 1,5 h 37,4 % CD83, die siCK2a transfizierten Zellen vergleichbare 42,5 %. Auch 3 h
nach Aktivierung wurden keine auffilligen Unterschiede in der CD83 Expression der siCK2a-Zellen im
Vergleich zu den Kontroll-siRNA-Zellen detektiert (74,8 % und 80,1 %). Im Gegensatz dazu konnte
aufgrund der RNAi-vermittelten Reduktion der CK2a‘ Untereinheit eine um fasiftdie H

verminderte CD83 Expression von nur noch 5,6 % (1,5 h nach Aktivierung) bzw. 47,8 % (3,0 h nach
Aktivierung) beobachtet werden. Diese Ergebnisse in lebenden Zellen bestatigten sehr deutlich die

friiheren in vitro Beobachtungen der CK2a‘-abhangigen Phosphorylierung von APRIL an T244
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(Chemnitz et al., 2009). Es kann deshalb gefolgert werden, dass die CK2 Untereinheit o auch in vivo

durch Phosphorylierung des shuttle-Proteins APRIL an T244 die CD83 Expression reguliert.

A) B)

1 2 1 3 Oh 1.5h 3.0h
Q- Tubulin | — S— — —
Kontroll- 3.6% 37.4% 74.8%
siRNA
CK2a
— = — — .

SICK2a 5.9% 42.5% 80.1%

1—Kontroll-siRNA; 2 — siCK2a; 3 —siCK2a’
siCK2a* 2.4% 5.6% 47.8%

CD83

Abbildung 14: Knock down der CK2 Untereinheit a‘, aber nicht a, vermindert die CD83 Expression
aktivierter Jurkat T-Zellen:

Jurkat T-Zellen wurden an Tag 1, 3 und 5 mit spezifischer stealth siRNA gegen CK2a und CK2a'‘ sowie einer
Kontroll-siRNA transfiziert. Nach Serum-Entzug an Tag 6 wurden die Zellen an Tag 7 mit PMA und lonomycin
aktiviert. Es wurden 0h, 1,5h und 3 h nach Aktivierung jeweils Proben zur Protein- und FACS-Analyse
entnommen.

A) Im Immunoblot wurde der knock down von CK2a und CK2a‘ Uberpriift. Der Blot wurde mit spezifischen
Antikdrpern gegen CK2a und CK2a‘ sowie gegen a-Tubulin als Ladekontrolle angefarbt. Mit Meerrettich-
Peroxidase konjugierten Sekundarantikorper wurden die spezifischen Banden im Rontgenfilm via
Chemilumineszenz detektiert.

B) FACS-Analyse der CD83 Expression: Die Zellen wurden mit anti-CD83-PE gefarbt und die CD83 Expression
0 h, 1,5 h und 3 h nach Aktivierung am FACS gemessen. Im Vergleich von siControl- und siCK2a-Zellen ist die
CD83 Expression der siCK2a‘-Zellen stark vermindert (in blau).

4.1.1.2 Silencing der CK2 Untereinheit a‘ in primdren aus Monozyten generierten Dendritischen
Zellen
Nachdem im physiologisch relevanten Jurkat T-Zellsystem die CK2a‘-abhadngige Regulation der CD83
Expression mittels RNAi verdeutlicht werden konnte, wurde anschlieBend das silencing der a'-
Untereinheit mit stealth siRNA in dem wesentlich komplexeren, aber lebensnaheren System der
primaren Dendritischen Zellen (DC) wiederholt. Reife DC exprimieren das Oberflachenprotein CD83
auf ihrer Oberflache, welches flir Aktivierung der zellularen Immunantwort erforderlich zu sein
scheint. Ex vivo aus primdren Monozyten generierte reife Dendritischen Zellen exprimieren nach
TNFa-abhangiger Aktivierung CD83 (Zhou and Tedder, 1996) und stellen das am weitesten
entwickelte in vitro System zur Untersuchung der CK2a‘-abhangige Regulation der CD83 Expression
dar. Die Analyse dieser Experimente zeigte, dass das silencing der CK2a'-Untereinheit auch in
primaren DC — wie schon zuvor im Jurkat T-Zellsystem — zu einer verminderten Expression des CD83

Molekiils flihrte (siehe Abbildung 15B, in blau).
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Abbildung 15: Knock down der Untereinheit CK2a‘ verringert die CD83 Expression reifer DC:

Aus CD14+ Monozyten, isoliert aus humanem Blut, wurden mittels Zytokin-haltiger Reifungscocktails reife
Dendritische Zellen generiert. An Tag 2, 4 und 6 des Reifungsprozesses wurden die Zellen jeweils mit
spezifischer stealth siRNA gegen die CK2 Untereinheit o’ sowie einer Kontroll-siRNA transfiziert und an Tag 6
mittels TNFa, PEG2 und IL-18 aktiviert. An den Tagen 6, 7 und 8 wurden sowohl Proben fiir die Analyse des
knock down Effekts im Westernblot als auch Proben fiir die Untersuchung des DC-Reifungsprozesses im FACS
entnommen.

A) Untersuchung der CK2a‘ Expression im Westernblot an Tag 6, 7 und 8: Die Immunoblots wurden mit
spezifischen Antikérpern gegen CK2a‘ sowie gegen GAPDH als Ladekontrolle angefarbt. Mittels IREDye
markierten Sekundarantikorper wurden die spezifischen Banden im LI-COR Odyssey Imaging System Uber
Fluoreszenz detektiert.

B) FACS-Analyse Dendritischer Zellen: Die Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten CD83-Antikdrpern
sowie Antikdrpern gegen typische und spezifischen Oberflichenmarker reifer Dendritischer Zellen zur
Kontrolle der Aktivierung gefarbt (CD80, CD86, MHC-I und MHC 1l). Die Abbildung zeigt die FACS-Daten von
Tag 6 (vor Aktivierung) und den Tagen 7 und 8 (nach Aktivierung).

Die CK2-abhdngige Regulation der CD83 Expression konnte somit auch hier bestatigt werden.
Interessanterweise wurde zudem eine Reduktion der Oberflichenmolekiile CD80 und MHC |
detektiert (siehe Abbildung 15B, in grin), was darauf schlieRen lasst, dass die C2 -Untereinheit

auch bei der Regulation dieser Oberflaichenmolekiile eine Rolle spielen kdnnte.
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4.1.2 Charakterisierung des Phosphoproteins APRIL

Die Identifizierung der CK2-abhangigen Modifikation von APRIL an T244 bestatigte frihere
Beobachtungen, dass APRIL — wie die meisten Mitglieder der ANP32-Familie — durch Protein-
Phosphorylierungen posttranslational modifiziert werden kann (Matilla and Radrizzani, 2005).
Nachdem bereits ein durch CK2 regulierter Phosphatakzeptor in APRIL (T244) identifiziert worden
war (Fries et al., 2007), sollten nun weitere potentielle Phosphorylierungsstellen in APRIL untersucht

werden.

4.1.2.1 Das Phosphoprotein APRIL wird an den Positionen $158, S210 und T244 phosphoryliert

Zur Bestatigung weiterer Phosphorylierungsstellen wurden verschiedene Phosphorylierungs-
Mutanten von APRIL hergestellt und in einer de novo Phosphorylierung-Studie in vivo analysiert. Die
Phosphorylierungs-defiziente Punktmutante APRIL-T244A wies in der [*’P]-markierten de novo
Phosphorylierung eine Rest-Phosphorylierungsaktivitdt von 53 % auf (siehe Abbildung 16, Reihe 3). Es
konnte folglich davon ausgegangen werden, dass APRIL an noch mindestens einer weiteren Position
phosphoryliert wird. Die de novo Phosphorylierungen der Punktmutanten APRIL-T244A-S210A und
APRIL-T244A-S158A (im weiteren Verlauf als APRIL-S158-only bzw. APRIL-S210-only bezeichnet)
zeigten, dass bei beiden Mutanten immer noch eine Phosphorylierungsaktivitat von je 13 %
detektiert werden konnte. Die Punktmutante APRIL-T244A-S210A-S158A (im weiteren Verlauf als
APRIL-w/o0-all-P bezeichnet) dagegen konnte in der de novo Phosphorylierungs-Studie nicht mehr
phosphoryliert werden (siehe Abbildung 16, Reihe 6). Somit kann festgehalten werden, dass APRIL in
menschlichen aktivierten lymphoiden Zellen neben T244 an noch zwei weiteren Positionen lber
Phosphorylierung modifiziert wird: S158 und S210. Weitere Phosphorylierungsstellen liegen in APRIL

anscheinend nicht vor.
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Abbildung 16: De novo Phosphorylierungs-Studie des Phosphoproteins APRIL

Jurkat T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir verschiedene APRIL-Flag Fusionsproteine transfiziert
(Wildtyp und Phosphorylierungs-Mutanten). Die Zellen wurden mit PMA und lonomycin aktiviert und mit
[SZP]ortho—Phosphat behandelt, um die de novo Phosphorylierung zu detektieren.

Die immunprazipierten APRIL-Flag Fusionsproteine wurden {iber ein SDS-Gel aufgetrennt und die
Phosphorylierung im Autoradiogramm visualisiert (obere Reihe). Die Intensitat der Phosphorylierung wurde
liber eine Phosphor Imaging Plate detektiert und am Fujifilm BAS-2500 Scanner quantifiziert. Die
Phosphorylierung des Wildtyps diente dabei als positiv-Kontrolle und wurde als 100 % bezeichnet (Reihe 2).
Die Punktmutante APRIL-T244A wurde noch zu 53 % phosphoryliert (Reihe 3), die Phosphorylierungs-
Mutanten APRIL-T244A-S158Aund APRIL-T244A-S158A wiesen jeweils noch eine Phosphorylierung von 13 %
auf (Reihe 4 und 5). Bei der Phosphorylierungs-Mutanten APRIL-T244A—S210A-S158A konnte keine
Phosphorylierung detektiert werden (Reihe 6).

Als Ladekontrolle wurden die immunprézipitierten APRIL-Flag Fusionsproteine im Westernblot (WB) mittels
eines spezifischen Flag-Antikérpers nachgewiesen (untere Reihe).

Nachdem die Phosphorylierungsstelle T244 bereits friher detailliert beschrieben wurde (Fries et al.,
2007; Chemnitz et al., 2009), sollte nun das Phosphoprotein APRIL vor allem in Hinblick auf die
Phosphorylierungsstellen S158 und S210 untersucht und charakterisiert werden. Zunachst galt es, die
Proteinkinasen, welche APRIL an den Positionen S158 und S210 phosphorylieren, zu identifizieren.
Anschliefend wurde untersucht, ob die Phosphorylierungen von S158 und S210 wie auch T244 eine
Rolle beim nukleozytoplasmatischen Transport des shuttle-Proteins APRIL spielen. Darliber hinaus
sollte geklart werden, ob sich die Phosphorylierungen an S158, S210 und T244 auf die Halbwertszeit

und somit die Stabilitat des Proteins auswirken.

Zur Charakterisierung des Phosphoproteins APRIL wurden unterschiedlichen Phosphorylierungs-

Mutanten verwendet. Die verschiedenen Varianten der Mutationen sind im Folgenden beschrieben:

Name Mutation Verwendung

APRIL-wt Wildtyp; Phosphorylierungs-kompetent an Positiv-Kontrolle in allen
allen 3 Positionen Experimenten

APRIL-w/o-all-P Vollstandige Phosphorylierungs-defiziente Negativ-Kontrolle in den

APRIL-S158-only

Mutante: alle drei Phosphorylierungs-
positionen sind mutiert (5158, S210 und T244
zu A158, A210 und A244); das Protein kann
nicht mehr phosphoryliert werden

Phosphorylierungs-defiziente Mutante; zwei
der drei Phosphorylierungspositionen sind

Phosphorylierungs-Assays zur
Identifizierung der S158 und
$210 Kinase

In vitro und in vivo
Phosphorylierungs-Assay zur

81



Ergebnisse

APRIL-S210-only

APRIL-T244-only

mutiert (5210 und T244 zu A210 und A244);
das Protein kann nur noch an Position S158
phosphoryliert werden

Phosphorylierungs-defiziente Mutante; zwei
der drei Phosphorylierungspositionen sind
mutiert (5158 und T244 zu A158 und A244);
das Protein kann nur noch an Position S210
phosphoryliert werden

Phosphorylierungs-defiziente Mutante; zwei
der drei Phosphorylierungspositionen sind
mutiert (5158 und S210 zu A158 und A210);
das Protein kann nur noch an Position 7244
phosphoryliert werden

Identifizierung der $158 und
$210 Kinase

In vitro und in vivo
Phosphorylierungs-Assay zur
Identifizierung der S158 und
$210 Kinase

In vitro und in vivo
Phosphorylierungs-Assay zur
Identifizierung der S158 und
$210 Kinase

APRIL-S158A Phosphorylierungs-defiziente Punktmutante; | Lokalisations- und shuttle-
S$158 wurde zu A158 mutiert und ist somit Analysen sowie zur
Phosphorylierungs-inkompetent, S210 und Bestimmung der Halbwertszeit
T244 kénnen normal phosphoryliert werden

APRIL-S210A Phosphorylierungs-defiziente Punktmutante; | Lokalisations- und shuttle-
$210 wurde zu A210 mutiert und ist somit Analysen sowie zur
Phosphorylierungs-inkompetent, S158 und Bestimmung der Halbwertszeit
T244 kénnen normal phosphoryliert werden

APRIL-T244A Phosphorylierungs-defiziente Punktmutante; | Lokalisations- und shuttle-

T244 wurde zu A244 mutiert und ist somit
Phosphorylierungs-inkompetent, S158 und
$210 kdnnen normal phosphoryliert werden

Analysen sowie zur
Bestimmung der Halbwertszeit

4.1.2.2 Die Proteinkinase CK2 phosphoryliert alle drei Phosphorylierungsstellen von APRIL
Flr die in silico Vorhersage moglicher Kinase-Kandidaten der Phosphorylierungen von $158 und S210

wurde die Aminosadure-Sequenz von APRIL mittels der Software ,Motif Scan”

(http://scansite.mit.edu) analysiert. Es wurde - wie auch schon fiir T244 - die Proteinkinase CK2 als

wahrscheinlichste Kinase fiir die Phosphorylierungsstellen S158 und S210 vorgeschlagen, wobei fir
$210 zudem die Serin-Proteinkinase ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) als mogliche Kinase
genannt wurde. Die ATM Kinase ist eine PI3-dhnliche Kinase und wird der Klasse IV der Familie der
PI3 Kinasen zugeordnet. Diese Vorhersagen wurden im Folgenden mittels in vitro und in vivo
Phosphorylierungs-Studien der rekombinanten APRIL-Mutanten APRIL-S158-only und APRIL-S210-

only in Anwesenheit spezifischer CK2- und ATM Inhibitoren liberprift.

In vitro Phosphorylierungs-Studien in Anwesenheit spezifischer Kinase-Inhibitoren

Um zu untersuchen, welche der vorhergesagten Kinasen eine Phosphorylierung der

Phosphatakzeptorstellen S158 und S210 in APRIL vollziehen kdnnen, wurden zunachst rekombinante

GST-APRIL Fusionsproteine in Anwesenheit spezifischer Kinase-Inhibitoren durch die Kinasen in
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zellularen Jurkat-Zellextrakten in vitro phosphoryliert. Zur Detektion der in vitro Phosphorylierung
wurden die Proteine mit radioaktivem [y-*’P] ATP phosphoryliert und somit markiert. Durch die
Messung der Intensitat dieser Markierung im Autoradiogramm war eine Quantifizierung der
Hemmung der Phosphorylierung durch die Kinase-Inhibitoren moglich. Aufgrund der in silico

Vorhersage wurden hochspezifische Inhibitoren der Proteinkinase CK2 und ATM eingesetzt.

Es wurden das APRIL-Wildtyp Protein, die vollstandige Phosphorylierungs-defiziente Mutante APRIL-
w/o-all-P sowie die APRIL-Mutanten APRIL-S158-only, APRIL-S210-only und APRIL-T244-only als
rekombinante GST-Fusionsproteine (APRIL-GST) bakteriell exprimiert und gereinigt (siehe Abbildung
17). Die zuletzt genannten Phosphorylierungs-Mutanten kénnen jeweils nur an einer der drei
Positionen phosphoryliert werden, so dass der Effekt eines Kinase-Inhibitors direkt einer bestimmten
Phosphorylierungsstelle zugeordnet werden kann. Die APRIL-T244-only Mutante, deren CK2-
abhangige Phosphorylierung bereits frilher dargestellt wurde (Chemnitz et al., 2009), sowie die
vollstandige Phosphorylierungs-defiziente APRIL-Mutante und der Wildtyp fungierten als

entsprechende positiv- und negativ-Kontrollen.

e e W W W | APRIL-GST 1=l only

49KkDa 2— APRIL-GST_wt

3— APRIL-GST_w/o-all-P

37kDa— 4— APRIL-GST_S158-only

-~ -— - Sy ~ GST 5— APRIL-GST_S210-only

26kDa— 6— APRIL-GST_T244-only

Comassie-Gel, je 2l Proteinprobe

Abbildung 17: Bakterielle Expression und Aufreinigung von rekombinanten GST-APRIL Fusionsproteinen:
GST-APRIL Fusionsproteine wurden in transformierten E.coli BL21 (DE3) exprimiert. Es wurde neben dem
Wildtyp (APRIL-GST_wt) und einer Phosphorylierungs-defizienten Mutante (APRIL-GST_w/o-all-P) diverse
APRIL-GST-Phosphorylierungs-Mutanten transformiert, die jeweils nur an einer der drei Phosphorylierungs-
Stellen phosphoryliert werden konnten (APRIL-GST_S158-only, APRIL-GST_S210-only und APRIL-GST_T244-
only). Die Aufreinigung der Proteine erfolgte liber eine Gluthation-Sepharose-Matrix. Im Anschluss wurde die
Reinheit der Proteine im Comassie-Gel Uberpriift.

Endkonzentration: APRIL-GST_wt: 2,8 ug/ul; APRIL-GST_w/o-all-P: 1,7 ug/ul; APRIL-GST_S158-only:
2,6 pg/ul; APRIL-GST_S210-only: 2,5 pg/ul; APRIL-GST_T244-only: 3,2 pg/ul;

Die spezifischen CK2-Inhibitoren TBB (4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazole) und TBCA ((E)-3-(2,3,4,5-
Tetrabromophenyl) acrylic acid) (Sarno et al., 2001; Pagano et al., 2007) wurden in einer
Konzentration von 0,25 uM — 5 uM eingesetzt. Der im weiteren Verlauf als ,,iATM“-bezeichnete ATM-
Inhibitor 2-Morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-pyran-4-one wurde in einer Konzentration von 5 nM —
100 nM verwendet. Zudem wurde Wortmannin als Inhibitor aller Klassen der PI3-Kinasen in einer

Konzentration von 1 nM — 10 nM eingesetzt. Die gewdhlten Konzentrationen der Inhibitoren
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orientierten sich anhand der Angaben zur mittleren inhibitorischen Konzentration (ICs,) des

Herstellers (siehe Abbildung 18A).

A)

/”Tm iATM 0-100nM Brtmannin 0-10nM

1 2 3 7 8 9 22 13 4 25

rfﬂ —

|“"- o —— | S158-only

BRBBEES |
e A e e rrie

1 - G5T-allein; 2 — ohne Substrat; 3 —Phosphorylierungs-defiziente Mutante; 12— 18: 0nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM ,75nM, 100nM IATM , 1Cz,13nM
4 —11: Opm, 0.25uM, 0.5uM, TpM, 2uM, 3uM, 4ui, SuM TBB, 1T, 1,6uM 19— 25: OnM, 1nM, 2nM, 4nM, 6nh, 8nM, 10nM Wortmannin, ICs, SniM
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Abbildung 18: Die Phosphorylierungen von APRIL an den Positionen $158, S210 und T244 kdnnen alle
mittels spezifischer Casein Kinase 2 (CK2)-Inhibitoren in vitro gehemmt werden

A) In vitro Phosphorylierungs-Assay mit spezifischen Kinase-Inhibitoren: Die aufgereinigten rekombinanten
APRIL-GST Fusionsproteine (APRIL-Wildtyp sowie Phosphorylierungs-Mutanten) wurden zusammen mit
Zelllysat von Jurkat T-Zellen und spezifischen Kinase-Inhibitoren in steigender Konzentration bei 37°C fur 30
Min inkubiert. Um die Phosphorylierung zu detektieren, wurde radioaktives [v-32P] ATP zum Ansatz
hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Proben zur Inaktivierung bei 95°C aufgekocht, tber ein 12 % SDS-Gel
aufgetrennt und die Intensitdt der Phosphorylierung autoradiographisch detektiert. Aus Platzgriinden wurden
die aufgereinigten Proteinlysate einer Inhibitor-Konzentrations-Reihe teilweise auf unterschiedlichen Gelen
aufgetrennt, dies wurde in den Abbildungen als Bild-Unterbrechung gekennzeichnet.

Es wurden die CK2-spezifischen Inhibitoren TBB (Reihe 4 — 11: 0 um, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 3 uM,
4 uM, 5 uM) und TBCA (0-5 uM; Daten nicht gezeigt) verwendet, sowie der als iATM bezeichneter ATM-Kinase
Inhibitor (Reihe 12 — 18: 0nM, 5nM, 10 nM, 25nM, 50 nM, 75nM, 100 nM) und der PI3-Inhibitor
Wortmannin (Reihe 19 — 25: 0 nM, 1 nM, 2 nM, 4 nM, 6 nM, 8 nM, 10 nM). Die Ergebnisse des CK2-Inhibitors
TBCA entsprachen der TBB-abhangigen CK2-Inhibition und wurden nicht gezeigt.

B) Quantifizierung der Phosphorylierung und Bestimmung der ICs, der einzelnen Phosphorylierungs-
Inhibitionen: der Phosphorylierung-Grad wurde Uber eine Phosphor Imaging Plate detektiert und am Fujifilm
BAS-2500 Scanner quantifiziert. Die ICso wurde anhand der exponentiellen Trendlinie bestimmt.

Die autoradiographische Auswertung des Experimentes zeigte, dass durch die Verwendung der CK2-

spezifischen Kinase-Inhibitoren TBB und TBCA nicht nur die Phosphorylierung an Position T244,
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sondern ebenfalls an den Positionen S158 und S210 gehemmt werden kann, da in Anwesenheit der
CK2-Inhibitoren die Phosphorylierung aller drei Phosphorylierungsstellen konzentrationsabhangig
inhibiert wurde. Dagegen hatten die Kinase-Inhibitoren iATM und Wortmannin keinen hemmenden

Effekt auf die Phosphorylierung (siehe Abbildung 18A).

Die Phosphorylierung der einzelnen Mutanten wurde (iber eine Phosphor Imaging Plate detektiert
und am Fujifilm BAS-2500 Scanner quantifiziert. Der Phosphorylierungs-Grad der rekombinanten
Proteine ohne Inhibitor (0 uM) wurde als 100 % definiert, die weitere konzentrationsabhangige
Inhibition der Phosphorylierung im Verhaltnis dazu berechnet und als exponentielle Trendlinie
dargestellt (siehe Abbildung 18B). Der Assay wurde insgesamt drei Mal je Mutante durchgefiihrt, so
dass anhand der Quantifizierung der Phosphorylierungs-Inhibition der Mittelwert der jeweiligen ICs,
von TBB der unterschiedlichen APRIL-Mutanten bestimmt werden konnte. Der Wildtyp wies dabei
eine ICso von 2,06 uM, APRIL-S158-only eine ICsy von 1,13 uM, APRIL-S210-only 0,98 uM und APRIL-
T244-only eine ICso von 1,82 uM auf (siehe Abbildung 18B). Laut Herstellerangaben liegt die mittlere
inhibitorische Konzentration von TBB in vitro bei 1,6 uM. Die errechneten ICsy Werte lagen folglich im
Bereich des erwarteten IC5, Wertes einer spezifischen CK2-Hemmung und die in silico Vorhersage
einer CK2-abhangigen Phosphorylierung der Positionen S158 und S210 konnte demnach in vitro

bestatigt werden.

In vivo Phosphorylierungs-Studie in Anwesenheit des spezifischen CK2-Inhibitors TBB

Nachdem in vitro gezeigt werden konnte, dass die Proteinkinase CK2 nicht nur die Position T244,
sondern auch die Positionen S158 und S210 von APRIL phosphoryliert, wurde im Folgenden eine in
vivo Phosphorylierungs-Studie in Anwesenheit des spezifischen CK2-Inhibitors TBB durchgefiihrt, um
die in vitro Daten zu verifizieren. Die bereits in den in vitro Phosphorylierungs-Studien verwendeten
APRIL-Mutanten APRIL-S158-only, APRIL-S210-only und APRIL-T244-only wurden fir den in vivo
Assay als APRIL-Flag Fusionsproteine in transfizierten Jurkat T-Zellen transient exprimiert (siehe
Abbildung 19A). Die Zellen wurden mit 10 — 100 uM TBB behandelt und anschlieRend radioaktiv
markiertes [*’P]ortho-Phosphat zugefiihrt, um die Phosphorylierung visualisieren zu kénnen. Die TBB-
Konzentrationen wurde bereits in einer friiheren Studie in Jurkat T-Zellen als nicht toxisch getestet
(Chemnitz et al., 2009). Nach der Markierung wurde wie unter 6.1.2.1 beschrieben die de novo
Phosphorylierung der APRIL-Varianten im Autoradiogramm quantifiziert. Somit konnte gezeigt
werden, dass auch in vivo die Phosphorylierung aller drei Positionen durch den CK2-Inhibitors TBB

konzentrationsabhangig und spezifisch inhibiert wurde (siehe Abbildung 19).
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Es kann folglich davon ausgegangen werden, dass auch in intakten humanen lymphoiden Zellen nicht
nur die Aminosaureseitenketten T244, sondern ebenfalls S158 und S210 von der Proteinkinase CK2

phosphoryliert werden.

A) B) o0

1 2 3 4 1 2 3 4 5 & 7 8
O -Tubulin | —— A | APRIL-Flag [2P]wt
7 ] 32p].s »
APRIL | —— e _ APRIL-Flag s APRIL-Flag [*?P]-5158-only

~endogenes APRIL

. -, APRIL-Flag [3?P]-5210-only

Flag — —— —

APRIL-Flag [32P]-T244-only

1 - Mock Leevektor

2 — APRIL-Flag-w/o-all-P 1 - Mock Leevektor
3 — APRIL-Flag-wt 2 — APRIL-Flag-w/o-all-P
4 — APRIL-Flag-5158-only 3-8: 0um, 10 uM, 25 puM, 50 uM, 75 pM, 100 uM TBB

Abbildung 19: In vivo Inhibition der drei Phosphorylierungsstellen von APRIL mittels des spezifischer CK2-
Inhibitors TBB

In vivo Phosphorylierungs-Assay mit dem CK2-spezifischen Kinase-Inhibitor TBB: Jurkat T-Zellen wurden mit
Expressionsplasmiden  fir verschiedene APRIL-Flag Fusionsproteinen transfiziert (Wildtyp und
Phosphorylierungs-Mutanten). Den Zellen wurde der spezifische CK2-Inhibitor TBB in steigender Konzentration
zugeflihrt (0 — 100 uM). Nach 1 h Inkubationszeit wurden die Zellen mit [32P]ortho—Phosphat behandelt, um die
Phosphorylierung zu markieren.

A) Immunoblot der Jurkat T-Zelllysate: Im Westernblot wurde die Expression der APRIL-Flag-Konstrukte
Uberpruft. Beispielhaft wurde hier die Proteinexpression der vollstdndigen Phosphorylierungs-defizienten
Mutante APRIL-w/o-all-P (Reihe 2), des Wildtyps (Reihe 3) und der Phosphorylierungs-Mutante APRIL-S158-
only (Reihe 4) dargestellt. Mittels spezifischer Antikérper gegen Flag und APRIL wurden das endogene APRIL
und die APRIL-Flag Fusionsproteine detektiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Die Expression der
Phosphorylierungs-Mutanten APRIL-Flag-210-only und APRIL-Flag-T244-only wurde ebenfalls im Westernblot
Uberprift (Daten nicht gezeigt).

B) Die immunprazipierten APRIL-Flag Fusionsproteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und die Intensitat der
Phosphorylierung sowie die TBB-abhangige Hemmung der Phosphorylierung im Autoradiogramm detektiert.

Reihe 1: Leervektor; Reihe 2: APRIL-w/0-all-P; Reihe 3—8: 0 um, 10 pM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM TBB

4.1.2.3 Einfluss der Phosphorylierungsstellen S158, S210 und T244 auf die Halbwertszeit von
APRIL

Die Phosphorylierungs-abhangige Modifikation von Proteinen spielt nicht nur bei der Funktion und

Aktivitat von Proteinen, sondern oft auch in Hinblick auf deren Stabilitdt eine duBerst wichtige Rolle.

So kann aufgrund von Phosphorylierung sowohl Proteolyse induziert werden (Hayden and Ghosh,

2008), als auch ein Protein vor Degradation geschiitzt werden. Auch die Proteinkinase CK2 reguliert

durch Phosphorylierung die Stabilitdt von verschiedenen Proteinen und hat also einen Einfluss auf

deren Halbwertszeit (Seldin et al., 2005; He et al., 2007).

So wurde im Folgenden untersucht, ob die Phosphorylierungsstellen $158, S210 und T244 fir die
Stabilitdit des Phosphoproteins relevant sind und die jeweilige Phosphorylierung die APRIL-

Halbwertszeit beeinflusst. Es wurden die Halbwertszeiten der Phosphorylierungs-defizienten
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Punktmutanten APRIL-S158A, -S210A und -T244A in einer [*°S]-markierten de novo Synthese

ermittelt und die Stabilitdt der Mutanten mit der des Wildtyps verglichen.

Die verschiedenen Mutanten wurden als APRIL-Flag Fusionsproteine in Jurkat T-Zellen transient
exprimiert und die Expression im Immunoblot Uberpriift (siehe Abbildung 20A). AnschlieRend
wurden die Zellen fir eine Stunde mit [*°S]-haltigen Aminosduren markiert und ein pulse chase
Experiment durchgefiihrt. Zum definierten Zeitpunkt t=0 (direkt nach der [**S]-Markierung) wurden
die ersten Proteinproben entnommen und die Probenentnahme lber einen Zeitraum von 80 h zu
weiteren definierten Zeitpunkten wiederholt. Die APRIL-Flag Fusionsproteine wurden anschliefend
immunprazipitiert und die wéhrend der Markierungszeit neu synthetisierten und somit [>°S]-
markierten Proteine wurden im Autoradiogramm visualisiert. Die Degradation der Flag-APRIL-
Proteine im Zeitraum der untersuchten 80 h konnte somit anhand des abnehmenden [*>S]-Signals im
Autoradiogramm quantifiziert werden, wodurch die Berechnung der Proteinhalbwertszeit moglich

wurde (siehe Abbildung 20B).

Die Quantifizierung der neu synthetisierten [*°>S]-markierten Proteine erfolgte durch Verwendung
einer Phosphor Imaging Plate am Fujifilm BAS-2500 Scanner. Die Intensitadt der radioaktiv markierten
Proteine zum Zeitpunkt t=0 wurde als 1 definiert und die weiteren Zeit-Werte der jeweiligen
Mutanten im Verhaltnis zum Zeitpunkt t=0 berechnet. Die Abnahme der detektierten Radioaktivitat
wurde als exponentielle Trendlinie dargestellt, mittels welcher die Halbwertszeit des Wildtyps sowie
der Phosphorylierungs-defizienten Punktmutanten APRIL-S158A, -S210A und -T244A berechnet

wurde.

In der Analyse der Halbwertszeiten konnten geringfligige Unterschiede zwischen der des Wildtyps
und den der jeweiligen Mutanten festgestellt werden. Die APRIL-T244A-Mutante wies mit 28,9 h die
gleiche Halbwertszeit wie der Wildtyp auf. Die Mutante S210A lag mit 30,5 h knapp darlber.
Lediglich APRIL-S158A wies mit 36,5 h eine leicht erhdhte Stabilitat im Vergleich zum Wildtyp-Protein

auf.
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Abbildung 20: [**s]-markierte de novo Synthese zur Bestimmung der Halbwertszeit (HWZ)
Jurkat T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir verschiedene APRIL-Flag Fusionsproteine transfiziert
(Wildtyp und Phosphorylierungs-defiziente Punktmutanten). Die Zellen wurden fir 1 h in [355]-haltigen
Medium inkubiert. Der anschlieRende Mediumwechsel beendete die [355]—markierte de novo Synthese der

Proteine. Es wurden direkt Proben entnommen (t=0) und die Probenentnahme Uber einen Zeitraum von 80 h
wiederholt (pulse chase).

A) Im Immunoblot wurden Jurkat T-Zelllysate auf die Expression der APRIL-Flag Fusionsproteine tberprift. Die
Proteine wurden mit spezifischen APRIL- und Flag-Antikdrpern detektiert, als Ladekontrolle diente o-Tubulin.

B) Die aus Jurkat T-Zelllysaten immunprazipierten APRIL-Flag Fusionproteine wurden (ber ein SDS Gel
aufgetrennt und der Abbau der [**S]-markierten Proteine im Zeitraum von 0 — 80 h im Autoradiogramm
visualisiert (Reihe 2 — 8).

C) Die Radioaktivitat der [355]—haltigen de novo Proteine wurden Uber eine Phosphor Imaging Plate detektiert
und am Fujifilm BAS-2500 Scanner quantifiziert. Der Zeitpunkt t=0 wurde als 1 festgelegt und die Abnahme
der detektierten Radioaktivitdt im Verhaltnis zum Zeitpunkt t=0 ermittelt und als exponentielle Trendlinie
dargestellt.

In friheren Untersuchungen konnte die CK2-vermittelte Phosphorylierung von T244 als relevant fir
das nukleozytoplasmatische shuttling von APRIL identifiziert werden (Fries et al., 2007; Chemnitz et

al., 2009). Im Folgenden sollte nun auch der Einfluss der Phosphorylierungen S158 und S210 auf das

shuttle-Verhalten von APRIL untersucht werden.
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4.1.2.4 Einfluss der Phosphorylierungsstellen S158, S210 und T244 auf das intrazellulare
Lokalisations- und shuttle-Verhalten von APRIL

APRIL ist ein shuttle-Protein, das CRM1-abhangig aus dem Zellkern exportiert wird. In der

Momentaufnahme der Zelle (steady state) liegt es akkumuliert im Zellkern vor, tatsdchlich bewegt es

sich aber standig zwischen Zellkern und Zytoplasma (Brennan et al, 2000). Um

nukleozytoplasmatische Bewegungen des Proteins zu analysieren, eignet sich die Heterokaryon

Analyse.

Prinzip des Heterokaryon Assays:

Mittels der Heterokaryon Analyse kann das shuttle-Verhalten von Proteinen, welche im steady state
im Zellkern lokalisieren, untersucht werden. Es werden humane Zellen (z.B. Hela-Zellen) mit
Expressionsplasmiden des zu untersuchenden Proteins sowie einem internen Kontrollprotein
kotransfiziert. AnschlieBen werden die transient transfizierten humanen Zellen (Donor-Zellen) mit
Zellen einer anderen Spezies (Rezeptorzellen, meistens murinen Ursprungs) zu Synzytien fusioniert.
Die murine Zellkerne konnen dabei leicht von humanen Zellkernen unterschieden werde, da in der
Kernfarbung mit Hoechst 33258 ihre Heterochromatinstrukturen als auffallige, fleckenartige ,,speckle
pattern” erscheinen (Moser et al., 1975). Um die Proteinbiosynthese in den fusionierten Zellen zu
unterbinden, werden die Zellen wahrend des gesamten Experimentes mit dem Translationsinhibitor
Cyclohemixid behandelt. Im fusionierten Synzytium kann nun das Bewegungsverhalten des zu
untersuchenden Proteins analysiert werden. Das interne Kontrollprotein, welches selbst zwischen
den Kernen transportiert werden kann, dient dabei als Anhaltspunkt fiir eine erfolgreiche Zellfusion:
Wird es in humanen (Donor) wie murinen (Rezeptor) Zellkernen nachgewiesen, handelt es sich um
ein funktionstiichtiges Synzytium und das Bewegungsverhalten des zu untersuchenden Proteins kann

ebenfalls analysiert und mit dem Kontrollprotein verglichen werden (siehe Abbildung 21).
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Das Kontrollprotein ist shuttle-kompetent und Nur das Kontrollprotein bewegt sich zwischen den
bewegt sich zusammen mit dem Kontrollprotein Zellkernen, das zu untersuchende Protein ist shuttle-
zwischen beiden Zellkernen. inkompetent und verbleibtim humanen Zellkern.

Abbildung 21: Schematische Darstellung des Heterokaryon Assays:

Mit einem Kontrollprotein (griin) und dem zu untersuchenden Protein (rot) kotransfizierte humane Zellen
(gelb) werden mit untransfizierten murinen Zellen (grau) fusioniert. In den entstandenen Synzytien (blau)
konnen die Zellkerne aufgrund der auffalligen Farbung der murinen Zellkerne (,,speckles”) unterschieden und
das shuttle-Verhalten der Proteine zwischen humanen und murinen Zellkernen analysiert werden.

Mittels des Heterokaryon Assays sollte nun die Rolle der Phosphorylierungsstellen S158 und S210

beim shuttling von APRIL analysiert werden.

Lokalisation Phosphorylierungs-defizienter Punktmutanten

Zuerst wurde untersucht, ob alle verwendeten APRIL-Varianten so wie der Wildtyp eine Lokalisation
im Zellkern zeigen, da dies eine Grundvoraussetzung fiir die Durchfiihrung der Heterokaryon
Analysen ist. Die Punktmutanten APRIL-S158A, -S210A und -T244A sowie der Wildtyp wurden als
Flag-Fusionsproteine transient in menschlichen Zellen exprimiert und ihre steady state Lokalisation
wurde in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie verglichen. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen
dem APRIL-Wildtyp und den Phosphorylierungs-defizienten Punktmutanten ausfindig gemacht
werden: Die verschiedenen APRIL-Fusionsproteine (in rot) akkumulierten alle im Zellkern (in blau,

siehe Abbildung 22).
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APRIL-wt APRIL-S158A APRIL-S210A APRIL-T244A

Nukleus
(Hoechst)
APRIL
(anti-FLAG)

Abbildung 22: Die Phosphorylierungsmutanten APRIL-S158A, -S210A und T244A akkumulieren wie auch der
Wildtyp im Zellkern.

Hela-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir verschiedene APRIL-Flag Fusionsproteine transfiziert und
auf Objekttragern fixiert (APRIL-Wildtyp sowie die Phosphorylierungs-defizienten Punktmutanten S158A,
S210A und T244A). Die APRIL-Flag Fusionsproteine wurden (ber einen spezifischen Flag-Antikérper sowie
einen Cy3-markierten Sekundarantikorper detektiert (in rot). Die Zellkerne wurden mit Hoechst-Farbstoff
angefarbt (in blau). Die Aufnahmen erfolgten am Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 2000/ Zeiss).

Shuttle-Verhalten Phosphorylierungs-defizienter Punktmutanten

Nachdem bestatigt wurde, dass sich das Lokalisations-Verhalten der verschiedenen
Phosphorylierungs-defizienten Punktmutanten nicht von dem des Wildtyps unterscheidet, wurden
die Mutanten APRIL-S158A und APRIL-S210A fiir die Heterokaryon Analyse eingesetzt. Der shuttle-
kompetente Wildtyp sowie die bereits als shuttle-inkompetent beschriebene Mutante APRIL-T244A
(Fries et al., 2007) dienten als positive und negative Kontrolle. Als interne Kontrolle wurde das
Fusionsprotein Rev-GFP verwendet, welches wie APRIL CRM1-abhanging aus dem Zellkern ins
Zytoplasma transportiert wird (Pollard and Malim, 1998). Hela-Zellen wurden mit der jeweiligen
Mutante sowie der internen Kontrolle kotransfiziert, mit murinen NIH 3T3-Zellen fusioniert und fir
die Immunfluoreszenz-Mikroskopie prapariert. Flir die Analyse des shuttle-Verhaltens wurden nur
Synzytien untersucht, die sowohl das interne Kontrollprotein Rev-GFP, als auch eine APRIL-Mutante
enthielten. Zudem musste gewahrleistet sein, dass sich das Rev-GFP Fusionsprotein zwischen
humanem und murinen Zellkern bewegt bzw. in beiden Zellkernen detektiert werden kann und es

sich folglich um ein funktionstiichtiges Synzytium handelt.

Die Auswertung der Fluoreszenz-Mikroskopie zeigte, dass sich der Wildtyp von APRIL wie erwartet als
shuttle-Protein zwischen den Zellkernen bewegen kann; er wurde sowohl in humanen als auch
murinen Zellkernen nachgewiesen (siehe Abbildung 23, Reihe 1). Ahnlich verhielt sich die
Phosphorylierungs-defiziente Punktmutante APRIL-S158A: auch hier konnte in den meisten Fallen ein
shuttle-Verhalten zwischen beiden Kernen beobachtet werden (siehe Abbildung 23, Reihe 2). Die

phosphorylierungs-defiziente Punktmutante APRIL-S210A dagegen akkumulierte zumeist im
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humanen Zellkern und wurde folglich als shuttle-inkompetent identifiziert (siehe Abbildung 23, Reihe
3). Die shuttle-inkompetente Kontrolle APRIL-T244A war ebenfalls zumeist nur im humanen Zellkern
detektierbar, was die Ergebnisse der friiheren Beobachtungen bestatigte (siehe Abbildung 23,

Reihe 4).

1 - APRIL-wt 2 — APRIL-S158A 3 - APRIL-T244A 4 — APRIL-S210A

Nukleus

(Hoechst)

. - . ' .
APRIL

(anti-FLAG)

shuttle-kompetent shuttle-inkompetent

Abbildung 23: Die Phosphorylierung an Position $210, aber nicht S158 spielt eine Rolle fiir das shuttle-
Verhalten von APRIL

Hela-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden der APRIL-Flag Fusionsproteine (Wildtyp — Reihe 1- und die
phosphorylierungsdefizienten Punktmutanten S158A, S210A und T244A — Reihe 2-4) sowie der shuttle-
Kontrolle Rev-GFP kontransfiziert, zusammen mit murinen NIH 3T3-Zellen auf Objekttragern fusioniert und
fixiert. Die mit APRIL-Flag transfizierten Zellen wurden Gber einen spezifischen Flag-Antikérper und einen Cy3-
markierten Sekundéarantikorper detektiert (in rot), das Rev-GFP-Fusionsprotein konnte direkt Giber GFP (grin)
nachgewiesen werden. Die Zellkerne wurden mit Hoechst-Farbstoff angefarbt (in blau), dabei sind die
murinen Zellkerne sind aufgrund ihrer ,,speckles” leicht zu identifizieren und mit einem Stern gekennzeichnet.
Die Aufnahmen erfolgten am Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 2000/ Zeiss).

Neben T244 scheint somit ebenfalls die Phosphorylierung an S210 eine funktionelle Rolle beim
shuttling von APRIL zu spielen. Die CK2-abhadngige Phosphorylierung von sowohl T244 als auch S210
beschrankte die Moglichkeit, zwischen dem Einfluss der beiden Phosphatakzeptorstellen zu
differenzieren. Eine denkbare Beteiligung eines moglichen S210-abhangigen Exports des APRIL-
CRM1-Komplexes und somit eine Rolle von S210 an der Regulation der CD83 Expression konnte

folglich nicht weiter sondiert werden.
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4.1.3 Einfluss von APRIL-spezifischer RNA-Interferenz (RNAI) auf die CD83 Expression

In einer friiheren Arbeit wurde mittels RNA-Interferenz (RNAi) nachgewiesen, dass APRIL, aber nicht
pp32, als HuR-Ligand an der Regulation der CD83 Expression beteiligt ist (Fries et al., 2007). Im
folgenden Abschnitt sollte der Einfluss von APRIL auf die Regulation der CD83 Expression weiter
verifiziert werden. Zunachst sollte die Effizienz des knockdowns optimiert werden, indem die siRNA-
Expressionskassetten der pSUPER Vektoren (iber lentivirale pGsi-Vektoren stabil ins Wirtsgenom
integriert wurden. Zudem sollte das Zellsystem mit 293T- und Hela-Zellen auf humane Zelllinien
erweitert und der Einfluss einer APRIL-Reduktion auf die CD83 Expression im autologen System
primdrer DC untersucht werden, da das Zusammenspiel von APRIL und CD83 bisher nur in

Modellsystemen dargestellt wurde, die kein endogenes CD83 exprimieren.

4.1.3.1 CD83 Expression in Abhdngigkeit von APRIL im Modellsystem: Silencing von APRIL in
Cos7-, 293T- und Hela-Zellen

Um die Effizienz des silencings von APRIL zu optimieren, wurden fiir die Expression der siRNA-
Sequenzen lentivirale pGsi-Vektoren eingesetzt, welche die pSUPERsiRNA Kassette der parentalen
pSUPER-Vektoren (Brummelkamp et al., 2002) enthalten und shRNA gegen APRIL bzw. gegen
Luciferase als Kontroll-shRNA exprimieren. Zudem kodieren sie fiir das green fluorescent protein bzw.
GFP. Es handelt sich um replikationsinkompetente, selbst-inaktivierende Lentiviren, die in der Lage
sind, stabil ins Wirtsgenom zu integrieren und Promotoren-abhédngig die eingebrachten Transgene zu
exprimieren. Angesichts einer VSV-G vermittelten Pseudotypisierung der lentiviralen Partikel kann
nahezu jeder Zelltyp mit diesen lentiviralen Vektoren transduziert werden (Beyer et al., 2002). Die
Transduktionseffizienz kann Uber die GFP Expression der pGsi-Vektoren im Fluoreszenz-Mikroskop

detektiert und gegebenenfalls GFP positive Zellen am FACS sortiert werden.

Neben der Effizienzoptimierung des knockdown Effektes wurde zudem das Modellsystem erweitert.
So wurden neben Cos7-Zellen, die ihren Ursprung in immortalisierten Nierenzellen der griinen
Meereskatze haben, auch 293T- und Hela-Zellen, die ihren Ursprung in humanen embryonalen
Nierenzellen (293T) bzw. Epithelzellen des Zervix-Karzinoms (Hela) haben, mit den lentiviralen

Vektoren transduziert.

Nachdem die lentiviralen Partikel wie unter 3.3.9 beschrieben hergestellt wurden, erfolgte die
Transduktion der Cos7-, 293T-und Hela-Zellen mit den lentiviralen Vektoren pGsiAPRIL und
pGsiLuciferase nach Anleitung (siehe 3.3.10). Die Transduktionseffizienz, die nach 48 h anhand der
GFP Expression im Fluoreszenz-Mikroskop untersucht wurde, lag fiir alle drei Zelllinien bei nahezu
100 %, so dass eine FACS-Anreicherung nicht notwendig war (Daten nicht gezeigt). Da die Zellen kein
endogenes CD83 exprimieren, wurden sie 48 h nach Transduktion mit dem pcDNA3_CD83-wt

Expressionsplasmid transient transfiziert und die CD83 Expression sowie die Reduktion der APRIL-
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Expression der einzelnen, stabil transduzierten Zelllinien nach weiteren 24 h im Immunoblot

Uberprift und quantifiziert.

Um den knockdown von APRIL der einzelnen Zelllinien zu bestimmen, wurde die Menge der APRIL-
Proteinexpression der pGsiAPRIL-transduzierten Zellen mit dem Expressionslevel der transduzierten
Kontrollzellen (pGsiLuciferase) verglichen. Hierfiir wurden die Werte der APRIL-Proteinexpression mit
der Expression von o-Tubulin normiert und die Expressionsmenge der Kontrollzellen als 100 %
festgelegt. Die Uber pGsiAPRIL vermittelte Reduktion der APRIL-Expression in Cos7-Zellen lag somit
bei etwa 80 %, in 293T- und Hela-Zellen konnte ein knockdown Effekt von etwa 70 % (293T) bzw.
90 % (HelLa) detektiert werden (siehe Abbildung 24A-C).

Um den Effekt der APRIL-Reduktion auf die CD83 Expression der einzelnen Zelllinien zu
quantifizieren, wurde das Level der CD83-Proteinexpression der pGsiAPRIL-transduzierten Zellen mit
dem CD83 Level der transduzierten Kontrollzellen (pGsiLuciferase) verglichen und wie vorab
beschrieben mit o-Tubulin normiert. In Cos7-Zellen konnte somit eine Reduktion der CD83
Expression von etwa 70 % festgestellt werden. In APRIL-reduzierten 293T-Zellen lag die CD83
Reduktion sogar Gber 80 % (siehe Abbildung 24A und B). Interessanterweise unterschied sich die
CD83 Expression der pGsiAPRIL-HelLa-Zellen dagegen nicht zur Expression der HelLa Kontrollzellen. In
diesem Zelltyp konnte also keine APRIL-abhidngige CD83 Expression beobachtet werden (siehe
Abbildung 24C).
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Abbildung 24: Stabiles silencing von APRIL in Cos7- und 293T-Zellen, aber nicht in HelLa-Zellen, reduziert die
CD83 Expression

Cos7-, 293T- und Hela-Zellen wurden mit lentiviralen Vektoren mit spezifischer shRNA gegen APRIL sowie
eine Kontroll-shRNA transduziert. Nach 48h Stunden wurden die Zellen mit einem CD83 Expressionsplasmid
transfiziert. Am Folgetag wurden die Zellen geerntet und die Expression von APRIL und CD83 der Cos7- (A),
293T- (B) und Hela-Zelllysate (C) im Westernblot Gberprift und quantifiziert. Der Immunoblot wurden mit
spezifischen Antikorpern gegen APRIL und CD83 sowie gegen a-Tubulin als Ladekontrolle angefarbt. Mittels
IREDye markierten Sekundarantikérper wurden die spezifischen Banden im LI-COR Odyssey Imaging System
via Fluoreszenz detektiert und quantifiziert. Die Proteinexpression von APRIL und CD83 wurde prozentual im
Verhiltnis zur Tubulinexpression dargestellt.

Mittels des lentiviral vermittelten silencings von APRIL wurde ein effizienter knockdown in allen drei
Zelllinien erreicht, der sowohl in simianen Cos7-Zellen als auch in der humanen 293T-Zelllinie zu
einer starken Reduktion der CD83 Expression flihrte. Friihere Ergebnisse von Fries und Mitarbeitern
(Fries et al., 2007) hinsichtlich der APRIL-abhangigen CD83 Expression in Cos7-Zellen konnten somit
optimiert und zudem in Zellen menschlichen Ursprungs bestatigt werden. Die offensichtlich Zelltyp-
spezifischen Unterschiede der APRIL-abhédngigen CD83 Expression zwischen 293T- und Hela-Zellen
offenbarten allerdings Einschrankungen des gewahlten Modellsystems. Fiir eine weitere, realistische
in vivo Untersuchung des Zusammenspiels von APRIL und CD83 sollte demzufolge ein System gewahlt
werden, welches endogenes CD83 vorweisen kann. So wurde im Folgenden die APRIL-abhangige
Regulation der CD83 Expression in ex vivo generierten primdren Dendritischen Zellen (DC)
untersucht, welche — wie schon unter 4.1.1.2 beschrieben — als autologes System am besten die
natlrlichen Prozesse widerspiegeln und zur Untersuchung der Regulation der CD83 Expression ex

vivo genutzt werden kdnnen.
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4.1.3.2 APRIL-abhidngige Regulation der CD83 Expression im autologen System: Silencing von
APRIL in primaren aus Monozyten generierten Dendritischen Zellen
Es zeigte sich, dass die lentiviralen pGsi-Vektoren sich nicht fiir einen effizienten knockdown von
APRIL in primadren aus Monozyten generierten Dendritischen Zellen eigneten, da die Zellen in diesem
Kontext nicht transduziert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Fur ein erfolgreiches silencing von
APRIL in primdren DC wurde folglich wie auch schon beim knockdown der CK2a‘-Untereinheit
doppelstrangige stealth siRNA der Firma Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt, wobei die targeting
Sequenz gegen APRIL bzw. zur Kontrolle gegen Luciferase der pSUPERsiRNA Kassette beibehalten
wurde. Die primdren Monozyten, aus denen die DC generiert wurden, wurden wie unter 3.3.5
beschrieben aus Spenderblut isoliert. Der APRIL knockdown sowie die anschlieRende Analyse der
CD83 Expression wurde in DC von insgesamt 10 verschiedenen Spendern durchgefiihrt. Der
Reifungsprozess der Dendritischen Zellen wurde neben der CD83 Expression anhand der
Oberflachenrezeptoren CD80, CD86, MHC | und MHC Il Uberpriift. Zudem wurde vor der Aktivierung
der Zellen ein Dead Cell Apoptosis Assay (Invitrogen) durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die
Transfektion der siRNA keine toxischen Nebeneffekte bewirkt (Daten nicht gezeigt). Die Analyse aller
Spender verdeutlichte, dass die Reduktion der APRIL Expression mit einer Reduktion der CD83

Expression korrelierte (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Die Reduktion der APRIL Expression korreliert in allen 10 Spendern der primaren aus
Monozyten generiertenDC mit der Reduktion der CD83 Expression

Die Darstellung der prozentuale Reduktion der CD83 Expression in Abhangigkeit zur prozentualen Reduktion
der APRIL Expression zeigt eine Korrelation zwischen den beiden Ereignissen.

In Abbildung 26 sind stellvertretend fir alle Spender die Ergebnisse des knockdowns im Western Blot

sowie die Expression der Oberflaichenmolekile im FACS-Assay der Spender 398 und 412 dargestellt.
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Abbildung 26: Silencing von APRIL in primdaren aus Monozyten generierten DC verringert die CD83
Expression

Aus CD14+ Monozyten, isoliert aus humanem Blut, wurden mittels Zytokin-haltiger Reifungscocktails reife
Dendritische Zellen generiert. An Tag 2 (Spender 412) sowie auch 4 und 6 (Spender 398) des
Reifungsprozesses wurden die Zellen jeweils mit spezifischer stealth siRNA gegen APRIL sowie einer Kontroll-
siRNA transfiziert und an Tag 6 mittels TNFa, PEG2 und IL-1R aktiviert.

Links: Untersuchung der APRIL Expression im Western Blot an Tag 8 von Spender 412 und 398: Die
Immunoblots wurden mit spezifischen Antikérpern gegen APRIL sowie gegen Aktin als Ladekontrolle
angefarbt. Mittels IREDye markierten Sekundarantikérper wurden die spezifischen Banden im LI-COR Odyssey
Imaging System Uber Fluoreszenz detektiert und quantifiziert. Die Proteinexpression von APRIL wurde
prozentual im Verhaltnis zur Aktinexpression dargestellt.

Rechts: FACS-Analyse der Dendritischen Zellen an Tag 8 von Spender 412 und 398: Die Zellen wurden mit
Fluoreszenz-gekoppelten CD83-Antikérpern sowie Antikérpern gegen typische wund spezifischen
Oberflachenmarker reifer Dendritischer Zellen zur Kontrolle der Aktivierung gefarbt (CD80, CD86, MHC-I und
MHC 1l). Die siAPRIL-abhéngige Reduktion der CD83 Expression ist in blau, die von CD80 in griin dargestellt.

Das silencing von APRIL fiihrte bei Spender 412 zu einer relativen Reduktion der CD83 Expression um
16 % (von 77,3 % auf 65,0 % positive Zellen, blau gefarbt) und bei Spender 398 zu einer relativen
Reduktion um 30 % (von 71,2 % auf 49,8 % positive Zellen, blau gefarbt). Hierbei muss beachtet
werden, dass diese Zahlen lediglich die strikte Einteilung nach CD83-positiv und CD83-negativ
widerspiegeln. Nicht beachtet wird in dieser Auswertung, dass in den APRIL knockdown Ansatzen die
absolute CD83 Expressionsstarke in den verbleibenden CD83-positiven Zellen gegenilber der
Kontrolle deutlich reduziert ist. Dies ist besonders hervorzuheben, da es sich um eine logarithmische
Skala handelt. Mit den vorhandenen apparativen Moglichkeiten war die weitere quantitative Analyse
des Rickgangs der CD83 Expression in APRIL-reduzierten DC jedoch nicht weiter sinnvoll moglich. Es
kann aber festgehalten werden, dass in priméren DC eine deutliche Korrelation von APRIL- und CD83

97



Ergebnisse

Expression besteht (siehe Abbildung 25). Die Expression der Oberflachenrezeptoren CD86, MHC | und
Il und somit der Reifungsprozess war nicht vom silencing des APRIL-Proteins betroffen. Hingegen
wiesen die CD80 Oberflachenmolekiile bei verschiedenen Spendern, wie z.B. auch Spender 412, eine
deutlich verminderte Expression in Anwesenheit der siAPRIL-RNA auf (griin markiert). Es kann folglich
die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass APRIL eventuell auch fiir die Regulation der CD80

Expression eine Rolle spielt.
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4.2 Teil Il - Generierung eines konditionellen APRIL knockout Maus Modells

Das Phosphoprotein APRIL gehort, wie bereits unter 4.1.2 beschrieben, zur Familie der ANP32-
Proteine, deren Mitglieder in der Literatur regelmaRig als Regulatoren wichtiger zellularer Prozesse
bekannt sind (Matilla and Radrizzani, 2005). Die genaue Funktion von APRIL im Organismus wurde
jedoch noch nicht im Detail geklart. Die bisherigen eigenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass APRIL

eine wichtige Rolle bei der Regulation der CD83 Expression ausubt (Fries et al., 2007).

Die Regulation von CD83 beim Reifungsprozess Dendritischer Zellen (DC) und somit der Aktivierung
der zelluldren Immunantwort ist ein duBerst komplex regulierter Vorgang (Lechmann et al., 20023;
Wolenski et al., 2003; Prechtel and Steinkasserer, 2007). Im ersten Teil dieser Arbeit konnte lber
RNAIi vermitteltes silencing von APRIL in ex vivo generierten primaren DC eine Reduktion der CD83
Oberflachen-Expression beobachtet werden (siehe 4.1.3.2). Allerdings konnte mittels RNAi keine 100
%ige Hemmung der APRIL-Expression erreicht werden, eine Restaktivitdt des Proteins von etwa 20-
30 % war generell noch zu beobachten. Die Rolle von APRIL im Zusammenhang der CD83 Expression
kann folglich in seiner Gesamtheit nur in einem Tiermodell untersucht werden. Fir die weitere
Erforschung der Funktion von APRIL im Zusammenhang mit der CD83 Expression, aber auch in
Hinblick auf die Funktion von APRIL fir weitere zelluldre Prozessen im Organismus, eignet sich ein
knockout Mausmodell. So war das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit die Konstruktion einer APRIL

knockout Mauslinie, um diesen Fragestellungen nachgehen zu kénnen.

Es wurde ein System gewahlt, in welchem nicht nur ein konstitutiver, sondern gleichzeitig auch ein
konditioneller knockout von APRIL generiert werden kann. Der konditionelle knockout in Mausen
ermoglicht im Gegensatz zum konstitutiven knockout die gewebsspezifische und/oder auch
induzierbare und somit zeitlich definierte Deletion eines Zielgens. Mittels des Cre/loxP Systems kann
die Expression von APRIL beispielsweise im hamatopoetischen System unterbunden werden,
wahrend alle weiteren Gewebsarten nicht vom knockout betroffen sind und das Protein weiterhin in
Wildtyp-Form exprimieren. So kann spezifisch geklart werden, welche Aufgabe und welchen Einfluss
APRIL bei der Aktivierung der zelluldren Immunantwort in vivo spielt, wahrend gleichzeitig die Gefahr
moglicher letaler Effekte durch den konditionellen, gewebsspezifischen knockout minimiert wird. Die
Wahl des konditionellen knockout Systems bestatigte sich wahrend der Etablierungs-Arbeiten, als
von Reilly und seinen Mitarbeitern eine konstitutive APRIL knockout Mauslinie vorgestellt wurde, bei
welcher die vollstandige Eliminierung von APRIL in den meisten Fallen zu perinataler Letalitat flhrte

(Reilly et al., 2011).

Die Generierung der konditionellen APRIL knockout Mauslinie teilte sich in vier Teilbereiche auf:
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(I) Voraussetzung fir die Etablierung einer konditionellen knockout Mauslinie war die Herstellung
eines Rekombinations-Vektors (targeting Vektor). Dieser beinhaltet einen Teil des APRIL-Gens,
welches zum einen von loxP-Rekombinationsstellen zur Entfernung der ARPIL Sequenzen flankiert ist
(,gefloxtes” APRIL-Gen). Zum anderen enthdlt dieser Vektor eine von FRT-Seiten flankierte
Neomycin-Resistenz-Kassette, die fiir die Selektion der transgenen embryonalen Stammzellen (ES-

flox

Zellen) bendtigt wird. Das modifizierte Gen wird im weiteren Verlauf als APRIL™ bezeichnet.

(1) AnschlieRend wurde der Rekombinations-Vektor mit dem , gefloxten” APRIL-Gen APRIL™ in eine
murine ES-Zelllinie eingebracht und transgene, mit dem , gefloxten“ Rekombinations-Vektor homolog

flox/wt)

rekombinierte und gezielt modifizierte ES-Zellklone identifiziert (Genotyp APRIL Diese Klone

wurden anschlieRend in Blastozysten injiziert, aus denen chimare Mause generiert wurden.

(1) Es folgte der Nachweis der Keimbahniibertragung der F1-Nachkommen der chimaren Mausen
mittels Genotypisierung und die Zucht einer fiir das ,gefloxte“ APRIL-Gen homozygoten APRIL™*
Inzuchtmauslinie.

(IV) Im vierten Teilbereich der Etablierung der konditionellen APRIL knockout Mauslinie wéare durch

flox

die Verpaarung der homozygoten , gefloxten” APRIL™™" Mauslinie mit transgenen Cre-Mausen, welche
die Cre-Rekombinase mittels spezifischer Promotoren gewebsspezifisch exprimieren, die
konditionelle APRIL knockout Mauslinie etabliert worden. Aus Zeitgriinden konnte der letzte
Teilbereich der Etablierung einer konditionellen APRIL knockout Mauslinie jedoch nicht mehr

durchgefiihrt werden.

4.2.1 Generierung des targeting Vektors (Rekombinations-Vektor)

Fiir die Herstellung des targeting Vektors, welcher ein ,gefloxtes” APRIL-Gen sowie eine von FRT-
Seiten flankierte Antibiotika-Resistenzkassette enthalt, wurde die 1998 von Zhang und Mitarbeitern
entwickelte Methode der lamda-vermittelten Red®/ET® basierten homologen Rekombination in
E.coli verwendet (Zhang et al., 1998). Die aus Phagen stammenden Proteinpaare RecE/RecT (Rac-
Prophage) und Reda/RedP (A-Phage) katalysierten dabei den Vorgang der homologen
Rekombination, wobei RecE oder Reda als 5‘3‘ Exonukleasen und RecT oder RedB als

Anlagerungsproteine einzelstrangiger DNA fungieren (siehe Abbildung 27).
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W dsDNA Abbildung 27: Schematische Darstellung des

Prinzips der Red®/ET® basierten homologen

* Doppelstrangbruch/PCR-Fragment Rekombination
- .OH % (verdndert nach dem Handbuch zur Red®/ET®
yooLITTTTTT] ® 5 basierten homologen Rekombination von

* 5‘-3 Exonukleasen RedE und Reda Gene Bridges, Heidelberg)

, , Die 5’-3’ Exonukleasen RedE oder Reda
g, - ol 8 degradieren im Reparaturprozess nach einem
@ DNA-Doppelstrangbruch {iberhdngende 5'-

* ssDNA Anlagerungsproteine RedT und Redp Enden und produzieren 3’-Einzelstrange. An
diese lagern sich die Einzelstrang-DNA (ssDNA)

5 ____ DOOO-0H ¥ Anlagerungsproteine RedT oder Redf an, was
3 ____D:Di@ die  Verknlpfung homologer Regionen

ermoglicht.

* Neu-Verkniipfung der DNA Gber Ebenso werden (Uberhidngende Enden wie

Homologe Rekombination Homologiearme von PCR-Fragmenten von
RedE oder Reda prozessiert und von RedT
oder RedB gebunden, was die zielgerichtete,
Red/ET vermittelte homologe Rekombination
ermoglicht.

Die Generierung des Rekombinations-Vektors erfolgte in zwei Schritten: zunachst wurde ein
spezifischer Abschnitt des APRIL-Gen aus dem Bacmid RP23-117B19 in ein Minimalvektor-Plasmid
pMV subkloniert. AnschlieBend wurde das APRIL-Gen im Plasmid pMV-APRIL zum Rekombinations-
Vektor pMV-APRIL-KO modifiziert, indem spezifische loxP-Erkennungssequenzen fir die Cre-
Rekombinase ins APRIL-Gen integriert und zudem eine von FRT-Seiten flankierte Neomycin-

Resistenzkassette fiir die Selektion der transgenen ES-Zellen inseriert wurde.

Vor allem die Lange des homologen Bereichs (Homologiearme) im targeting Vektor spielt fiir die
Spezifitdat und somit fir die Rekombinationsfrequenz des Vektors ins murine Genom der ES-Zellen
eine wichtige Rolle (Thomas et al., 1992). Der Bereich der Homologiearme im Rekombinations-Vektor
und somit der Abschnitt des APRIL-Gens, der in den Minimalvektor-Kontext subkloniert werden
sollte, wurde freundlicherweise von Dr. Sibylle Blumenthal von Gene Bridges (Heidelberg) festgelegt.
Auch die Integrationsbereiche der loxP-Rekombinationssequenzen, sowie der von FRT-Seiten
flankierten Neomycin-Resistenzkassette, wurden anhand ihrer Vorschlage bestimmt. Aufgrund der
Red®/ET®-Methodik konnte ohne Restriktionsenzyme gearbeitet werden, so dass bei der Wahl der

Integrationsstellen keine Einschrankungen wegen spezifischer Restriktionsschnittstellen vorlagen.

Nach den Vorschlagen von Dr. Sibylle Blumenthal wurde fiir die Subklonierung des APRIL-Gens der
Abschnitt ab Intron 1 (295 bp vor Exon 2) bis zum Ende des Gens (3' downstream Bereich) gewahilt.
Die Homologiearme, liber die der Rekombinations-Vektor ins murine Genom integriert wird, wiesen
dabei jeweils eine Lange von etwa 3 kb auf, da die loxP-Erkennungssequenzen fiir die Cre-
Rekombinase in Intron 2 und 5 des APRIL-Gens integriert wurden. Die von FRT-Seiten flankierte
Neomycin-Resistenzkassette wurde ebenfalls in das Intron 5 inseriert. Im spateren knockout
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Mausmodell wirde die Cre-vermittelte Rekombination der loxP-Rekombinationsstellen in Intron 2
und 5 zu einer Deletion der Exons 3, 4 und 5 fiihren. Diese Deletion resultierte im Fehlen der
Aminosauren 69-228 und somit der Abwesenheit funktioneller Domédnen wie dem nuclear export
signals NES, den leucine rich repeats LRR 3 und 4 sowie Teilen der highly acidic Domane, was die

Expression eines nicht-funktionellen APRIL Proteins zur Folge hitte.

4.2.1.1 Subklonierung des APRIL-Gens

Die Subklonierung des APRIL-Gens aus dem Bacmid RP23-117B19 erfolgte Uber spezifische APRIL-
Homologiearme, welche (ber PCR als Primer JCO8#27 und JCO8##28 an das Grundgerist des
Minimalvektors, ein 2.642 bp groRes DNA-Fragment mit einem ColE1l origin of replication sowie
einem Ampicillin-Resistenzgen, angelagert wurden (siehe Abbildung 28A). AnschlieRend wurde das
nun 2.742 bp groRe PCR-Amplifikat im 1 % Agarosegel Uberpriift (siehe Abbildung 28B) und in
Bacmid-haltige E.coli Bakterien transformiert. Uber homologe Rekombination fand der Austausch der
homologen DNA-Sequenzen statt und das APRIL-Gen wurde aus dem Bacmid in den Vektor
Uberfuhrt. Katalysiert wurde der Vorgang von den Proteinpaaren RecE/RecT und Reda/Redp, die vom

Expressionsplasmid pRedET exprimiert wurden. Abbildung 28C zeigt das Vorgehen schematisch.

A) Homologiearm-Intron 7/8 Homologiearm Intron 1

J/ — Minimalvektor-Grundgeriist 2.642 bp —| J/
Py tron
APRIL 3 H Ampizillin Resistenzgen - origin of replication APRIL Intron 1
downstream

Primer JCO8#27 fiir Homologiearm 3 downstream : 5'- GTGTGTTAGAATGCTTGCTGCACAATCATGAGGG CCAGGGTTGGGATCCTGCTCTCCTGAGTAGGACAAATC - 37

Primer JCO8#28 fir Homologiearm Intron 1: 5'- ACCAAGAGCAGAGAGGCACCCTAGTTCTCAGAGCATACGTGAACCTATCTGTCGACTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATG - 37

B) C) Homologie-
Homologie- arme
arme
-
- 2.724bp
3kb—| w— | Minimalvektor-
— Grundgerist - .
< Minimalvektor ]
pRed/ET Grundgerist
6
Bacmid RP23-117B19 _— pMV-APRIL
pRed/ET

APRIL Gen

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Subklonierung des APRIL-Gens:

A) Anlagerung der fir Intron 1 und 3‘ downstream homologen APRIL-Arme (orange) mittels PCR an das
Minimalvektor-Grundgerist. Die Primersequenz ist in 5 — 3 Richtung angegeben und die homologe APRIL-
Sequenz farblich gekennzeichnet (orange).

B) Uberpriifung des 2.742 bp groRen Minimalvektor PCR-Produkts nach Anlagerung der APRIL-Homologiearme
im 1 % Agarosegel.

C) Subklonierung des APRIL-Gens, von Red/ET-Proteinpaaren katalysiert: die Homologiearme lagern sich an die
homologen Zielsequenzen im APRIL-Gen an und das APRIL-Gen wird aus dem Bacmid herausgezogen.

102



Ergebnisse

Trotz der fiir APRIL-spezifischen Homologiearme wurden bei der Red®/ET® basierten Subklonierung
des APRIL-Gens viele unspezifische Nebenprodukte in das Minimalvektor-System eingefiihrt, was die
Identifizierung eines positiven APRIL-Subklons mittels Restriktionsanalyse und anschlieBender
Sequenzierung erschwerte. Um die Auswahl moglicher positiver Subklone zunachst einzuschranken,
wurde von einem Plattenabdruck aller Klone eine Filterkolonie-Hybridisierung durchgefihrt. Mittels
der radioaktiv-markierten Sonde JCO8#12, die im Intron 3 des APRIL-Gens hybridisiert, wurden im
Autoradiogramm nur APRIL-haltige Subklone kenntlich gemacht (siehe Abbildung 29A). Eine Auswahl
dieser Subklone (1-9) wurde anschliefend mittels Restriktionsanalyse, PCR und Sequenzierung auf

das Vorhandensein des subklonierten APRIL-Abschnitts untersucht.

A) € 47
75 i 3.085b,
v . ’ )
. ‘ =
O &49 3kb— - -« 3'085|.]E)E i Minimalvektor
- A Amplifikat Grundgerist
O«s : . &8; ﬂ
(a A % | 1c084#22
= o pMV-APRIL
- /
=
B) #1 #2 #3 #4 #5 1kb #6 #7 #8 #9
Sall - + | - + + + + + + | + +  Sall
L
- .
p— - - A = ———

Abbildung 29: Identifizierung des APRIL-Subklons pMV-APRIL #7

A) Filterkolonie-Hybridisierung: Von der Sonde JCO8#12 detektierte Klone im Autoradiogramm des
Plattenabdrucks

B) Kontroll-Restriktionsanalyse der Klone 1-9 mit Sal I: Die erwartete pMV-APRIL GroRe von 17.968 bp konnte
in etwa einzig bei Klon #7 (siehe roter Pfeil) nachgewiesen werden, alle anderen Klone wiesen trotz
Filterkolonie-Hybridisierung unspezifische Nebenprodukte auf. Als Marker wurde der 1 kB DNA-Ladder von
NEB verwendet.

C) PCR-Produkt des Minimalvektor-Grundgeriistetes (3.085 bp) im 1% Agarosegel, amplifiziert mit

spezifischen APRIL-Primern JCO8#21 und JCO8#22. Als Marker wurde der 1kB DNA-Ladder von NEB verwendet.
Die Restriktionsanalyse mit dem Restriktionsenzym Sal |, welches im Grundgeriist des Minimalvektors
schneidet, diente der GroRRenbestimmung der Klone 1-9. Die exakte VektorgrofRe konnte mittels der
Restriktionsanalyse nicht ermittelt werden, dennoch wies Klon #7 als einziger Klon annahernd die
GroéRe des MinimalvektorgréBe von 17.968 bp auf (siehe Abbildung 29B) und wurde in weiteren
Untersuchungen genauer analysiert. Eine Kontroll-PCR mit den spezifischen APRIL-Primern JCO8#21

und JCO8#22, die im Intron 1 und 3‘ downstream Bereich des Gens hybridisieren und somit das
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Minimalvektor-Grundgerist in einer GroRBe von 3.085 bp aus dem APRIL-Gen amplifizierten,
bekréaftigten das Ergebnis fiir Klon #7 aus der Restriktionsanalyse (siehe Abbildung 29C). Die darauf
folgende Sequenzierung des Vektors von Klon #7 bestétigte die Subklonierung des APRIL-Abschnitts
von Intron 1 bis zum Ende des Gens in ein Minimalvektor-Plasmid, so dass das pMV-APRIL Konstrukt
von Klon #7 in den folgenden Schritten fiir die weitere Modifizierung des APRIL-Gens zur Herstellung

des APRIL targeting Vektors pMV-APRIL-KO verwendet wurde.

4.2.1.2 Modifizierung des APRIL-Gens

Die Integration der ersten loxP Erkennungsstelle in Intron 2, 568 bp vor Exon 3, erfolgte (iber den
Einbau einer ,gefloxten” Antibiotika-Resistenzkassette von 1.737 bp GrofRe. Diese wurde unter
Verwendung der Cre-Rekombinase anschlieRend wieder entfernt, so dass aufgrund des loxP-
spezifischen Rekombinationsmechanismus eine loxP-Rekombinationssequenz im Intron 2 zuriickblieb
(siehe Abbildung 31A). Die Insertion dieser ,gefloxten” Antibiotika-Resistenzkassette erfolgte wie
auch schon bei der Subklonierung des APRIL-Gen Abschnitts durch homologe Rekombination tber
spezifische APRIL-Gen-Homologiearme. Diese wurden durch PCR (JCO8#16 und JCO8#17) an das
kommerziell erhiltliche template der ,gefloxten” Resistenz-Kassette angefiigt (siehe Abbildung 31B).
Die Insertion sowie die darauf folgende Cre-vermittelte Deletion der ,gefloxten” Resistenz-Kassette
wurde durch Restriktionsanalyse (Daten nicht gezeigt) und mittels PCR (JCO8#16 und JCO8#17)
Uberprift (siehe Abbildung 31B). Nach erfolgreicher Integration der Kassette konnte im 1 %
Agarosegel ein Amplifikat von 1.978 bp detektiert werden, das nach der Deletion der ,gefloxten”
Antibiotika-Resistenzkassette nur noch eine GroRe von 428 bp aufwies (siehe Abbildung 31C). Die
anschlieRende DNA-Sequenzierung bestatigte, 568 bp von Exon 3 entfernt, die erfolgreiche Insertion

der 1. loxP-Rekombinationssequenz in Intron 2.
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A e -

Minimalvektor
Grundgeriist

Minimalvektor
Grundgeriist

pPMV-APRIL pMV-APRIL

1. loxP-Erkennungs-

sequenz
3

Cre-vermittelte
Insertion loxP Deleterion der loxP
Selektions-Kassette Selektions-Kassette

< 1.737 bp —_—
S —
POrSEI 5 - 500b
Antibiotika-Resistenzgen VN - <
loxP loxP R,
-
1.978 bp 428 bp

Abbildung 30: Teil 1 der Modifikation des APRIL-Subklons pMV-APRIL zum targeting-Vektor pMV-APRIL-KO

A) Schematische Darstellung der Insertion loxP-Rekombinationssequenz: eine ,gefloxte” Antibiotika-
Resistenzkassette wurde iiber Homologiearme in Intron 2 von pMV-APRIL integriert. Uber den Cre-
Rekombinationsmechanismus wurde die Resistenzkassette deletiert, es verbleibt eine loxP-Sequenz im Intron
2, welche als 1. loxP-Erkennungssequenz bezeichnet wird.

B) Anlagerung der Homologiearme an die ,gefloxte” Antibiotika-Resistenzkassette Uber die Primer JCO8#16
und JCO8#17.

C) PCR-Kontrollen der Insertion (1.978 bp) und anschlieRenden Deletion (428 bp) der ,gefloxten” Antibiotika-
Resistenzkassette Insertion der 2. loxP-Rekombinationssequenz mit den Homologiearm-Primern JCO8#16 und
JCO8#17; DNA Ladder 1 kb (links) und 100 bp (rechts) von NEB.

Die zweite loxP-Erkennungssequenz wurde in Kombination mit einem von FRT-Seiten flankierten
Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen von 1.677 bp Lange Uber die von den Primern JCO8#18 und
JCO8#19 angelagerten Homologiearme ins Intron 5 entsprechend integriert (siehe Abbildung 31C).
Der Einbau wurde durch Restriktionsanalyse (Daten nicht gezeigt) sowie einer Kontroll-PCR mit den

fur die Homologiearme verwendeten Primern (JCO8#18 und JCO8#19) liberprift (Abbildung 31D).
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A) B)
<€— 1677bp —>

Antibiotika-Resistenzgen

Insertion 2. LoxP und FRT Sites

1C08#18 1CO8#19

loxP  FRT FRT

1l

W | < 2.061bp

-
e

Minimalvektor
Grundgerust

pMV-APRIL

4

Abbildung 31: Teil 2 der Modifikation des APRIL-Subklons pMV-APRIL zum targeting -Vektor pMV-APRIL-KO

A) Schematische Darstellung der Insertion der von FRT-Sequenzen flankierten Antibiotika-Resistenzkassette
(Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen) via Homologiearme (Uber die Primer JCO8#18 und JCO8#19)

B) PCR-Kontrolle der Insertion zweiten loxP-Erkennungssequenz in Kombination mit einem von FRT-Seiten
flankierten Kanamycin/Neomycin-Resistenzgen mit den Homologiearm-Primern JCO8#18 und JCO8#19 (2.061 bp),
DNA Ladder 1 kb von NEB.

Es folgte eine finale Sequenzierung des Rekombinations-Vektors pMV-APRIL-KO, in welcher alle Exon-
Bereiche sowie hinzugefligten Modifikationen liberprift und bestatigt wurden. Das fertige Konstrukt

wurde anschlieBend mit Sal | fiir den Einbau ins murine Genome linearisiert und aufgereinigt.

4.2.2 Gezielte Modifikation embryonaler Stammzellklone

Wie bereits unter 3.4 beschrieben fanden alle Arbeiten mit murinen embryonalen Stammzellen am
Zentrum flr Molekulare Neurobiologie (ZMNH, Hamburg) in der Arbeitsgruppe fiir transgene Tiere
unter Anleitung von Dr. Irm Hermanns-Borgmeyer und ihren Mitarbeitern statt. Die Einbringung des
targeting Konstrukts in murine ES-Zellen mittels Elektroporation sowie die darauf folgende
Kultivierung und Selektion der Zellen wurde gemeinsam unter der Anleitung von Dr. Irm Hermanns-
Borgmeyer durchgefiihrt. Die Injektion von ES-Zellklonen in Spender-Blastozysten sowie die
Implantation der Blastozysten in die Uteri scheinschwangerer Ammentiere wurden freundlicherweise

von Dr. Irm Hermanns-Borgmeyer und ihren Mitarbeiten durchgefihrt.

4.2.2.1 Rekombination des targeting Vektors in R1 ES-Zellen

Fiir die Generierung transgener APRIL™ ES-Zellklone wurden R1 ES-Zellen (Nagy et al., 1993) vom
129-Mausstamm mit mannlichem Genotyp verwendet. Der linearisierte targeting Vektor pMV-APRIL-
KO wurde in die ES-Zellen elektroporiert und stabil transfizierte ES-Zellen Uber die sich im
Rekombinations-Vektor befindliche Neomycin-Resistenzkassette mittels G418- (Geneticin) haltigen

Medium selektiert. Da es sich beim Prinzip der homologen Rekombination um ein sehr seltenes
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Ereignis handelt und trotz homologer Sequenzen in den meisten Fallen eine nicht-zielgerichtete
Integration des targeting Konstrukts ins murine Genom stattfindet, folgte auf die G418-Selektion
eine Genotypisierung zur Identifizierung homolog rekombinierter APRIL™™™ ES-Zellklone. Die
insgesamt 192 selektierten ES-Zellklone wurden in zwei 96-Well Kulturplatten amplifiziert und
genomische DNA (gDNA) fur die Genotypisierung prapariert. AnschlieRend wurde die gDNA jedes

einzelnen Klons im PCR-Screening Gberprift.

Genotypisierung der rekombinierten ES-Zellen im PCR Screening

Im PCR-Screening wurden alle durch die Antibiotika-Selektion erhaltenen ES-Zellklone auf homologe
Rekombination des targeting Vektors ins murine Genom (iberprift. Fiir das PCR-Screening wurden
zwei Oligopaare eingesetzt, die sich im reverse-Primer unterschieden: das aus den Primern JCO8#20
und JCO8#37 bestehende Primermix ,WT“ als PCR-Kontrolle und das aus den Primern JCO8#20
DP09#44 bestehende Primermix ,KO“, welches fiir die homologe Rekombination des pMV-APRIL-KO
Vektors spezifisch war. Der Primer JCO8#20 hybridisierte in Intron 1 des APRIL-Gens in einem Bereich
kurz vor den Homologiearmen, welcher demzufolge von der homologen Rekombination nicht
betroffen ist. Der Primer JCO8#44 lagerte spezifisch innerhalb der 1. loxP-Erkennungssequenz und

1™ an. Bei erfolgreicher homologer Rekombination wurde

somit nur im modifizierten Transgen APRI
mittels des Primermixes ,KO“ ein PCR-Fragment von 3.577 bp amplifiziert (siehe Abbildung 32),
nicht-homolog rekombinierte DNA wurde nicht amplifiziert. Um abzusichern, dass ein negatives
Ergebnis der ,,KO“-PCR tatsachlich auf eine nicht-homologe Rekombination schlieSen lieR und nicht
auf mangelnde Funktionalitdt der PCR zurlickzufiihren war, wurde zudem Primermix ,WT" als PCR-
Kontrolle unter identischen PCR-Bedingungen wie Primermix , KO“ eingesetzt. Der reverse Kontroll-
Primer JCO8#37 hybridisierte dabei im Intron 2 kurz vor der 1. loxP-Erkennungssequenz. Es handelte

flox

sich dabei um einem Bereich, der sowohl im homolog rekombinierten Transgen APRIL™", als auch der
unveranderte APRIL Wildtyp-DNA vorhanden ist. Es wurde ein DNA Fragment von 3.548 bp

amplifiziert und somit die Funktionalitat der PCR Uberpriift (siehe Abbildung 32A).
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A)
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Abbildung 32: Genotypisierung der selektierten ES-Zellklone im PCR-Screening

A) Schematische Darstellung des PCR-Screenings: Mix ,WT“ kontrollierte das Screening und amplifizierte
sowohl bei homologer Rekombination als auch bei nicht-homologer Rekombination ein PCR-Produkt von
3.548 bp. Mix ,,KO“ amplifizierte nur bei Homologer Rekombination ein Produkt von 3.577 bp

B) PCR-Screening am Beispiel von Klon I.6A — I.6H: oben: Mix , WT; unten: Mix ,KO; Klon I.6H mit positive
homolog rekombiniertem Transgen von 3.577 bp (siehe blauer Pfeil)

C) PCR-Screening von Mischkulturen am Beispiel von Klon 11.2A — II.2H oben: Mix ,WT; unten: Mix ,,KO; Klon
XXX mit rekombinierten Transgen, aber falsche PCR-FragmentgrofRe von ca. 2.000 bzw. 8.000 bp (siehe rote
Pfeile); Klon II.2H mit positive homolog rekombiniertem Transgen von 3.577 bp (siehe blauer Pfeil)

DNA-Marker: 1 kb DNA-Ladder von NEB

Von den 192 in der PCR genotypisierten ES-Zellklonen konnten insgesamt zwei Klone (1.6H und I1.2H)

flox

als positiv flir das homolog rekombinierte Transgen APRIL™* identifiziert werden (siehe Abbildung
32B und C, blaue Pfeile). In weiteren 20 Klonen konnte mittels PCR das Transgen zwar nachgewiesen
werden, allerdings entsprachen die PCR-Produkte nicht der erwarteten FragmentgréRe von 3.577 bp.
(siehe Abbildung 32C, rote Pfeile). Die 192 Klone lagen fiir die Genotypisierung als Duplikate vor, so
dass ein zweites PCR-Screening zur Bekraftigung der positiven Ergebnisse von Klon I.6H und 1l.2H
durchgefiihrt wurde. In diesem wurde die homologe Rekombination des Transgens APRIL™fur Klon

I.6H bestatigt, in Klon 11.2H konnte die Modifikation nicht bestatigt werden (Daten nicht gezeigt).
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4.2.2.2 Systemwechsel —aus braun wird schwarz

Nach der gangigen und etablierten Methode zur Herstellung von knockout Mausen werden aus
gezielt modifizierten ES-Zellen des 129 Mausstamms (z.B. R1-Zellen) transgene chimare Mause
generiert, die dann in den robusteren C57BI/6 Stamm zurickgekreuzt werden mussen. Die Wahl der
ES-Zellen des 129 Stamms und das aufwendige Zuriickkreuzen in den Hintergrund des C57BIl/6
Mausstamms hat zwei Griinde: Zum Einen weisen die meisten C57BI/6 ES-Zellen im Vergleich zu 129
ES-Zellen nur geringe Keimbahntransmissions-Raten auf und sind weniger robust in der Zellkultur
(Hansen et al., 2008). Zum Anderen handelt es sich aber beim C57Bl/6 Stamm um den am besten
charakterisierten Inzuchtstamm, der zudem als Referenzstamm zur Sequenzierung des murinen
Genoms diente (Waterston et al., 2002). Mduse des 129 Stamms dagegen pflanzen sich im Vergleich
zum C57Bl/6 Stamm schlechter fort und zeigen zudem oft anatomische und immunologische
Anormalitdaten (Wabhlsten et al., 1992; McVicar et al., 2002), oder auch auffdllige Verhaltensweise
(Crawley et al., 1997). Fir die Generierung von transgenen Chimaren aus gezielt modifizierten ES-
Zellen eignen sich folglich am besten 129 ES-Zellen. Die Ruckkreuzung in den genetischen C57BI/6

Hintergrund erleichtert anschlieRend die Analyse des Phdnotyps.

Auch in dieser Dissertation wurden die bisherigen Arbeiten zur Etablierung der konditionellen APRIL
knockout Mauslinie nach der herkdmmlichen Methode in R1 ES-Zellen durchgefiihrt, die ihren
Ursprung im 129-Mausstamm haben. Nachteilig an der herkdmmlichen Methode ist allerdings, dass
es sich beim Rickkreuzen in den genetischen C57BI/6 Hintergrund um ein extrem zeitaufwendiges
Unterfangen handelt. Mindestens 6-7 Generationen missen zuriickgekreuzt werden, bevor man
nicht mehr von einem gemischten, sondern einem , kongenen” (congenic) Hintergrund spricht. Auch

die Analyse des Phanotyps im gemischten Hintergrund stellt nur eine suboptimale Alternative dar.

Zum Zeitpunkt der Identifikation eines homolog rekombinanten R1-Zellklons (siehe 4.2.2.1) wurden
im Rahmen des EUCOMM-Konsortiums (Auwerx et al., 2004) embryonale Stammzellklone erhiltlich,
die bereits ein modifiziertes APRIL Allel (Anp32°™™a(EVCOMMIAmIY) 7 Etablierung einer konditionellen
APRIL knockout Maus beinhalteten und zudem als C57BI/6 ES-Zellen eine hohe
Keimbahntransmissionsrate aufwiesen (EUCOMM Projekt 32882). Diese ES-Zellklone mit mannlichem
Genotyp entstammten der Zelllinie JM8.N4, die ihren Ursprung in einem JM8 ES-Zellklon aus
C57BI/6N Mausen hat und trotz des genetischen C57BI/6 Hintergrunds eine hohe
Keimbahntransmissions-Rate aufweist (Pettitt et al., 2009). Da sich die Generierung des pMV-APRIL-
KO targeting Vektors sowie die Detektion und ldentifizierung eines homolog rekombinierten R1 ES-
Klons bereits als sehr zeitaufwendig gestaltet hatte, wurden fir die sich anschlieRende
Blastozysteninjektion zur Generierung der chimaren Mause trotz der erfolgreichen ES-

Zellmodifikation im R1-Kontext die JM8.N4 ES-Zellklone des C57BI/6 Mausstamms des EUCOMM-
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Konsortiums verwendet, um zeitaufwendiges Rlickkreuzen zu vermeiden. Die modifizierten R1 ES-
Klone wurden als Riickfalloption zurlickgestellt und die weitere Etablierung der konditionellen APRIL

knockout Mauslinie erfolgte somit direkt im genetischen C57BI/6 Hintergrund.

4.2.3 Etablierung der APRIL™®™ knockout Maus

Beim Allel Anp32p™(EVCOMMIAmIU (o |M8.N4 ES-Zellklone, welches im weiteren Verlauf nur noch als
APRIL®™™ bezeichnet wird, handelte es sich um eine Modifikation des APRIL-Gens nach der
Reporter-markierten konditionellen ,knockout-first” Strategie, die unter 1.6.4 erlautert wurde (Testa
et al., 2004). Eine von FRT-Seiten flankierten Promotor-freien Reporter-Selektionskassette (lacZ und
neoR) mit einer SpleiBakzeptorseite aus dem murinen En2-Gen sowie einer SV40-PolyA-Sequenz
vermittelt zunichst ein Null-Allel von APRIL und somit die , knockout-first“ Strategie. Uber die Flp-
Rekombinase kann diese Genkassette deletiert werden, beispielsweise bei einem letalen Phanotyp.
Der konditionelle knockout wird tber die Cre-vermittelte Deletion des als kritisch bezeichneten und
somit ,gefloxten” Exons 4 etabliert. Diese Deletion fiihrt zu einer Verschiebung des gesamten
Leserahmens und somit zum Abbruch der Transkription des APRIL-Gens. Die verkiirzte APRIL mRNA
wird anschlieBend als nonsense-Mutation erkannt und degradiert (NMD non-sense mediated decay).

Der Aufbau des modifizierten APRIL®V“°MV_Gens ist in Abbildung 33 dargestellt.

5' Homolgiearm 3'Homolgiearm
(4.370 bp) (5.084 bp)
I 1 | |
FRT FRT loxP loxP

IS AEDE - @ - O I

Promoter-freie knockout first”Kassette

EUCOMM tm1la(EUCOMM)Hmgu

Abbildung 33: Darstellung des modifizierten APRIL -Gens (Anp32b
verdndert aus dem Projekt 32882 des EUCOMM Konsortiums®

An p32btmla(EUCOMM)ngu_

), ibernommen und

von FRT-Seiten (grin) flankierte Promotor-freie , knockout-first” Kassette sowie von loxP
Erkennungssequenzen (rot) flankiertes Exon 4 (gelb); En2 SA — splicing acceptor site aus Intron 2 des murinen
En2 Gens; LacZ — B-Galaktosidase-Reporter (blau); NeoR — Neomycin-Resistenz (tirkis); T2A — Peptidsequenz
zur multiplen Genexpression;

4.2.3.1 Genotypisierung der transgenen APRIL*“°™™ JM8.4N ES-Zellklone

Die transgenen JM8.N4 ES-Zellklone des EUCOMM-Konsortiums zur Etablierung einer konditionellen
APRIL knockout Maus werden (ber das Helmholtz-Zentrum Miinchen mittels PCR genotypisiert und
kommerziell vertrieben. Insgesamt standen vier ES-Zellklone zur Verflgung: HEPD0503 1 BO1,

HEPD0503_1 EO1, HEPD0503 1 FO1 und HEPDO503 1 HO1, die im Folgenden als BO1, EO1, FO1 und

*http://www.knockoutmouse.org/targ_rep/alleles/6655/allele-image
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HO1 bezeichnet werden. Um die Modifikation des APRIL™““™™-Gens der transgenen ES-Zellklone

erneut zu verifizieren, wurde die Genotypisierung der ES-Zellen mittels PCR wiederholt.

Wie auch schon bei der PCR-abhdngigen Genotypisierung der R1-ES-Zellklone (siehe 4.2.2.1) wurden
zum einen ein Primerpaar verwendet, welches sowohl im Wildtyp als auch im modifizierten Transgen
hybridisiert und die Funktionalitdt der PCR Uberprift (Primerpaar A). Zum andern wurden spezifische
Primerpaare eingesetzt, die das Transgen selbst sowie dessen gezielte Insertion ins Genom
kontrollieren. Primerpaar B bindet spezifisch die loxP-Sequenzen und amplifiziert das ,gefloxte”
Exon 4. Der forward-Primer von Paar C (DP Kana-for) hybridisiert spezifisch in der Reporter-

markierten Selektionskassette des APRIL™°""

-Gens. Primerpaar D kontrolliert die gezielte Insertion
(gene targeting) der Modifikation. Eine Auflistung der verwendeten Primerpaare und die erwarteten

FragmentgrofRen sind in Tabelle 1 abgebildet.

Tabelle 1 Genotypisierung-Primer

Primerpaar Primer Funktion PCR-Fragment

A JCO8#12 Kontroll-PCR 655 bp
DP10#28

B DP10#29 Kontrolliert 1.028 bp
DP10#30 loxP-Stellen

C DP Kana-for Kontrolliert 1.593bp
DP10#28 | Selektionskassette

D DP10#12 Kontrolliert 4.921bp
DP10#13 gene targeting

Das modifizierte Allel APRILFY“MV konnte mittels der vier verschiedenen Genotypisierungs-PCRs in
allen vier Klonen nachgewiesen und kontrolliert werden. Die Daten des Helmholtz-Zentrums wurden
somit bestatigt. Eine schematische Darstellung sowie die Ergebnisse der Genotypisierungs-PCR sind

in Abbildung 34 dargestellt.
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A) Homologe Rekombination Mix A - 655 bp Homologe Rekombination
—pannnnm
Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 und 7/8
Kentroll-PCR: read out in
Wildtvn und Trancgan
Mix D - 4.921 by MixC - 1.593 by (e e O e
—aa .......................E.....................q_ —;Ix ............. p<_
. Genotypisierungs-PCR:
M_”;B - lO_%ébp read out nur im modifizierten Gen
Mix A - 655 bp
£ 2 Reporter- und e -+
xon Exon 3 Selektionsmarker Exon 5 Exon 6 und 7/8

5"Homologiearm 3'Homologiearm

B) Mix A ‘ Mix B MixC MixD
1 2 3 [ 1 2 3 1 2 3 1 2 3
- ko | - FHEL
M'.-- ' ™ PR s
- g Lib [

1-F01 gDNA 2 —HO1 gDNA 3 — Wiltdyp gDNA

EUCOMM

Abbildung 34: PCR-Genotypisierung der APRIL ES-Zellklone

A) Schematische Darstellung der Amplifikate des fur die Genotypisierung verwendeten Primerpaars A (bindet
Wildtyp-Kontrolle und modifiziertes APRIL®°"™_Gen; orange), sowie B, C und D (binden nur modifiziertes
APRIL*“®"M_Gen; tiirkis)

B) PCR-Produkte der ES-Zellklon Genotypisierungs-PCR, beispielhaft dargestellt anhand der Amplifizierung der
gDNA der ES-Zellklone FO1 (1), HO1 (2) sowie Wildtyp gDNA (3): Die Kontroll-PCR mit Primerpaar A weist bei 1, 2
und 3 eine Bande von 655 bp auf; die Genotypisierungs-Primer B, C und D amplifizieren nur bei den modifizierten
APRIL™V°MM ES-Zellklonen FO1 und HO1 und nicht beim Wildtyp DNA-Fragmente von 1.028 bp (B), 1.593 bp (C)
und 4.921 bp (D).

4.2.3.2 Generierung chimdrer Mause und Keimbahntransmission

Zur Generierung der APRIL knockout Mauslinie wurden die APRIL®VM JM8.4N ES-Zellklone des
C57Bl/6 Mausstamms (schwarz) in Spender-Blastozysten von Mé&usen des Balb/c Stamms (weiR)
injiziert und die Blastozysten anschlieSend in die Uteri pseudotrachtiger Ammentiere implantiert. Die
Mikroinjektion der ES-Zellen in Balb/c Spender-Blastozysten sowie die Implantation der Blastozysten
in die Uteri pseudotrachtiger Ammentiere wurden von Frau Dr. Irm Hermanns-Borgmeyer
durchgefiihrt. Chimare Nachkommen wurden anhand der schwarz-weiR-agouti gefleckten Fellfarbe
identifiziert. WeiRBe Haarfollikel stammten dabei von den ES-Zellen der Balb/c Spenderblastozyste,
wahrend hingegen die schwarzen Haarfollikel von den schwarzen transgenen ES-Zellklonen der
JM8.N4 ES-Zellen abstammen. Die agouti-farbenen (braunlichen) Rander der schwarzen Fellflecken
beruhten auf der von zwei Genen abhéngigen Fellfarben-Entstehung (color-Gen Tyr und agouti-Gen

A), die im Folgenden kurz erldutert wird.
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Das color-Gen Tyr kodiert fiir eine Tyrosinase, welche fiir die Melanin-Synthese verantwortlich ist
und von den meisten Mausstimmen, so auch C57BI/6, als funktionelles color-Gen vorliegt (Tyr"/Tyr").
WeiRe Balb/c Maiusen exrpimieren aufgrund einer Genmutation (Tyr®/Tyr®), eine nicht-funktionelle
Tyrosinase, die fiir den Albinismus der Tiere verantwortlich ist. Des Weiteren spielt das agouti-Gen
bei der Fellfarben-Entstehung eine wichtige Rolle. Es kodiert flir das Agouti-Signalpeptid ASIP (agouti
signaling peptid), welches in Melanozyten fiir die Synthese der gelblich-brdaunlichen Melanin-
Variante Phdaomelanin und somit fiir die braunliche agouti-Fellfarbung verantwortlich ist (Lu et al.,
1994). C57BI/6 Mé&use exprimieren aufgrund einer Promotormutation im agouti-Gen kein ASIP
(Bultman et al., 1994), so dass kein Phdomelanin synthetisiert wird und dunkles Eumelanin fiir die
schwarze non-agouti Fellfarbe verantwortlich ist. C57BI/6 Mé&use werden als homozygot rezessiv
hinsichtlich des agouti-Gens bezeichnet (a/a). In weiBen Albino Balb/c M3use wird das agouti-Gen
dominant exprimiert (A/A), allerdings wird aufgrund des mutierten color-Gens Tyr® kein Melanin

synthetisiert, so dass keine Phdomelanin-abhangige agouti-Fellfarbung erfolgen kann.

Bei den chimaren Mausen wurden im Grenzbereich der schwarzen und weillen Fellfarbungen
aufgrund des von den weiRen Haarfollikeln synthetisierten und sekretierten Agouti-Signalpeptids
ASIP das Eumelanin der schwarzen Haarfollikel zu braunlichem Phdaomelanin synthetisiert, was zu

agouti-farbenen Randern der schwarzen Fellflecken fiihrt (siehe Abbildung 35).

Chimare Nachkommen

Aus den vier erhaltenen APRIL®'““MM JM8.4N ES-Zellklonen BO1, EO1, FO1 und HO1 wurden mittels
Blastozysteninjektion und -implantation insgesamt 9 chimadre mannliche Mause (Bbécke) generiert.
Aus den ES-Zellen von Klon BO1 wurde ein chimarer Bock hergestellt (BO1_ch-011), aus den ES-
Zellklonen FO1 und HO1 konnten 5 (FO1_ch-012 bis FO1_ch-016) bzw. 3 (H01_ch-052, -053 und -054)
chimare Mannchen etabliert werden. Die EO1 ES-Zellen eigneten sich nicht zur Etablierung chimarer

Nachkommen (siehe Tabelle 2 und Abbildung 35).

113



Ergebnisse

Tabelle 2 Chimdre Nachkommen der ES-Zellklone
B01, FO1, EO1 und HO1 die Keimbahntransmission

JM8.N4 ES- | Chimare Nachkommen Fertilitat
Zellklon
BO1 1 BO1 ch-011 fertil
EO1 n.d. n.d. n.d.*
FO1 5 FO1_ch-012, -014, 2 fertil,
-013, -015 und 3 steril
016
. HO1 3 HO1_ch-052, -053 | alle fertil
Abbildung 35: Chimire Nachkommen und 054

Schwarz-weilR-agouti gefleckte chimare Bdcke
FO1_ch-014, FO1_ch-015 und FO01_ch-016 im
Alter von 3 Wochen

*n.d. not detected — kein Nachwuchs

Die chimaren Nachkommen F01_ch-13, FO1_ch-15, und FO1_ch-16 erwiesen sich in der Zucht mit
Weibchen des Inzuchtmausstamms C57BI/6J (2010) als steril. Die Autopsie der Tiere offenbarte bei
Chimare FO1_ch-016 einen verkiimmerten rechten Hoden sowie ein Geschwulst am linken Hoden.
Die Bocke FO1_ch-13 und FO1_ch-15 wiesen keine anatomischen Anomalitdten auf, befanden sich
mit 37,9 g und 46,4 g Korpergewicht aber an der Grenze zum adipdsen Bereich (Normalgewicht 25-

35 g; personliche Kommunikation Ulla Miiller), was auch eine Ursache fur Unfruchtbarkeit sein kann.

Die Chimaren B01_ch-11, FO1 _ch-12, FO1_ch-14, HO1 ch-052, -053 und -054 waren hingegen alle
fertii und wurden mit Weibchen des Inzuchtstamms C57BI/6) (2010) verpaart, um die

Keimbahntransmission der transgenen modifizierten APRIL™“°™™ JM8.N4 ES-Zellen zu Uberpriifen.

Keimbahntransmission der chimaren Nachkommen

Bei der Verpaarung mit Wildtypweibchen des Inzuchtstamms C57BI/6J (2010) sollte Uberprift
werden, ob die modifizierten embryonalen Stammzellen in die Keimbahn der chiméren Tiere gelangt
sind und die Modifikation des APRIL-Gens von den Chimaren vererbt werden kann. Hierbei spielte
erneut die Fellfarbe eine wichtige Rolle: Das agouti-Gen A, welches flr das Agouti-Signalpeptid ASIP
kodiert, liegt wie bereits erldutert in Balb/c Mausen homozygot dominant (A/A), und in C57BI/6
Mé&usen homozygot rezessiv (a/a) vor. Bei der Verpaarung mit Wildtypweibchen des Inzuchtstamms
C57BI/6) (2010) vererben die Weibchen ein rezessives agouti-Allel (a). Chimare Bécke, welche die
modifizierten JM8.N4 ES-Zellen des C57BI/6 Stamms in ihrer Keimbahn trugen, vererbten folglich
ebenfalls ein rezessives agouti-Allel (a). Die entsprechenden Nachkommen (F1-Generation) sind
folglich homozygot rezessiv fir das agouti-Gen (a/a) und haben somit ein schwarzes Fell. Befanden
sich in der Keimbahn der chimaren Bocke hingegen keine modifizierten C57BI/6 ES-Zellen, sondern

nur die Balb/c ES-Zellen der Spenderblastozyste, wurde ein dominantes agouti-Allel (A) vererbt.
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Diese F1-Generation ist dann heterozygot dominant/rezessiv fiir das agouti-Gen (A/a) und hat somit

agouti-farbenes braunliches Fell (siehe Abbildung 36).

Injektion in Abbildung 36: Uberblick Schema der

EFFe'lder't Keimbahntransmission: von der ES-Zelle bis zur
Modifizierte . astorys'e Blastozyste Keimbahniibertragung (verdandert nach Pettitt
ESZelle (B6) » (Balb/c) et al., 2009)
(a/a) (A/A)

Die modifizierten transgenen ES Zellklone aus
schwarzen C57BI/6 M&usen (B6) wurden in eine

- V. Spenderblastozyste von weiRen Balb/c Mausen
X 43 e injiziert.  Die  Blastozyste ~ wurde  in
——’ scheinschwangere Ammentiere implantiert und

Test-Verpaarung mit Chimire Nachkommen chimare Nachkommen wurden geboren. Um die

B6-Wildtyp (a/a) Keimbahntransmission der Chimdren zu
. . .

™ untersuchen, wurden diese mit schwarzen B6

e

Wildtyp-Mausen verpaart. Wies der Nachwuchs
ein agouti-farbenes Fell auf, lag keine
Keimbahntransmission vor, da das dominante
agouti-Allel von den Balb/c ES-Zellen der

Spender-abhangige Fellfarbe ES-abhidngige Fellfarbe

Balb/c+ B6 (A/a) B6 + B6 (a/a) Spenderblastozyste  stammte. Wies  der
. . . . . Nachwuchs eine schwarze Fellfarbe auf, wurden
= Keine Keimbahniibertragung - Keimbahniibertragung .
100% B6-Hintergund die schwarzen ES-Zellen des C57BIl/6 Stamms
(B6) mit dem modifizierten APRIL™““"™-Gen

weitervererbt.

Die fertilen Bocke BO1_ch-11, FO1_ch-12, FO1_ch-14, HO1_ch-052, -053 und -054 wurden jeweils mit
mindestens sechs verschiedenen Weibchen verpaart. Dabei waren die Nachkommen der Chimaren
BO1 ch-11, FO1 _ch-12, FO1_ch-14, HO1 ch-053 und -054 immer agouti-farben, so dass keine
Keimbahnibertragung vorlag. Einzig die Verpaarungen mit Bock HO1l_ch-052 fiihrten zu einer
schwarzen F1-Generation, so dass von einer Keimbahntransmission ausgegangen werden konnte
(siehe Tabelle 3 und Abbildung 37). Die weitere Zucht wurde nur noch mit dem chimaren Bock

HO1_ch-052 durchgefiihrt.

Tabelle 3 Chimdre Nachkommen der ES-Zellklone
B01, FO1, EO1 und HO1 die Keimbahntransmission

Chimare Fertilitat Keimbahn-

Nachkommen transmission

BO1_ch-011 fertil negativ

FO1_ch-012 fertil negativ

FO1_ch-013 steril negativ

FO1 ch-014 fertil n.d.

FO1 _ch-015 steril n.d.

FO1_ch-016 steril n.d.

HO1_ch-052 fertil negativ

HO1_ch-053 fertil negativ Abbildung 37: Ausgewachsener, fertiler chiméarer
HO1_ch-054 fertil positiv Bock HO1_ch-054, positiv fiir Keimbahntransmission
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4.2.4 Zucht der APRILEV“°“M Nachkommen

4.24.1 Genotypisierung der F1-Generation

Modifikationen in ES-Zellen sind grundsatzlich heterozygot. Auch die transgenen APRIL™V“°™V jM8.N4
ES-Zellen lagen heterozygot fiir die APRIL-Modifikation vor (APRIL™°M™™Y)  Die schwarze F1-
Nachkommen des Keimbahn-transmissiven chimaren HO1 ch-052 Mannchens und sechs
verschiedenen Wildtypweibchen des Inzuchtstamms C57BI/6J (2010) mussten folglich mittels PCR

EUCOMM_plels zu identifizieren. Hierfir

genotypisiert werden, um die tatsachlichen Trager des APRIL
wurden dem F1-Nachwuchs Schwanzbiopsien entnommen, die genomische DNA aufbereitet und

mittels der bereits unter 4.2.3.1 etablierten Genotypisierungs-PCR analysiert. Nach Mendel wurde

dabei ein Verhiltnis der heterozygoten Miusen mit dem modifizierten Allel (APRILEVSOMM/Y) 2y

Wildtypmausen (APRIL*™Y) von 1:2 (50 %) erwartet. Insgesamt wurden 63 Nachkommen der F1-
Generation aus neun Wiirfen genotypisiert. Das modifizierte APRIL*"“°*-Allel wurde dabei bei 23
der F1-Nachkommen detektiert (11 Weibchen, 12 Méannchen), so dass im Ganzen 36,5 % des
gesamten F1-Nachwuchses das modifizierte Transgen trugen. Dies entsprach einem Verhaltnis von

1:2 und somit in etwa den Mendelschen Erwartungen.

4.2.4.2 Etablierung der homozygoten F2-Generation

Die heterozygoten Trager des APRIL®'“M-Allels der Fl1-Generation wurden anschlieRend

EUCOMM

miteinander verpaart, um in der F2-Generation homozygote Trdger des APRIL -Allels zu

erhalten. Die homozygoten APRIL™“"

F2-Nachkommen wiirden aufgrund der , knockout-first"
Strategie bereits Null-Allele des APRIL-Gens und somit einen knockout aufweisen. Fir die Detektion
homozygoter F2-Nachkommen wurde zum einen erneut die etablierte Genotypisierungs-PCR

verwendet, um das APRILEVOMM

-Allel nachzuweisen (siehe Tabelle 1, Primerpaare A, B, C und D).
Anschlieend wurde eine weitere Kontroll-PCR durchgefiihrt, mittels welcher heterozygote von
homozygoten Nachkommen unterschieden werden konnen, und die PCR-Produkte zudem
sequenziert. Es wurde das Primerpaar F verwendet (DP11#27 und DP11#28)t, welches im nicht-
modifizierten Bereich des APRIL-Gens hybridisiert und im Wildtyp ein PCR-Produkt von 1.062 bp

amplifiziert. Beim modifizierten APRILZ/MM

-Allel weist das Amplifikat aufgrund der inserierten
Reporter-Kassette eine GrolRe von 6.668 bp auf. Bei heterozygoten Nachkommen wird aufgrund des
kinetischen Vorteils des kleineren Fragments in der PCR das Wildtyp APRIL-Allel amplifiziert. Einzig

EUCOMM

bei homozygoten Nachkommen, welche nur das modifizierte APRIL -Allel aufweisen, wird ein

Fragment von 6.6688 bp amplifiziert (siehe Abbildung 38).
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A)

Homaologe Rekombination Homologe Rekombination
Exon2 Exon 3 Exon4 Exon 5 Exon 6 und 7/8
MixF—1.062 bp
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- Wildtyp oder heterozygot
Mix F - 6.668 bp = homozygot
Exon?2 Reporter- und
Xon Exon3 Selektionsmarker Exon3 Exon 6 und 7/8
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B)
3
—
em——
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- 1.062 bp
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1 kb —— — - -— . wtoder heterozygot

Abbildung 38: Genotypisierung der F2-Nachkommen

A) Schematische Darstellung der PCR zur Detektion von homozygoten und heterozygoten Nachkommen: Das
Primerpaar F der PCR binden im nicht-modifizierten Bereich des APRIL-Gens. Das Wildtyp APRIL""-Allel wird in
einer GroRe von 1.062 amplifiziert (in blau). Das Amplifikat des modifizierten APRILFCMM_Allels weist aufgrund
des inserierten Reporter-Marker-Gens eine GréRe von 6.668 bp auf. Bei heterozygoten Nachkommen liegen
beide Allele vor, allerdings wird aufgrund des kinetischen Vorteils das kleineren Fragments des Wildtyp-Alles
bevorzugt amplifiziert (in blau). Einzig bei homozygoten Nachkommen, bei denen beide Allele die APRILEVOMM
Modifikation tragen, wird das groRe DNA-Fragment von 6.668 bp (in rosa).

B) PCR-Produkte der F2-Genotypisierungs-PCR: Beispielhaft dargestellt anhand der Amplifizierung der gDNA von
F2-Nachkommen #99-111.

Die Ergebnisse der Genotypisierungs-PCR sowie auch die Sequenzierungen der PCR-Produkte (Daten
nicht gezeigt) wiesen darauf hin, dass in der F2-Generation keine homozygoten Nachkommen
erzeugt wurden, sondern nur heterozygote und Wildtyp Tiere. Gleichzeitig wurde von Reilly et al.
publiziert, dass sich die vollstandige Inhibition der APRIL-Expression durch einen homozygoten
knockout letal auf die perinatale Entwicklung von Mausen auswirkt (Reilly et al., 2011). Es konnte
folglich davon ausgegangen werden, dass aufgrund der ,knockout-first“ Strategie, welche ein Null-
Allel zur Folge hat, keine lebensfahigen homozygoten Nachkommen erzeugt wurden. Demzufolge
sollen die heterozygoten F1-Nachkommen (APRIL™°™Y) zuerst mit transgenen Flp-Mausen (Flp-
Deleter) verpaart werden, um die von FRT-Stellen flankierte , knockout-first“ Genkassette durch
Anwesenheit einer Flp-Rekombinase zu deletieren. Aus zeitlichen Griinden konnte dieser Schritt
sowie die sich daran anschlieBende Verpaarung mit einer Cre-Deleter Mauslinie zur finalen
Etablierung einer konditionellen APRIL knockout Mauslinie im Rahmen dieser Arbeit leider nicht

mehr durchgefiihrt werden.
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5 Diskussion

Die Regulation der Genexpression ist fir die Zelle ein essentieller da lebenswichtiger Mechanismus.
Die Genexpression wird auf den Ebenen der Transkription, der posttranskriptionellen mRNA
Prozessierungsmechanismen, der Translation sowie durch posttranslationale Modifikationen der
daran beteiligten Faktoren reguliert. In den letzten Jahren sind vor allem posttranskriptionelle
Prozesse wie das SpleiBen, die Stabilisierung/Destabilisierung und auch die Lokalisation von
Transkripten in den Fokus der wissenschaftlichen Untersuchungen geriickt. So konnte beispielsweise
auf der Ebene des nukleozytoplasmatischen mRNA-Transports gezeigt werden, dass beim Kernexport
von mRNAs verschiedene Wege genutzt werden kénnen und die Wahl des jeweiligen Transportwegs
mit der funktionellen Bedeutung der jeweiligen mRNAs zusammenzuhadngen scheint. Zwar gilt nach
wie vor das Heterodimer TAP-p15 als Haupt-Exportfaktor von zelluldren Transkripten. Doch fiir eine
Reihe an induzierbaren mRNAs konnte ein CRM1-abhéangiger nukleozytoplasmatischer Transportweg
beschrieben werden, obgleich lange das Dogma galt, dass das Karyopherin CRM1 keine zellularen
MmRNAs aus dem Zellkern exportiert. Eine Gruppe dieser CRM1-abhangigen mRNAs kodieren
sogenannte early response genes (ERGs), wie z.B. c-fos, COX-2, VEGF oder auch interferon-al
(Brennan et al., 2000; Jang et al., 2003; Cherradi et al., 2006; Jang et al., 2006). Bei Letzterer handelt
es sich gleichzeitig auch um ein Transkript der Gruppe von natiirlichen intronfreien Genen. Zudem
konnten aus aktivierten Jurkat T-Zellen Transkripte isoliert werden, die CRM1-abhdngig aus dem
Zellkern transportiert werden, wie die mRNA des Glykoproteins CD83 (Schiitz et al., 2006). Die CD83
MmRNA wird jedoch nicht den ERG mRNAs zugeordnet. Gleichwohl handelt es sich um eine
induzierbare mRNA, deren Proteinprodukt CD83 vermutlich eine wichtige Funktion bei der T-Zell-

vermittelten Immunantwort einnimmt (Lechmann et al., 2002b; Reinwald et al., 2008).

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen zu posttranskriptionellen Prozessierungsmechanismen
hat sich in den letzten Jahren das Modell des RNA-Operons oder auch RNA-Regulons in Anlehnung an
das DNA-Operon von Prokaryoten entwickelt. Das DNA-Operon der Bakterien koordiniert als
Funktionseinheit gewissermallen Gene, die fir funktionell dhnliche Proteine kodieren. Die rdumliche
Ndhe der Gene im DNA-Operon hat eine gemeinsame Genexpression der funktionell dhnlichen
Proteine zur Folge (siehe Ubersichtsartikel: Mdller-Hill, 2004). Entsprechend wird inzwischen bei
Eukaryoten eine Art posttranskriptionelles RNA-Operon vermutet. Das Modell des RNA-Operons
schlagt vor, dass mRNAs, deren Transkription beispielsweise in Folge einer Immun- oder
Stressantwort  induziert wird, von spezifischen = RNA-Bindeproteinen wahrend der
posttranskriptionellen Prozessierung im RNA-Operon gemeinsam reguliert werden. Die funktionell

verwandten Transkripte weisen dabei dhnliche Erkennungsmerkmale auf (z.B. spezifische cis-aktive
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Sequenzen im 3’UTR) und kdnnen somit von einem RNA-Bindeproteinen gemeinsam koordiniert
werden (siehe Ubersichtsartikel: Keene, 2007). Als Beispiel sei das RNA-Bindeprotein HuR genannt,
welches die Stabilisierung von ERG mRNAs koordinieren kann und bereits als Komponente des RNA-
Operons betrachtet wird. In Hinblick auf die funktionellen Gruppen des CRM1-abhidngigen mRNA-
Transports — induzierbare mRNAs im allgemeinen; ERG mRNAs, Transkripte von natdrlich intronfreien
Genen oder immunspezifische mRNAs im speziellen — kdnnte angenommen werden, dass die CRM1-
abhangige mRNA-Exportmaschinerie moglicherweise auch als Teil des RNA-Operons zu betrachten

ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden die am CRM1-abhangigen Exportmechanismus der CD83 mRNA
beteiligten Proteine HuR und APRIL detailliert untersucht und analysiert, so dass der
Exportmechanismus des CD83 Transkriptes als Modellsystem fiir weitere CRM1-abhangige mRNAs
betrachtet werden kann. Als allgemeingliltig erscheint die Tatsache, dass mRNAs als
Ribonukleoprotein-Komplexe verpackt ins Zytoplasma transportiert werden (siehe Ubersichtsartikel:
Cullen, 2003b). Dabei konnen die RNA-Bindeproteine unter anderem als Adaptorproteine zwischen
den mRNAs und den Exportrezeptoren dienen, deren Interaktion unterstiitzen oder weitere Faktoren
in den Ribonukleoprotein-Komplex rekrutieren. So ist beispielsweise an der Interaktion der meisten
MRNAs mit dem Haupt-Exportrezeptor TAP-p15 das Protein REF/Aly beteiligt, da das Heterodimer
TAP-p15 selbst nur eine schwache RNA-Bindeaffinitit aufweist (siehe Ubersichtsartikel: Moore and
Rosbash, 2001). Indessen besitzt das Karyopherin CRM1 Uberhaupt keine RNA-bindenden
Eigenschaften, so dass Adaptorproteine fiir den CRM1-abhidngigen mRNA-Transport zwingend

erforderlich sind.

Das im Jahr 2000 als erstes zelluldres CRM1-abhangiges identifizierte Transkript des Onkogens c-fos
weist als typische ERG mRNA in seinem 3’UTR ein cis-aktives Element in Form einer AU-reichen
Sequenz auf (AU-rich elements bzw. ARE). An dieses Sequenzelement bindet unter anderem das
Protein HuR, was zu einer signifikanten Stabilisierung der ansonsten sehr labilen ERG mRNAs fiihrt
(Fan and Steitz, 1998b). Auch weitere, als CRM1-abhéangig identifizierten ERG mRNAs, wie die COX-2
oder auch VEGF mRNA, besitzen zur Interaktion mit HuR typische ARE-Sequenzen (Jang et al., 2003;
Cherradi et al., 2006). Interessanterweise zeichnete sich nach Hemmung von CRM1 mittels des
hochspezifischen CRM1-Inhibitors Leptomycin B (LMB) bei den genannten Studien eine Akkumulation
der jeweiligen mRNA und HuR im Zellkern ab. Dies lieR darauf schliefen, dass spezifische ERG mRNAs
in Interaktion mit HUR CRM1-abhangig transportiert werden. Auch bei der CD83 mRNA, welche in
aktivierten Jurkat T-Zellen als CRM1-abhangig identifiziert wurde (Schiitz et al., 2006), konnte eine
Interaktion mit dem Protein HUR beobachtet werden. Allerdings wurde CD83 bisher nicht als early

response gene beschrieben und die entsprechende mRNA weist auch keine cis-aktiven AU-reichen
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Elemente auf. Dennoch handelt es sich auch bei der CD83 mRNA — dhnlich wie den anderen bis dato
als CRM1-abhadngig beschriebenen Transkripten — um eine induzierbare mRNA, die mit HuR

interagiert.

Mittels Studien der nukleozytoplasmatischen Transportmechanismen von Viren konnten in den
letzten Jahren viele grundlegende Erkenntnisse Uber die zwischen den Kompartimenten
existierenden zelluldaren Transportsysteme gewonnen werden. Vor allem virale cis-aktive RNA-
Strukturelemente spielten bei der Analyse des Kernexports von entsprechenden mRNAs eine
wichtige Rolle, wie beispielsweise das RRE (rev response element) von HIV-1 oder das CTE
(constitutive transport element) des MPMV (,Mason Pfizer monkey virus“). So wurde der zellulére
Exportrezeptor CRM1 aufgrund der Interaktion mit dem viralen Protein Rev, welches das RRE der
viralen ungespleiRten mRNA bindet und als essentielles Adaptorprotein den Kernexport vermittelt,
als Exportfaktor identifiziert. Und auch das Heterodimer TAP-p15 konnte aufgrund der direkten
Interaktion mit dem CTE des MPMV als Bestandteil der zelluliren mRNA-Exportmaschinerie

identifiziert werden (siehe Ubersichtsartikel: Cullen, 2003a).

In Anbetracht dieser Ergebnisse der virologischen Grundlagenforschung konnten sich in dhnlicher
Weise auch hinsichtlich der fiir den CRM1-abhéngigen Kernexport zelluldrer mRNAs benétigen
Adaptorproteine weitere Kenntnisse ableiten lassen. So ging man lange davon aus, dass die
Interaktion strukturierter viraler RNA-Elemente mit viralen RNA-Bindeproteinen zu CRM1-
abhangigem mRNA-Export fihrt (siehe HIV-1), wihrend hingegen die Interaktion der viralen RNA-
Strukturelemente mit zelluléren RNA-Bindeproteinen einen TAP-p15-abhangigen mRNA-Export zur
Folge hat (siehe MPMV) (Popa et al., 2002). Tatsachlich zeigte sich aber inzwischen, dass auch die
direkte Interaktion der viralen Transkripte mit zelluldren Komponenten zu einem CRM1-abhadngigen
Transport der viralen mRNA fiihren kann, wie es offensichtlich beim Kernexport der mRNA des
Foamy Virus der Fall ist (Bodem et al.,, 2011). Interessanterweise handelt es sich bei diesen, am
CRM1-abhdngigen Export beteiligten zellularen Komponenten um die bereits erwdhnten und aus der
Analyse des CD83 mRNA-Exports bereits bekannten Proteine HuR und APRIL, sowie das weitere
ANP32-Familienmitglied und ebenfalls als HuR-Ligand bekannte pp32 (Bodem et al., 2011). Eine
detaillierte Analyse dieser Komponenten am Beispiel eines zelluldren Transportmechanismus wie der
des CD83 mMRNA-Exports konnte nun weiteren Aufschluss (iber die Rolle und Funktion von

Adaptorproteinen beim CRM1-abhangigen Export zellularer mRNAs geben.

Interaktion der CD83 mRNA mit HuR
Wie bereits erwahnt interagiert HUR mit einigen der CRM1-abhdangigen mRNAs wie beispielsweise
mit der c-fos, VEGF oder auch der CD83 mRNA. Die Analyse der HuR:CD83 mRNA Interaktion zeigte,

dass diese Bindung interessanterweise nicht wie bei den ERG mRNAs liber ARE-Sequenzen im 3'UTR
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der mRNA erfolgt, sondern uniblicher Weise lber ein cis-aktives Element im kodierenden Bereich
des Transkriptes vermittelt wird (Prechtel et al., 2006). Ebenso wenig stabilisiert die Bindung von HuR
die CD83 mRNA, wie es bei ERG mRNAs der Fall ist. Vielmehr vermittelt die Interaktion von HuR mit
der CD83 mRNA den Transport des CD83 Transkriptes, was unter anderem mittels HuR-spezifischen
RNA-Interferenz Studien beobachtet werden konnte. Das strukturierte RNA-Element des
kodierenden Bereichs der CD83 mRNA, welches die HuR-Bindung vermittelt, bildet dabei eine
theoretische stem-loop-artige Struktur aus und wurde als posttranscriptional regulatory element PRE

bezeichnet (Prechtel et al., 2006).

Interaktionsstudien mit verschiedenen Mutanten des CD83 PREs zeigen nun, dass die Bindung von
HuR an das PRE der CD83 mRNA stark von dessen Struktur abhadngt. Zwar liegen im PRE potentielle
HuR Erkennungs- und Bindungssequenzen vor (UUUUCU; Uridine-rich element bzw. URE,
beschrieben in Kim et al., 2011). Allerdings hat HuR im Gegensatz zu den ARE-Sequenzen der 3'UTRs
von ERG mRNAs keine Affinitdt zu diesen URE-Sequenzen im CD83 PRE. Die Interaktion erfolgt
vielmehr Uber die Substrukturen des PRE-stem-loops, wobei vor allem die Struktur des sub-loops 1
(SubL 1) essentiell fiir die Interaktion mit HuR erscheint (Pieper et al., 2011). Eine struktur- und nicht
zwingend sequenzspezifische Interaktion von Nukleinsduren mit Bindeproteinen ist ein
Mechanismus, der vor allem von DNA:Protein-Interaktionen bekannt ist. So unterscheiden DNA-
Bindeproteine zwischen einzel- und doppelstrangigen DNA-Molekiilen und kénnen beispielsweise als
Nukleasen spezifische loops oder verzweigte DNA-Strukturen erkennen und prozessieren (Nishino et
al., 2006). Doch gerade in Hinblick auf das immer groRer werdende Interesse hinsichtlich der
multiplen Funktionen von RNA finden sich auch zunehmend Studien lber RNA-Bindeproteine, die

nicht nur Sequenz-, sondern auch Strukturspezifitat aufweisen (Shi et al., 1997; Stefl et al., 2006).

Interessanterweise zeigte sich bei Analysen der CD83 mRNA Mutanten zudem, dass PRE-defiziente
Mutanten nicht mehr CRM1-abhangig, sondern vermutlich Uber das Heterodimer TAP-p15 ins
Zytoplasma transportiert werden. Demzufolge konnte das cis-aktive PRE der CD83 mRNA
moglicherweise als Erkennungsmerkmal und bestimmendes Element fir den CRM1-abhdngigen

Kernexport betrachtet werden (Pieper et al., 2011).

Bezeichnenderweise zeigte sich bei Untersuchungen der CRM1-abhangigen interferon-al mRNA,
dass auch hier ein cis-aktives Element in der kodierenden Region eine wichtige Funktion fiir den
nukleozytoplasmatischen Transport einnimmt (Kimura et al., 2004). Hingegen spielen die ARE-
Sequenzen und in diesem Falle auch das Protein HuR keine Rolle fiir den CRM1-abhéngigen Transport
(Kimura et al., 2004). Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei der interferon-al mRNA um das
Transkript eines intronfreien Gens. Die mRNA weist in ihrer kodierenden Region besagtes

strukturiertes cis-aktives Element auf (conserved secondary structure bzw. CSS), dessen stem-loop-
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artiger Aufbau fir den Export der mRNA erforderlich ist (Kimura et al., 2010). Es stellte sich die Frage,
wie natirlich intronfreie mRNAs als Ribonukleoprotein-Komplexe ins Zytoplasma transportiert
werden koénnen, da normalerweise bereits beim Spleilvorgang mRNA-Exportfaktoren wie UAP56
oder Ref/Aly rekrutiert werden und dieser Vorgang bei naturlich intronfreien mRNAs ausbleibt (siehe
Ubersichtsartikel: Reed and Hurt, 2002). Es zeigte sich, dass einige dieser mRNAs die fehlenden
Introns Uber die Interaktion von cis-aktiven Elementen mit RNA-Bindeproteinen kompensierten und
somit entweder (iber den allgemein bekannten TAP-p15 Transportmechanismus, oder aber Uber eine
individuelle Exportmaschinerie ins Zytoplasma gelangen kénnen, wie beispielsweise das Transkript
des murinen Histons H2a (Huang and Carmichael, 1997). Auch der Kernexport von intronfreien
mRNAs des Hepatitis B Virus oder dem intronfreien Transkript der Thymidinkinase des Herpes
Simplex Virus wird Uber cis-aktive Elemente der mRNA vermittelt (Huang and Yen, 1995; Otero and
Hope, 1998). Als weitere Beispiele fiir die funktionelle Bedeutung viraler strukturierter RNA-
Elemente kdnnen das bereits erwahnte RRE von HIV oder auch das CTE des MPMV genannt werden,
welche jeweils eine essentielle Rolle beim nukleozytoplasmatischen mRNA-Transport dieser Viren
ausiiben (Rosen et al., 1988; Bray et al., 1994). In Hinblick auf die Bedeutung der strukturierten cis-
aktiven Elemente viraler mRNAs beim Kernexport kann als logische und sinnvolle Folgerung die
Vermutung nahegelegt werden, dass auch bei zelluldren Transkripten cis-aktive strukturierte
Sequenz-Elemente der mRNA am nukleozytoplasmatischen Transport beteiligt sind, wie die Beispiele

des PREs der CD83 mRNA oder auch des CSS der interferon-al mRNA zeigen.

Unter diesem Aspekt kann nun spekuliert werden, ob sich in den mRNAs der CRM1-abhangigen ERGs
wie c-fos, COX-2 und VEGF ebenfalls cis-aktive Strukturelemente in den kodierenden Region finden
lassen, die das jeweilige Transkript dem CRM1-abhangigen Transport zuflihren. Auch kann erortert
werden, inwiefern strukturierte RNA-Elemente bei der Koordination im RNA-Operon eine Rolle
spielen. Zudem stellt sich die Frage, ob ein solches RNA-Strukturelement ebenfalls mit HuR
interagieren wirde, wie im Fall der CD83 mRNA, oder ob weitere oder andere RNA-Bindeproteine

rekrutiert werden missen, wie es vermutlich flir den Export der interferon-al mRNA zutrifft.

Die Untersuchungen von Prechtel und Mitarbeitern und Pieper und Kollegen machten deutlich, dass
das PRE der CD83 mRNA und die Interaktion des PREs der CD83 mRNA an HuR den CRM1-abhangigen
Transport vermittelt (Prechtel et al., 2006; Pieper et al., 2011). Zwar werden HuR neben seiner
Eigenschaft als RNA-Bindeprotein ebenfalls nukleozytoplasmatische shuttle Eigenschaften
zugeschrieben, allerdings weist es keine typischen Leuzin-reichen NES-Sequenzen (nuclear export
signal) auf, die fir eine Interaktion mit dem Exportrezeptor CRM1 erforderlich sind. Eine direkte
Interaktion von HuR mit CRM1 ist demzufolge nicht gegeben, was in den Untersuchungen von

Brennan und Mitarbeitern bestatigt werden konnte (Brennan et al., 2000). Folglich wurde schon friih
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deutlich, dass fiir den CRM1-vermittelten Export der HuR:mRNA Ribonukleoprotein-Komplexe ein
oder mehrere Adaptorproteine bendtigt werden, welche eine Verbindung des HUR:mRNA Komplexes

mit dem Exportrezeptor CRM1 sicher stellen.

Adaptorprotein APRIL

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass CRM1 sein Kargo (iber dessen Leuzin-reiche Sequenzen,
die als nuclear export signal (NES) fungieren, bindet und diese spezielle Interaktion erstmals zwischen
dem viralen Protein Rev und CRM1 beschrieben wurde (Fischer et al., 1995; Bogerd et al., 1998). Wie
erwdhnt weist HuR keine dieser typischen, Rev-dhnlichen Leuzin-reichen Sequenzen auf und
interagiert deshalb nicht direkt mit CRM1. Stattdessen konnte bei HuR in der sogenannten hinge
Region zwischen dem zweiten und dritten RRM (RNA recognition motif) des Proteins eine shuttling
Doméne identifiziert werden (Fan and Steitz, 1998a). Diese scheint essentiell fiur die
nukleozytoplasmatische Translokation des Proteins zu sein, weist sowohl Import- als auch Export-
Aktivitat auf und wird als HNS (HuR nucleocytoplasmic shuttling sequence) bezeichnet.
Interessanterweise interagiert HuR vermutlich tiber diese hinge Region mit den HuR-Liganden pp32
und APRIL, wobei die HNS Region maskiert wird (Brennan et al., 2000). Die beiden HuR-Liganden
wiederum besitzen typische, Rev-dhnliche Leuzin-reiche NES-Sequenzen, werden folglich CRM1-
abhangig transportiert und kdnnten demzufolge als Adaptorproteine zwischen HuR und CRM1 beim
CD83 mRNA-Export fungieren. Bei den Untersuchungen des Kernexports der c-fos mRNA von
Brennan und Mitarbeitern (Brennan et al., 2000) konnten beide Proteine mit dem CRM1-vermittelten
Kernexport in Zusammenhang gebracht werden. Auch konnte beim Hormon-induzierten CRM1-
abhangigen Export der VEGF mRNA der HuR-Ligand pp32 im Exportkomplex identifiziert werden
(Cherradi et al., 2006). Inwiefern das Adaptorprotein APRIL eine Rolle beim VEGF mRNA-Export spielt,
konnte in der beschriebenen Studie nicht weiter festgestellt werden, da es in den untersuchten

bovinen adrenokortikalen Zellen nicht detektiert werden konnte (Cherradi et al., 2006).

Beim CRM1-abhangigen Transportmechanismus der CD83 mRNA wurde hingegen eindeutig APRIL,
aber nicht pp32, als Adaptorprotein identifiziert, welches die Verbindung des HuR:CD83 mRNA
Komplexes mit CRM1 vermittelt (Fries et al., 2007). Darliber hinaus konnte in dieser Arbeit eine
Phosphatakzeptorstelle von APRIL an Aminosdure Threonin 244 (T244) identifiziert werden.
Interessanterweise zeigte die Studie von Fries und Mitarbeitern zudem, dass die Phosphorylierung
von APRIL an Position T244 fiir eine erfolgreiche Translokation des Proteins aus dem Zellkern ins
Zytoplasma unbedingt erforderlich ist und demzufolge fir die shuttle Eigenschaften des Proteins

anscheinend eine wichtige Rolle spielt.

RNA-Interferenz (RNAi) Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, sowie

frihere, im selben Labor durchgefiihrte in vitro Studien zeigten auf, dass die Kinase CK2 (Casein
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Kinase 2) fiir die Phosphorylierung von APRIL an T244 verantwortlich ist und die CD83 Expression von
aktivierten Jurkat T-Zellen wie auch primaren Dendritischen Zellen (DC) Giber CK2 reguliert wird
(Chemnitz et al., 2009). Die CK2 ist ein multifunktionelles pleiotropes Enzym, das multiple zellulare
Prozesse wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose, oder auch die inflammatorische
Immunantwort reguliert (siehe Ubersichtsartikel: Singh and Ramiji, 2008). Interessanterweise zeigte
das silencing der beiden katalytischen CK2 Untereinheiten a und o, dass vornehmlich Letztere die
CD83 Expression beeinflusst, wahrend hingegen die Reduktion der CK2a Untereinheit keinen Effekt
auf die CD83 Expression hatte. Diese Unterschiede in der Funktion zwischen den katalytischen CK2
Untereinheiten a und a’ hinsichtlich der CD83 Expression wurden ebenfalls bereits in fritheren in
vitro Studien beobachtet und mittels der in vivo RNAI Studien dieser Arbeit bestatigt (Chemnitz et al.,
2009). Die funktionellen Unterschiede der katalytischen Untereinheiten a und o’ in der vorliegenden
Dissertation kénnten auf das intrazelluldre Transportverhalten der CK2 (und ihrer Untereinheiten)
zuriickgefiihrt werden. So wurde in Stresssituationen wie beispielsweise Hitzeschock oder UV-Licht
vorzugsweise eine Translokation der Untereinheit a‘ vom Zytoplasma in den Zellkern beobachtet. Als
Immunreaktion auf einen extrazelluldren Reiz kann die CD83 Expression, die bei Jurkat T-Zellen durch
die Kombination des bakteriellen lonophors lonomycin mit dem Phorbol Ester PMA und bei
Dendritischen Zellen durch inflammatorische Reize und mikrobielle Stimuli induziert wird, ebenfalls
als Zellstress betrachtet werden. Die Aktivierung der Immunzellen durch die externen Stimuli kénnte
far die CK2 Untereinheit a‘ das Signal sein, in den Nukleus zu translozieren. Diese Translokation der
CK2a‘ Untereinheit resultiert vermutlich wiederum in der Phosphorylierung des sich priméar im Kern

befindlichen Proteins APRIL an Position T244.

Wie bereits erwahnt ist die posttranslationale Modifikation von APRIL an T244 fiir die shuttle
Eigenschaften des Proteins notwendig (Fries et al., 2007.), so dass die Phosphorylierung von APRIL
mittels der CK2 fiir eine erfolgreiche Translokation des HuR:CD83 mRNA Komplexes via CRM1
erforderlich zu sein scheint. Inwiefern die Phosphorylierung an T244 dabei eine Rolle fir die
Interaktion von APRIL mit CRM1 spielt, konnte zu diesem Zeitpunkt nicht festgestellt werden.
Bindungsstudien mit spezifischen Phosphorylierungsdefizienten Mutanten konnten diese
Fragestellung beantworten. Tatsachlich scheint eine Phosphorylierung fir die Bindung von Proteinen
an den Exportrezeptor CRM1 zuweilen durchaus erforderlich zu sein, wie Export- und
Bindungsstudien mit Phosphorylierungsdefizienten Mutanten von den zelluldren Proteinen p27 oder
auch PPARy aufzeigten (Ishida et al., 2002; von Knethen et al., 2010). Interessanterweise erfolgt bei
PPARy, welches als Hormonrezeptor die proinflammatorische Genexpression beeinflusst, die

posttranslationale Modifikation ebenfalls mittels der CK2 (von Knethen et al., 2010).
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Da APRIL als Phosphoprotein beschrieben wurde (Matilla and Radrizzani, 2005), konnte davon
ausgegangen werden, dass T244 nicht die einzige Aminosdure des Proteins ist, welche Uber
Phosphorylierung posttranslational modifiziert wird. Tatsdchlich konnten im Rahmen dieser Arbeit
mit Serin 158 (S158) und Serin 210 (5210) noch zwei weitere Aminosauren in APRIL identifiziert
werden, die phosphoryliert werden kdnnen. Interessanterweise wurde zugleich deutlich, dass die
weiteren Phosphorylierungsstellen S158 und S210 ebenfalls — wie auch die bereits beschriebene
Position T244 — von der Kinase CK2 phosphoryliert werden. Demzufolge wird das Protein APRIL an
seinen drei Phosphorylierungsstellen, den Aminosduren S158, S210 und T244, mittels der CK2

posttranslational modifiziert.

Weitere Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten auBerdem, dass S210, aber nicht S158,
ebenfalls flir eine nukleozytoplasmatische Translokation von APRIL erforderlich ist. Allerdings konnte
aufgrund der spatio-temporalen Phosphorylierung von T244 und S210 durch die gleiche Kinase der
Einfluss beider Phosphorylierungsstellen von APRIL hinsichtlich der Regulation der CD83 Expression
im Rahmen dieser Arbeit nicht unabhdngig und getrennt voneinander analysiert werden. Auch
kénnen aufgrund der dualen APRIL-Phosphorylierung durch die CK2 die Ergebnisse der friiheren
Studien, in denen die CK2-vermittelte Phosphorylierung von APRIL an T244 mit der Regulation der
CD83 Expression korreliert werden konnte (Chemnitz et al.; 2009), nicht mehr ohne weitere Analysen
ausschlieBlich der Phosphorylierung an T244 zugeschrieben werden. APRIL-RNAi Studien in
Anwesenheit von Phosphorylierungsdefizienten APRIL-Mutanten, die unempfindlich gegenliber dem
RNAi-vermittelten silencings waren, konnten aber weiteren Aufschluss (iber die spezifische(n)
Funktion(en) der posttranslationalen Modifizierung von T244 und S210 wahrend der CD83 Expression

geben.

Allerdings lassen sich moglicherweise durch Vergleiche von konservierten, aber dennoch leicht
unterschiedlichen APRIL Proteinen verschiedener Spezies Riickschliisse hinsichtlich der Wichtigkeit
der einzelnen Phosphorylierungsstellen von APRIL fiir den CRM1-abhangigen CD83 mRNA-
Exportkomplex ziehen. So zeigte eine Studie zur Untersuchung des RNA-Kernexportes im
Modellsystem des Krallenfroschs Xenopus laevis, dass die CD83 mRNA auch in QOozyten des
Krallenfroschs CRM1-abhangig transportiert wird (Dissertation Stefanie Glaser, 2008). Die Analyse
der am Export beteiligten Proteine machte zudem deutlich, dass zwischen humanen APRIL und
Xenopus APRIL (XAPRIL) eine Sequenzidentitat von etwa 80 % und eine Sequenzadhnlichkeit von etwa
circa 89 % besteht (Dissertation Stefanie Glaser, 2008; Bestitigung durch Uniprot 2011°).
Interessanterweise zeigt der Abgleich der drei Phosphorylierungsstellen des humanen APRILs S158,

$210 und T244 mit der Aquivalente XAPRIL von Xenopus laevis, dass einzig die Position T244

® APRIL: http://www.uniprot.org/uniprot/Q92688; XAPRIL: http://www.uniprot.org/uniprot/Q6GNU4
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konserviert in beiden Spezies vorliegt. Da der humane CD83 mRNA Ribonukleoprotein-Komplex im
Modellsystem des Krallenfroschs erfolgreich CRM1-abhdngig transportiert wird, konnte gefolgert
werden, dass als posttranslationale Modifizierungsstelle von APRIL zwar T244, aber nicht S210, fir
den nukleozytoplasmatischen Export der CD83 mRNA erforderlich ist. Ein weiteres Indiz fir die
besondere Bedeutung von T244 im Phosphoprotein APRIL fir den differentiell regulierten Export der
CD83 mRNA konnte die Tatsache sein, dass das eng verwandte und ebenfalls als HuR-Ligand
bekannte ANP32-Familienmitglied pp32 keine T244 Phosphorylierungsstelle aufweist, obgleich es
ansonsten etwa 81,5 % Sequenzahnlichkeit mit APRIL besitzt (Uniprot’). So konnte gefolgert werden,
dass bei der posttranslationalen Modifikation der drei Phosphorylierungsstellen von APRIL durch die
CK2 im Besonderen die Phosphorylierung von T244 fiir den CRM1-abhangigen Export der CD83
MRNA erforderlich ist.

APRIL in verschiedenen Zellsystemen

Die Ergebnisse der APRIL-RNAI Studien dieser Arbeit, die in verschiedenen Zellsystemen — etablierten
Zelllinien sowie primaren Zellen von Spendern — durchgefihrt wurden, machen deutlich, welch groRRe
Rolle die Wahl eines addquaten Zellsystems fiir die Beantwortung einer biologischen Fragestellung
spielt. So zeigten die RNAi Untersuchungen klare Unterschiede beziiglich der Relevanz von APRIL fiir
die CD83 Expression in verschiedenen Zelllinien. Wahrend 293T-Zellen ebenso wie Cos7-Zellen eine
APRIL-abhdngige CD83 Expression zeigten, schien hingegen in Hela-Zellen das Protein APRIL keinen
Einfluss auf die Expression von CD83 zu haben. Dies ist ein wenig unerwartet, da eine friihere Studie,
in der APRIL als CRM1l-abhangiger HuR-Ligand identifiziert wurde, ebenfalls in Hela-Zellen
durchgefiihrt wurde (Brennan et al., 2000). Dennoch muss man aufgrund der Ergebnisse dieser
Arbeit davon ausgehen, dass sich im Zusammenhang mit dem CD83 mRNA-Exportmechanismus die
Hela-Zelllinie von den 293T und Cos7-Zelllinien deutlich unterscheidet. Ein interessanter Aspekt
kénnte hierbei der Status der genomischen Integritat der HelLa-Zellen sein. Wahrend es sich bei 293T
und Cos7-Zellen lediglich um immortalisierte Nierenzellen handelt, haben Hela-Zellen ihren Ursprung
in einem extrem aggressiven Zervix-Karzinom mit entsprechenden massiven genetischen

Verdnderungen (siehe Ubersichtsartikel: Masters, 2002).

Interessanterweise konnten bereits bei verschiedenen Tumorzellen Unterschiede in Hinblick auf den
CRM1-abhdngigen Export von ARE-haltigen mRNAs beobachtet werden. So zeigte sich, dass in
Zelllinien, die durch das adenovirale Onkogen E4orf6 zu Tumorzellen transformierten, ARE-haltige
MRNAs zusammen mit HuR und dem APRIL-Verwandten pp32 nicht mehr CRM1-abhangig ins
Zytoplasma transportiert werden. Vielmehr wurde mittels des adenoviralen Proteins ein anderer,

CRM1-unabhangiger Exportweg genutzt (Higashino et al., 2005). Ein dhnliches Ergebnis konnte auch

7 pp32: http://www.uniprot.org/uniprot/Q08AJ6; APRIL: http://www.uniprot.org/uniprot/Q92688
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in Tumorzellen, die nicht aufgrund einer Virusinfektion transformiert wurden, beobachtet werden. So
wurde 2009 von Hasegawa und Mitarbeitern veroffentlicht, dass in oralen Tumorzellen ARE-haltige
mRNAs in Interaktion mit HuR im Gegensatz zu gesunden oralen Zellen nicht CRM1-abhangig ins
Zytoplasma gelangen (Hasegawa et al., 2009). Ein weiteres Indiz fiir eine Dysfunktion von HelLa-Zellen
hinsichtlich des CRM1-abhingigen mRNA-Exports lieferte die systematischen Studie von Schiitz und
Mitarbeitern, in welcher das CD83 Transkript in aktivierten Jurkat T-Zellen als CRM1-abhangig
identifiziert wurde, doch in HelLa-Zellen keine CRM1-abhangigen mRNAs detektiert werden konnten
(Schiitz et al., 2006). Zwar wird wie erwahnt die ARE-haltige c-fos mRNAs in den unkontrolliert
wachsenden Hela-Zellen CRM1-abhangig in Zusammenhang mit HuR und den HuR-Liganden APRIL,
bzw. dessen Verwandter pp32 transportiert (Brennan et al., 2000). Dennoch legen die weiteren
genannten Studien zusammengefasst die Vermutung nahe, dass in verschiedenen Tumorzellen
durchaus eine Dysfunktion in der Regulation des CRM1-abhangigen mRNA-Transports vorliegen
kann. Ein Zusammenhang zwischen einer Dysregulation von mRNA-Exportfaktoren, TAP-p15 wie auch
CRM1, und der Tumorgenese wurde bereits in verschiedenen Studien postuliert (siehe
Ubersichtsartikel: Siddiqui and Borden, 2011). Interessanterweise wurde gerade beim Zervix-
Karzinom eine Uberexpression von CRM1 beschrieben (van der Watt et al., 2009). So wird an dieser
Stelle spekuliert, dass aufgrund einer Dysfunktion der kanzerésen Hela-Zellen der CRM1-abhangige

Transport bestimmter mRNAs, in Fall dieser Arbeit der der CD83 mRNA, tatsachlich dysreguliert ist.

Grundsatzlich machten die RNA-Interferenz Studien von APRIL im Zusammenhang mit der CD83
Expression in den drei verschiedenen Zelllinien deutlich, wie sehr sich die Wahl des jeweiligen
Zellsystems auf die Untersuchungsergebnisse auswirken kann. Generell bergen Zelllinien — ob gezielt
immortalisiert oder aus bereits entarteten Tumorzellen geziichtet — das Problem, dass ob des
unkontrollierten Wachstums der Zellen definitiv Dysfunktionen in zellularen Mechanismen vorliegen,

welche wiederum die Forschungsergebnisse beeinflussen konnten.

Umso wichtiger ist die in dieser Arbeit gewonnene Erkenntnis, dass in primdren Dendritischen Zellen
die Reduktion der APRIL-Expression direkt mit einer Hemmung der CD83 Expression korreliert. Mit
den aus primaren Monozyten generierten DC wurde ein autologen Zellsystem gewahlt, das ndaher an
den humanen Organismus angelehnt ist und die zu untersuchenden Faktoren APRIL und CD83
endogen exprimiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben folglich eine starkere Aussagekraft
als die APRIL-RNAI Studien in Zelllinien. Gleichzeitig muss, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten,
bei Analysen von primaren Zellen die Abhangigkeit der Ergebnisse von der Konstitution der
Spenderzellen beachtet und demzufolge eine moglichst groRe Anzahl von Proben untersucht werden.
Mit mehr als 15 verschiedenen Spendern, von denen insgesamt 10 ausgewertet werden konnten,

war die Validitat der Ergebnisse in dieser Arbeit gegeben. Auch wenn durch das silencing von APRIL in
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DC keine vollstandige Inhibition der CD83 Expression erreicht werden konnte, zeigt die Korrelation
zwischen APRIL und CD83, die bei allen Spendern gegeben war, die Relevanz von APRIL fiir die
Genexpression von CD83. Im Zusammenhang mit dem Wissen, dass CD83 in primaren DC CRM1-
abhangig reguliert wird (Chemnitz et al., 2010) und den Befunden der APRIL- und CK2-regulierten
CD83 Expression primarer DC, kann davon ausgegangen werden, dass das beschriebene Modell der
CD83 mRNA-Exportmaschinerie mit dem phosphorylierten Adaptorprotein APRIL (Fries et al., 2007;

Chemnitz et al., 2009) auch auf priméare Dendritische Zellen Gibertragbar ist.

In Hinblick auf die erwdhnte Problematik bei Arbeiten in Zelllinien kann an dieser Stelle zudem
spekuliert werden, inwiefern das eng mit APRIL verwandte und ebenfalls als HuR-Ligand bekannte
Protein pp32 nicht doch eine Rolle beim Exportmechanismus der CD83 mRNA spielt. Zwar konnten
Fries und Mitarbeiter in ihren Studien von 2007 deutlich zeigen, dass pp32 in Zelllinien keinen
Einfluss auf den Export der CD83 mRNA hat (Fries et al., 2007). In Hinblick auf die Ergebnisse der
APRIL-RNAI Studien in primaren DC sprache die nur partielle Reduktion der CD83 Expression fir ein
redundantes Verhalten eines nahen APRIL-Verwandten wie beispielsweise pp32. Gegen pp32
gerichtete RNAIi Studien sowie ein gleichzeitiges silencing der beiden HuR-Liganden APRIL und pp32

kénnten diese Frage beantworten.

Interessanterweise scheint bei einigen Spendern der primaren DC das Protein APRIL nicht nur einen
Einfluss auf die Regulation der CD83 Expression, sondern auch auf die des Korezeptors CD80 zu
haben. Ahnliche Ergebnisse wurden in dieser Arbeit ebenfalls beim silencing der CK2a‘ Untereinheit
beobachtet. Auch hier wurde in Anwesenheit der siRNA gegen CK2a‘ nicht nur die Expression von
CD83, sondern auch die des Korezeptors CD80 verringert. Auch Studien mit dem CRM1 spezifischen
Inhibitor LMB wiesen bei primdren DC nicht nur die erwartete Reduktion der CD83 Expression,
sondern ebenfalls eine verminderte CD80 Expression auf (Chemnitz et al., 2010). Als mogliche
Erklarung dieser Beobachtung sollen an dieser Stelle zwei Moglichkeiten genauer erértert werden:
zum einen koénnte die Inhibition der CD83 Expression per se im jeweiligen Experiment eine
verminderte CD80 Expression zur Folge haben. So wurde bereits publiziert, dass die
transmembranale Domane von CD83 die Degradation von MHC Il und des Korezeptors CD86 inhibiert
und somit deren Expression fordert (Tze et al., 2011). Ein &ahnlicher Mechanismus kdnnte
moglicherweise auch bei der Expression CD80 zum Tragen kommen, indem die CD80 Expression in
Abhangigkeit zur CD83 Expression steht. Allerdings konnte bei einer direkten, durch RNAI
vermittelten Reduktion der CD83 Expression in primadren DC keine verminderte Expression des CD80
Korezeptors beobachtet werden (Prechtel et al., 2007), was eine Abhangigkeit des CD80 Korezeptors
von der CD83 Expression als unwahrscheinlich erscheinen lasst. So wird an dieser Stelle eher

gemutmallt, dass das Transkript von CD80 wie auch die CD83 mRNA mit Beteiligung von APRIL als
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Adaptorprotein CRM1-abhangig transportiert werden kdénnte und das Phosphoprotein APRIL und
somit auch die Expression des Korezeptors CD80 durch die CK2a‘ Untereinheit reguliert wird.
Gleichwohl muss an dieser Stelle betont werden, dass ebenso eine Vielzahl an weiteren Faktoren
(z.B. Transkriptionsfaktoren, SpleiRfaktoren etc.), die wiederum fiir die CD80 Expression notwendig
sein konnten, APRIL/CRM1/CK2-abhangig reguliert werden konnten und folglich die CD80 Expression
in den genannten Untersuchungen (iber mogliche dritte oder weitere Faktoren beeinflusst wurde.
Demzufolge kann dieser Aspekt ohne weitere spezifische und detaillierte Untersuchungen nicht

weiter diskutiert werden.

Grundsatzlich besteht bei Untersuchungen von Zellen des Immunsystems das Problem, dass zumeist
eine Population von Immunzellen im Einzelnen betrachtet wird, die Aktivierung der zelluldren
Immunantwort aber auf dem Zusammenspiel und den verschiedensten Wechselwirkungen
unterschiedlichster Zellpopulationen beruht. Um in diesem Zusammenhang Fragestellungen zu
beantworten empfiehlt es sich, die zu untersuchenden Komponenten im gesamten Organismus zu
betrachten. So wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir die weitere Erforschung der Rolle von APRIL im
Zusammenhang mit der CD83 Expression, aber auch in Hinblick auf die Funktion von APRIL fir
weitere zelluldre Prozessen, wie beispielsweise die CD80 Expression oder die Translokation weiterer

CRM1-abhangiger mRNAs, mit der Konstruktion eines knockout Mausmodells begonnen.

APRIL knockout Maus

Wie zuvor erwahnt birgt die Analyse biologischer Mechanismen in Zelllinien oftmals die Problematik,
dass aufgrund moglicher Dysfunktionen der Zelllinien die tatsdchliche Funktion eines Gens bzw.
dessen Proteinprodukts oder aber der Ablauf eines Mechanismus im Organismus nicht immer
folgerichtig erkannt werden kann. Mit der Etablierung des gezielten gene targetings und der
standardisierten Generierung von knockout und knockin Mausen wurden in den letzten Jahren
Moglichkeiten geschaffen, Funktionen von Genen und deren Proteinprodukte direkt in vivo im
Gesamtorganismus zu betrachten. Allerdings stellt sich bei Arbeiten im Tiermodell neben dem Aspekt
der ethischen Vertretbarkeit grundsatzlich die Frage, inwiefern die Ergebnisse von Spezies zu Spezies
Ubertragbar sind. Dennoch etablierte sich in den vergangenen Jahren vor allem die Verwendung von
knockout Mausen in den verschiedensten Forschungsbereichen immer mehr zum Standard bei der

funktionellen Analyse von Genprodukten.

Auch im Bereich der ANP32-Familie, zu der APRIL zdhlt, existieren inzwischen fiir einige der
Familienmitglieder knockout Mausmodelle. Bereits 2004 wurde von Opal und Mitarbeitern ein
konstitutives LANP (ANP32A, pp32) Mausmodell generiert (Opal et al., 2004). Interessanterweise
wiesen die pp32-defizienten Mause keinen Phanotyp auf, obgleich das Protein pp32 bisher

ausfihrlich als Tumorsuppressor und Inhibitor der pro-proliferativen Phosphatase PP2A
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charakterisiert und dem Protein in Nagern eine Rolle bei der Morphogenese des Zerebellums
zugeschrieben wurde (Matsuoka et al., 1994; Li et al., 1996). Ahnlich verhielt es sich mit den CPD1-
(ANP32E-) defizienten Mausen, die 2010 von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben
wurden (Kular et al., 2010; Reilly et al., 2010). Auch hier konnte keine der beiden Arbeitsgruppen
einen offensichtlichen Phanotyp beschreiben. In Anbetracht der Tatsache, dass die
Familienmitglieder der ANP32-Proteine stark konserviert und eng verwandt sind, wurde eine gewisse
Redundanz zwischen den einzelnen Familienmitgliedern angenommen. Man vermutete, dass die
Deletion eines Proteins der ANP32-Familie durch andere, eng verwandte Familienmitglieder
kompensiert werden kénnte. Doch zumindest die in diesem Zusammenhang generierten doppelt-
defizienten pp32- und CPD1-defizienten knockout Tiere wiesen ebenfalls keinen pragnanten
Phanotyp auf (Kular et al., 2010; Reilly et al., 2010). Interessanterweise wurde aber in den CPD1-
(ANP32E-) defizienten Mausen durchaus eine deutliche Erhéhung der mRNA der Familienmitglieder
pp32 und vor allem APRIL detektiert, was sich allerdings auf Proteinebene nicht bemerkbar machte
(Reilly et al., 2010). Dennoch riickte das Familienmitglied APRIL und folglich auch die die Etablierung

einer APRIL-defizienten Maus mehr in den Fokus der Wissenschaft.

So war in Hinblick auf die Konstruktion der APRIL knockout Maus in dieser Arbeit nicht nur der
zeitlich begrenzte Rahmen der Dissertation, sondern vor allem die beiden genannten
Veroffentlichungen tiber CPD1- (ANP32E-) defiziente Mause, der Anlass fur einen Systemwechsel in
der Methodik der knockout Maus Generierung. Die erwdhnten Publikationen von 2010 machten
deutlich, dass die Arbeiten dieser Dissertation zur Konstruktion einer APRIL-defizienten knockout
Maus zeitnah auf konkurrierende knockout Maus Modelle stoBen kénnten. Durch die Verwendung
von kommerziellen embryonaler Stammzellen (ES-Zellen), die im Rahmen des EUCOMM-Konsortiums
(Auwerx et al.,, 2004) erwerblich waren, konnten in der vorliegenden Arbeit aufwendige
Riickkreuzungsarbeiten vermieden werden, was den Wechsel der ES-Zelllinie und den kommerziellen
Erwerb der ES-Zellen rechtfertigte und im Wettlauf der Etablierung einer APRIL knockout Maus Zeit
einsparte. Dennoch waren Reilly und Mitarbeiter die ersten, die in 2011 die Generierung einer

konstitutiven APRIL knockout Mauslinie publizieren konnten (Reilly et al., 2011).

Erstaunlicherweise wiesen die APRIL-defizienten Mause im Vergleich zu den bisherigen knockout
Mausen der ANP32-Familienmitglieder einen pragnanten, perinatal letalen Phédnotyp auf. Im
gemischten 1290la:C57BI/6 Hintergrund wurden zwar noch einige wenige lebende APRIL-defiziente
Nachkommen identifiziert, allerdings waren diese Tiere durch starke Beeintrdchtigungen in ihrer
Vitalitdt charakterisiert. Zudem muss darauf hingewiesen werden, dass Untersuchungsergebnisse
von Mausen im gemischten Hintergrund allenfalls als suboptimale Alternative gewertet werden

kann. Umso aussagekraftiger sind die Untersuchungsergebnisse von Reilly und Mitarbeitern im
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reinen C57BI/6 Hintergrund: Hier konnten lediglich bei einem statt nach der Mendelschen Verteilung
erwarteten 39 Nachkommen ein homozygoter APRIL” Genotyp detektiert werden (Reilly et al.,

2011).

Fast identische Beobachtungen wurden bei den APRIL knockout Maus Etablierungsarbeiten in der
vorliegenden Arbeit gemacht: Mittels der , knockout-first” Strategie im reinen C57BIl/6 Hintergrund,
die zunachst ebenfalls zu einem Null-Allel und somit konstitutiven knockout fiihrt, konnten keine
homozygoten Nachkommen detektiert werden. Diese Gbereinstimmenden Ergebnisse mit Reilly und
Mitarbeitern belegen eine essentielle Rolle von APRIL bei der Entwicklung von C57BI/6 Mausen. Die
Untersuchungen von Reilly und Mitarbeitern legten nahe, dass die perinatale Letalitdt der APRIL-
defizienten Mause ihre Ursache erst nach Entwicklungstag 17 und demzufolge erst kurz vor Geburt
hat. Ein spezifischer Grund fiir die perinatale Letalitdt konnte allerdings bisher nicht ausgemacht
werden. Interessanterweise konnten Reilly et al. keine Unterschiede hinsichtlich der Regulation der
Caspaseaktivitat oder auch der Proliferation in APRIL-defizienten Zellen feststellen, obgleich APRIL in
friiheren Studien mit beiden Prozessen in Verbindung gebracht wurde (Sun et al., 2001; Jiang et al.,

2003; Shen et al., 2010).

Allerdings konnte in diesem Zusammenhang in Hinblick auf die Funktion von APRIL als
phosphoryliertes Adaptorprotein und HuR-Ligand beim CRM1-abhangigen Export der induzierbaren
CD83 mRNA spekuliert werden, ob das Fehlen von APRIL eine Dysregulation im CRM1-abhangigen
mRNA-Transport zur Folge hat. Diese Dysregulation kdnnte wiederum den Export einer ganzen Reihe
von induzierbaren und moglicherweise essentiellen CRM1-abhdngigen mRNA beeinflussen und
womoglich in einer Reduktion von beispielsweise immunrelevanten Proteinen wie CD83 resultieren.
In diesem Zusammenhang spricht im Ubrigen gerade die Tatsache, dass eine Hemmung von CD83
allein in Mausen keine letalen Folgen hat (Fujimoto et al., 2002) dafiir, dass APRIL nicht nur fir die
Regulation der Genexpression von CD83, sondern ebenfalls fiir die von weiteren Proteinen
notwendig sein kdnnte. Der von Fries und Mitarbeitern in 2007 beobachtete und in dieser Arbeit
weiter bestatigte Befund, dass APRIL die CRM1-abhadngige Expression von CD83 reguliert, stitzt die
These, dass dieses Protein auch beim Export weiterer CRM1-regulierter mRNAs eine wichtige
Funktion Ubernehmen konnte. Gleichwohl soll an dieser Stelle erwdhnt werden, dass APRIL die
Genexpression nicht nur auf Ebene des mRNA-Transports, sondern auch auf Ebene der Transkription
regulieren konnte, da dem Protein Eigenschaften als Histon-Chaperon zugeschrieben wurden
(Munemasa et al., 2008). Ein vergleichendes screening der mRNAs von Wildtyp- und APRIL-
defizienten Mausen, die diesem Labor in naher Zukunft freundlicherweise von Reilly und
Mitarbeitern zur Verfliigung gestellt werden, konnte Auskunft Uber die Rolle von APRIL bei der

Regulation der Genexpression — sowohl als Adaptorprotein und HuR-Ligand beim CRM1-abhangigen
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mRNA-Export als auch als Histon-Chaperon bei der Transkription — geben. Des Weiteren kdnnte mit
gezielt gewebsspezifischen und/oder induzierbaren APRIL-defizienten Mausen, die aus den in dieser

FUCOMM Tieren generiert werden konnen, die perinatale

Arbeit konstruierten transgenen APRIL
Letalitat moglicherweise umgangen und folglich weitere Kenntnis Gber die Funktion des Proteins

APRIL gewonnen werden.

Ob und inwiefern nun das ebenfalls als HuR-Ligand bekannte Protein und nahe Familienmitglied pp32
in die mogliche Regulation CRM1-abhadngiger mRNAs involviert ist, kann zu diesem Zeitpunkt nicht
bestimmt werden. Allerding soll an dieser Stelle die interessante Beobachtung von Reilly und
Mitarbeitern erwdhnt werden, dass in APRIL-defizienten Mausen im gemischten Hintergrund eine
erganzende Reduktion von pp32 die perinatale Letalitdt der Tiere weiter vorantrieb (Reilly et al.,
2011). Die Verminderung des Familienmitglieds CPD1 (ANP32E) in defizienten APRIL-Md&usen hatte
hingegen keinen weiteren Einfluss auf das Uberleben der Tiere. So scheint zwischen einigen ANP32-
Familienmitgliedern tatsachlich ein gewisses redundantes Verhalten vorhanden zu sein, allerdings in
unterschiedlicher Gewichtung. Demzufolge wurde eine gewisse Form der Hierarchie in der ANP32-
Familie postuliert, in welcher APRIL die bedeutendste Rolle ibernimmt (Reilly et al.,, 2011). Im
Zusammenhang mit der genannten Vermutung, dass APRIL als HuR-Ligand und Adaptorprotein eine
wichtige Funktion im CRM1-abhidngingen mRNA-Export bernimmt und folglich bei der Regulation
der Genexpression bestimmter Proteine eine wichtige Rolle spielt, stlitzt diese hierarchische
Positionierung von APRIL diese Spekulation. Zwar wurde bei einigen CRM1-abhangigen mRNAs das
Protein pp32, und nicht APRIL, als HuR-Ligand identifiziert (Cherradi et al., 2006). Doch wurde in
diesen Untersuchungen die Beteiligung des Proteins APRIL nicht ausgeschlossen; das Protein konnte
vielmehr in den verwendeten Zellen (bovine adrenokortikale BAC-Zellen) nicht detektiert werden
(Cherradi et al., 2006). So kénnte in Hinblick auf die hierarchische Positionierung von APRIL spekuliert
werden, dass aufgrund der natlrlichen Abwesenheit von APRIL in BAC-Zellen in den Studien von
Cherradi und Mitarbeitern das Protein pp32 die Funktion von APRIL Gbernommen hat. Hingegen
konnte in unabhédngigen Studien in 2007 eine notwendige Beteiligung von pp32 am CRM1-
abhangigen Transport der CD83 mRNA eindeutig ausgeschlossen werden (Fries et al., 2007). Hier war

das hierarchisch héher positionierte APRIL vorhanden und konnte als HuR-Ligand fungieren.

So wird an dieser Stelle spekuliert, dass die Beteiligung von APRIL als hierarchisch wichtigstes ANP32-
Familienmitglied als HuR-Ligand am CRM1-abhangigen mRNA-Exportweg erforderlich ist. Gleichzeitig
wird aber eine Beteiligung von pp32 nicht ausgeschlossen. Letztere ist lediglich nicht zwingend
notwendig, kann aber womaoglich durch redundantes Verhalten ein Fehlen des nahen Verwandten

APRIL bis zu einem gewissen Grad ausgleichen. Die Etablierung eines konditionellen Mausmodells, in
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welchem sowohl APRIL als auch pp32 induzierbar inaktivierbar (d.h. deletierbar) waren, kénnte

weiteren Aufschluss tGber das Zusammenspiel der beiden ANP32-Familienmitglieder geben.

Betrachtet man nun den CD83 mRNA-Transportmechanismus vor dem Hintergrund der Erkenntnisse
dieser Arbeit sowie den neuesten Studien zur ANP32-Familie als einen Modellmechanismus fuir den
CRM1-abhangigen Export zellularer mRNAs, so kann durchaus vermutet werden, dass sowohl HuR als
auch APRIL als wichtige Regulatoren fir eine ganze Reihe weiterer, CRM1-abhangiger zellularer
mMRNAs eine Rolle spielen konnten. Inwiefern dabei ein redundantes Verhalten des ANP32-

Familienmitglieds pp32 involviert ist, miissen weitere zukiinftige Studien zeigen.

SchlieBlich kénnten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hinweisen, dass vor allem HuR, aber auch
APRIL in seiner Funktion als HuR-Ligand und Adaptorprotein, im Modell der RNA-Operons im
Zusammenhang mit dem CRM1-abhangigen Exportmechanismus gemeinsam fir die Koordination
funktionell ahnlicher Transkripte verantwortlich sind. Unter diesem Aspekt konnte die Regulation des

CRM1-abhdngigen mRNA-Exportmechanismus als Teil des RNA-Operons betrachtet werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

APC
APC
APRIL
APS
ARE
AU

bp
BSA
CD
cDNA
c-fos
CRM1
Da

DC
DMSO
DNA
EDTA
ELAV
ERG
ES-Zellen
FKS
FITC
GAPDH
GFP
GST
GM-CSF
h
HIV-1
hnRNP
hsp
IL-1R
IL-4
IPTG

K

kv

|

LB
LMB
loxP

mg
MHC
min

NaAc
NES
n.d.

Hg
NIH

Allophycocyanin

antigen presenting cell

acidic protein rich in leucines
Ammoniumpersulfat

AU-rich elements
Adenosine-Uridine

Basenpaar

Bovines Serum Albumin

cluster of differentiation
complementary DNA

cellular oncogene fos
chromosome region maintenance 1
Dalton

dendritic cells

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Ethylendiamintetraacetat
embryonic lethal abnormal vision
early response gene

Embryonale Stammzellen

Fotales Kdlberserum
Fluorescinisothiocyanat
Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Grunes fluoreszierendes Protein
Glutathion-S-Transferase

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

Stunde

Humanes Immundefizienz Virus Typ1
heterogenous nuclear Ribonucleoprotein
Hitzeschockprotein

Interleukin 1R

Interleukin 4
Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

Kilo

Kilovolt

Liter

Luria Bertani

Leptomycin B

locus of crossing over of P1

Molar

Milligramm

major histocompatibility complex
Minute

Milliliter

Natriumacetat

nuclear export signal, nukleares Exportsignal
not detected

Mikrogramm

National Institutes of Health
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vl

NLS
NMD
NPC
NXF1
nt
mMRNA
oD
PAGE
PBS
PCR
PEI
PFA
PG2
Pl
PMA
pp32
PRE
pSUPER
Rev
RT
RNA
SDS
sec
shRNA
SiRNA
Sv40
TEMED
Tris
Tween
TNFa
URE
WT

Mikroliter

nuclear localisation signal, nukledres Lokalisationssignal
nonsense mediated decay

nuclear pore complex, Kernporenkomplex
nuclear export factorl

Nukleotid

messenger RNA

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylenimin

Paraformaldehyd

Prostaglandin 2

Propidiumiodid

phorbol 12-myristate 13-acetate
Phosphoprotein 32

posttranscriptional regulatory element
suppression of endogenous RNA
regulator of viral gene expression
Raumtemperatur

Ribonukleinsdure

Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
Sekunde

short hairpin RNA

small interfering RNA

Simian virus 40
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylsorbitan Monolaurat

tumor necrosis factor alpha

Uridine-rich elements

Wildtyp

Aminosauren wurden nach dem 1-Buchstaben-Code abgekiirzt.
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