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1 Einleitung

1.1 Das humane Immunsystem

Ein Organismus muss sich permanent mit Umwelteinfliissen und damit einhergehenden
Fremdeinwirkungen auseinandersetzen. Die Aufgabe des Immunsystems ist es den Orga-
nismus vor Krankheit und Schidigung zu schiitzen. Beim Menschen werden das angebore-
ne allgemeine und das erworbene spezialisierte Immunsystem differenziert. Beide Systeme
iibernehmen zwar verschiedene Aufgaben, sind aber in ihrer Arbeitsweise durch Botenstof-
fe und Interaktionen miteinander verzahnt.

Das unspezifische Immunsystem vermittelt eine schnelle Erstantwort auf ,,Eindringlinge*.
Dies geschieht durch humorale und zelluldre Bestandteile, welche bereits ab dem frithen
Lebensalter verfiigbar sind. Die wichtigsten daran beteiligten Zellen sind Makrophagen,
Dendritische Zellen, Neutrophile Granulozyten und Natiirliche Killer-Zellen (NK-Zellen),
die proinflammatorische Zytokine und Effektormolekiile freisetzen kdnnen sowie zur Pha-
gozytose befdhigt sind. Das spezifische Immunsystem sorgt fiir eine spéte und zielgerichte-
te Immunantwort. Es ist geddchtnisfdhig. Beitragende Immunzellen sind T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten und antigenprasentierende Zellen, wie dendritische Zellen. Letztere spie-
len als Bindeglied zwischen den verschiedenen Immunsystemen eine Rolle. Ist die erste
Phase der Immunantwort durch das unspezifische Immunsystem eingeleitet worden, folgt
im Anschluss in mehreren Schritten die verzdgerte Antwort des spezifischen Immunsys-
tems.

B-Lymphozyten sezernieren Antikorper, welche duflerst spezifisch gegen Fremdmolekiile
gerichtet sind. Sie werden zur humoralen Abwehr gezihlt. Zytotoxische T-Zellen sind, im
Gegensatz zu T-Helfer-Zellen, ebenfalls in der Lage, spezifische Teile von Antigenen auf
der Oberfldche von Zellen zu identifizieren und diese direkt zu zerstoren. T-Helfer-Zellen
hingegen leiten nach Bindung und Erkennung eines Antigens durch ihre Oberflédchen-
rezeptoren eine entsprechende Immunantwort ein. Dies geschieht in Zusammenarbeit mit
anderen Zellen des Immunsystems. Durch die Erkennung entsprechender Antigene werden
von den T-Helfer-Zellen vor allem Zytokine ausgeschiittet, welche weitere Komponenten
des Immunsystems (z. B. Makrophagen und zytotoxische T-Zellen) aktivieren. Regulatori-
sche T-Lymphozyten hingegen regulieren im Zusammenspiel mit anderen Faktoren und
Kontrollmechanismen mitunter die Selbsttoleranz des Immunsystems. Eine Immunreaktion
auf korpereigene Zellen oder die AbstoBung des im Mutterleib entstehenden Kindes kann

mit Hilfe der regulatorischen T-Helferzellen zum Beispiel unterdriickt werden.


http://flexikon.doccheck.com/de/Immunantwort
http://flexikon.doccheck.com/de/Immunsystem
http://flexikon.doccheck.com/de/Zytokin
http://flexikon.doccheck.com/de/Makrophage
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Die Fahigkeit, spezifische Antigene zu erkennen, ist genetisch vorgegeben. Die Vielfaltig-
keit der spezifischen Immunabwehr wird durch das sogenannte V(D)J-Rearrangement
(siche 1.3) gewonnen, im Falle der B-Zell-Antikorper zusitzlich durch die somatische
Hypermutation.

Aufgrund der Gedichtnisfdhigkeit des adaptiven Immunsystems resultiert oftmals eine
lebenslang andauernde Immunitédt gegen einen spezifischen Krankheitserreger. Diese Fai-
higkeit beruht darauf, dass sich die durch ein spezifisches Antigen aktivierten B-
Lymphozyten entweder in eine antikdrpersezernierende Plasmazelle verwandeln oder zu
einer Gedichtniszelle ausbilden. Des Weiteren spielen bei der Gedéichtnisfahigkeit des
Immunsystems auch die sogenannten T-Gedichtnis-Zellen, welche aus T-Helferzellen her-

vorgehen, eine Rolle.

1.2 Lymphopoiese

Im Prozess der Lymphopoiese entstehen aus pluripotenten Stammzellen die lymphoiden
Progenitorzellen. Diese konnen verschiedene Wege zur Weiterreifung einschlagen. Ob sich
eine Progenitorzelle zur reifen B-, T- oder NK-Zelle entwickelt, wird durch externe Stimuli
gelenkt. B-Lymphozyten reifen im Knochenmark heran, die Vorldufer der T-Lymphozyten
hingegen schwemmen aus dem Knochenmark aus, um im Thymus zu naiven T-
Lymphozyten heranzureifen. Beide Zellarten durchlaufen verschiedene Reifungsprozesse
tiber Pro-T- und -B-Zellen zu Pra-T- und -B-Zellen, um funktionstiichtig zu werden (siehe
Abbildung 1). Erst nach den Reifungsprozessen in den jeweils primédren lymphatischen
Organen schwemmen die noch naiven und ,,lernfdhigen* (immunkompetenten) Lymphozy-
ten in die Peripherie aus und besiedeln moglicherweise sekundére lymphatische Organe,
wie Lymphknoten oder Milz. Die Reifestadien der Lymphozyten kdnnen durch verschie-
dene Oberflichenmarker, die sogenannten CD-Molekiile, voneinander unterschieden wer-
den. Nur die wenigsten B- und T-Zellen erreichen am Ende das reife Stadium. Sie unterlie-
gen einem stindigen Selektionsdruck. Fiir die Reifung und das Uberleben ist es wichtig,
dass B- und T-Zellen an der Oberfliche antigenerkennende Rezeptoren (BCR, TCR) aus-
bilden.
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Knochenmark Peripherie
— [Pro8}— [Pra8] > [CEunreft_}» Fefer 8Lymphozyt
Lymphatische
Progenitor- Naiver T-Helfer-
——* | CD4+ CDS—l"*
Zelle . I ' - / Lymphozyt
| . oppelt pos.
—»lProTl >|PraT|—> CD4+/CD8+
Reifer zytotox.
| .
> LCD4/CD8+™> T-Lymphozyt

Knochenmark === Thymus-Rinde

Thymus Mark e Peripherie

Abbildung 1: Reifung der B- und T-Lymphozyten in priméren lymphatischen Organen.
Pfeil bedeutet ,,wird zu“. (Abbildung nach Liilllmann-Rauch R., 2003).

1.3 V(D)J-Rekombination

Die T-Zell-Rezeptoren bestehen jeweils aus zwei Untereinheiten (o + B oder seltener y +
0), welche wiederum aus einem konstanten Teil (C = constant) und einem variablen Teil
(V = variable) zusammengesetzt werden. Die B-Zell-Rezeptoren (Immunglobuline, Igs)
bestehen hingegen aus zwei identischen schweren Ketten (H = heavy) und aus zwei identi-
schen leichten Ketten (L = light), welche wie beim TCR durch kovalente Bindungen zu-
sammengehalten werden. Die leichten Ketten der Immunglobuline werden, ebenfalls &hn-
lich den TCRs, aus einer konstanten Doméne (Cr) und der variablen Doméne (V) gebil-
det. Die leichten Ketten werden dabei von zwei verschiedenen Genloci kodiert, Kappa und
Lambda. Die schwere Kette besteht hingegen aus einem V-Teil und je nach Ig-Typ aus
drei (IgA, IgG) bzw. vier (IgM, IgE) konstanten Teilen (Vi und Cy 1, 2, 3, 4). Zudem bil-
den die variablen Anteile der beiden leichten Ketten des Immunglobulins zusammen mit
den variablen Anteilen der schweren Ketten die antigen-bindenden Doménen. In TCRs und
Igs dient der konstante Teil C der Effektorfunktion des Antigenrezeptors und ist jeweils
mit der Zelloberflache der zugehdrigen T- oder B-Zellen verankert. Die schematische Dar-

stellung eines Igs ist in der Abbildung 2 zu sehen.
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Antigen-Bindungsstelle

Leichte Kette

Schwere Kette

V: Variabler Abschnitt
C: Konstanter Abschnitt

Abbildung 2: Darstellung eines Immunglobulins mit seinen Untereinheiten.

Zu sehen ist ein Immunglobulin mit Darstellung der zwei schweren und der zwei leichten Ketten. In Hellgriin
sind die variablen Anteile abgebildet (VL und Vy). Die Untereinheiten der konstanten Abschnitte sind Dunkel-
grﬁn (CL CH1,3),

Die Zahl der moglichen verschiedenen Antikdrper, die Fremdmolekiile erkennen und von
einem Menschen produziert werden kénnen, wird auf 10'! geschiitzt. Dies wird durch die
auBerordentlich hohe Variabilitit des V-Anteils der Rezeptoren bedingt (Loffler et al.,
2007). Diese Variabilitit des Immunsystems ist auf die Durchfiihrung der V(D)J-
Rekombination in heranreifenden B- und T-Zellen zuriickzufiihren. Die variablen Anteile
sind jeweils durch zahlreiche Gensegmente auf den Chromosomen représentiert. Diese
Gensegmente konnen erst durch ein Genrearrangement zur funktionellen Einheit miteinan-
der verkniipft werden. Das Rearrangement findet zunichst auf DNA-Ebene statt, worauf-
hin das jeweilige rearrangierte Allel in RNA umgeschrieben und exprimiert wird. Bei die-
ser Form der somatischen Rekombination spielen drei Typen von DNA-Segmenten eine
Rolle: das V-Segment (V = variability), das aminoterminale Abschnitte kodiert, das

J-Segment (J = join), welches als Bindeglied zu den konstanten Kettenanteilen der Rezep-
toren fungiert, und das zusétzlich vielfaltserhbhende D-Segment (D = diversity). D-
Segmente sind nur im IgH, TCRp und TCRS Genlocus enthalten und liegen dort zwischen
den V- und J-Segmenten. Bei den leichten Ketten der Igs sowie bei den TCRa und TCRy
wird jeweils nur ein V-Segment mit einem J-Segment verkniipft. In beiden genannten Va-
rianten lduft der Mechanismus nach dem gleichen Prinzip ab. In Abbildung 3 sind exemp-
larisch wesentliche Schritte auf dem Weg zur Synthese einer Ig-Kette dargestellt. Jedes der
genannten Segmente liegt in vielfacher Ausgabe auf den Chromosomen vor. Anhand der

sogenannten V(D)J-Rekombination, wird daher je ein einziges kodierendes V-Segment mit
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nur einem einzigen D-Segment und das gewéhlte D-Segment mit nur einem einzigen J-
Segment verkniipft.

Fiir die Initiierung der V(D)J-Rekombination ist relevant, dass die D-Segmente von zwei,
die V- und J-Elemente je von einer Rekombinationssignal-Sequenz (RSS) flankiert wer-
den. Die RSS besteht aus einem Heptamer, einem Zwischenstiick aus 12+1 bzw. 23+1 Ba-
senpaare und einem AT-reichen Nonamer. Die Heptamere der RSS flankieren stets das
kodierende Segment. Um V-V-, D-D- oder J-J-Verbindungen zu verhindern, greift hier die
12/23-Regel. Nach dieser Regel werden nur Elemente verkniipft, deren Zwischenstiicke
der RSS unterschiedlich lang sind (Lieber M. R., 2010; Sakano et al., 1981). Alle RSS der
V-Elemente haben die gleiche Zwischenlidnge. Dies gilt auch fiir alle RSS der J-Elemente
und D-Elemente, wodurch die unerwiinschte Gleich-zu-gleich-Verkniipfung verhindert
wird.

RAGI1, RAG2, die lymphozytenspezifische rekombinationsaktivierenden Gen-Proteine 1
und 2, lagern sich mit HMGBI1 (High-Mobility-Group-Protein B1) zu dem RAG-
Proteinkomplex zusammen, erkennen zwei RSSs, binden diese und bringen sie in rdumli-
che Niahe zueinander (Kim et al., 2018). RAG-Proteine erzeugen anhand ihrer Endonukle-
ase-Aktivitdt exakt zwischen einem RSS und dem angrenzenden kodierenden Segment
zundchst einen physiologischen Einzel-Strang-Bruch (Schatz et al., 1989). Das iiberste-
hende Ende auf der Seite des jeweiligen V-, D- oder J-Segmentes greift durch hydrophilen
Angrift eines 3’Hydroxyl (3 OH) den jeweiligen eigenen antiparallelen, noch nicht gedft-
neten DNA-Strang an. Dieser wird dadurch ebenfalls aufgebrochen und erméglicht an-
schlieBend durch Zusammenlagerung der entstandenen DNA-Enden die Bildung einer
kovalent verschlossenen Haarnadelstruktur (Ma et al., 2002). Die beiden abgespaltenen
RSS-Enden werden miteinander zu einem zirkuldren DNA-Stiick verbunden und verblei-
ben als sogenannte Signalverbindungen ( = ,,signal-joints*) extrachromosomal (Rooney et
al., 2004b). Zur Verkniipfung der kodierenden Elemente ( = ,,coding-joints*) miissen die
geschaffenen Haarnadelstrukturen zunichst wieder eréffnet und die Elemente dann mitei-
nander verbunden werden. Hierfiir fallt der RAG-Proteinkomplex von der Haarnadelstruk-
tur ab und es treten die ubiquitdr exprimierten Enzyme des Non-Homologous End-Joining

(NHEJ)-Pathways in Aktion.
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v v v J J J = ™
v J
>_lvmphozvlen
spezifisch
AGGTCCT ACAAAAACC GGTTTTTGT CACTGTG
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v |J
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/ J

Abbildung 3: Schematische Darstellung der V(D)J-Rekombination.

Das Ziel der V(D)J-Rekombination ist das Rearrangement verschiedener Gensegmente zu einem neuen Exon,
welches fiir einen T-Zellrezeptor (TCR) oder B-Zellrezeptor (BCR) kodiert. Zu sehen sind verschiedene V-
Elemente und J-Elemente auf einem Genlokus. Die Rekombinationssignal-Sequenzen (RSS) flankieren je ein
Element und sind als Dreiecke dargestellt. Die RSS bestehen, immer der gleichen Reihenfolge nach, direkt dem
jeweiligen Element anschlieBend, aus einem palindromischen Heptamer mit einem folgenden Zwischenstiick
(,,Spacer”) aus 12 oder aus 23 bp und anschliefend einem AT-reichen Nonamer. Am 5°-Ende der RSS wird im
ersten Schritt zwischen dem kodierenden Element und dem Heptamer die DNA enzymatisch er6ffnet. Anschlie-
Bend werden sogenannte Haarnadeltrukturen (gestrichelte Linien) an Seiten der kodierenden Elemente gebildet.
Diese Vorgidnge bewerkstelligen die lymphozytenspezifischen RAG1/2-Proteine. Weitere Proteine iibernehmen
die folgenden prozessierenden Schritte. Diese Proteine gehdren dem NHEJ (Non-Homologous End-Joining)-
Pathway an. Nach Religation der DNA (Desoxyribonukleinsdure)-Enden entstehen ein zirkuldres DNA-Stiick
(,,signal-joint“) und das kodierende DNA-Segment (,,coding-joint*). Das kodierende DNA-Segment enthélt hier
die neu zusammengefiigten V- und J-Elemente (Abbildung nach Schwarz et al., 2003).

1.4 NHEJ (Non-Homologous End-Joining)

Téglich erleiden Zellen in Organismen Schéiden in der Desoxyribonukleinsédure (DNA).
Dies geschieht z. B. durch ionisierende Strahlen (IS) und Chemikalien, aber auch durch
endogen produzierte reaktive Sauerstoff Spezies (ROS). Durch die Schiaden konnen DNA-
Doppelstrangbriiche (DSB) entstehen. Fehlerhafte Reparaturen dieser Briiche konnen ne-
ben der Apoptose der Zelle auch zu Deletionen oder Chromosomenaberrationen und
dadurch zu genomischer Instabilitit fiihren (Mills et al., 2003). Zwei DNA-Reparatur-
Mechanismen stehen der eukaryontischen Zelle zur Reparatur von DSB zur Verfiigung.

Zu unterscheiden sind die Homologe Rekombination (HR) und das Non-Homologous End-
Joining (NHEJ). HR findet nur dann Einsatz, wenn zwei identische DNA-Doppelstringe
vorliegen, was im Verlauf des Zellzyklus in der S- bis M-Phase der Mitose der Fall ist.



1 Einleitung

NHEJ hingegen ist der wichtigste Mechanismus bei der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen in Eukaryonten und findet in allen Abschnitten des Zellzyklus
Anwendung (Lieber et al., 1999). Vorwiegend erfolgt das NHEJ aber wihrend der GO, G1
und dem frithen Teil der S Phase (Takata et al., 1998). Auch fiir die Reparatur der DSB,
die auf physiologischem Wege wihrend der V(D)J-Rekombination in die DNA einge-
bracht wurden, werden die Proteine des NHEJ angewandt (Lieber ef al., 2003).

Zu Anfang treten die hochkonservierten Proteine KU70/86 an die zu reparierenden DNA-
Enden. Das ringstrukturartige Protein umschliefit die DNA, gleitet an ihr entlang, erfasst so
die DNA-Enden und rekrutiert anschlieSend das Protein DNA-PKcs (Walker et al., 2001).
In Einheit bilden KU und DNA-Pkcs eine DNA-abhéngige Proteinkinase (DNA-PK).
Durch Bindung an das DNA-Ende wird diese Kinase aktiviert (Bassing et al., 2002). AR-
TEMIS wird rekrutiert und bildet zusammen mit der DNA-PKcs einen Komplex, in
welchem DNA-PKcs sich selbst und auch ARTEMIS phosphoryliert (Ma et al., 2002;
Goodarzi et al., 2006). Die Autophosphorylierung der DNA-PKcs und deren damit einher-
gehende Konformationsénderung trigt dazu bei, dass die DNA-Enden zur Prozessierung
an ARTEMIS freigelegt werden; zudem, so die Hypothese, erlaubt die Phosphorylierung
von ARTEMIS die Aktivierung seiner Endonukleaseaktivitit, welche die bereits aktive
Exonukleaseaktivitit ergénzt (Goodarzi et al., 2006, Ma et al., 2002). ARTEMIS ist durch
die Endonukleaseaktivitidt befdhigt, die im Rahmen der V(D)J-Rekombination physiolo-
gisch eingebrachten Haarnadelschleifen zu erdffnen. Die hierbei entstehenden DNA-
Uberhinge koénnen durch die exo- und endonukleolytische Aktivitit von ARTEMIS pro-
zessiert werden (Ma et al., 2002). Im Unterschied hierzu entwickeln sich bei unphysiolo-
gisch entstandenen DSB keine Haarnadelschleifen. Hierbei verbleiben lediglich nicht li-
gierbare offene DNA-Enden. Diesen genligt es, zur Religation durch ARTEMIS exonukle-
olytisch zurechtgeschnitten zu werden. In beiden genannten Féllen, sowohl des physiolo-
gisch eingebrachten als auch des durch externe Stimuli entstandenen DSB, dissoziieren,
nach vorausgegangener DNA-Prozessierung durch ARTEMIS, die KU-Proteine und der
DNA-PKcs/ARTEMIS-Komplex von der DNA. Hierdurch wird eine Bindungsstelle frei-
gegeben. Diese nimmt die DNA-Ligase IV zusammen mit ihren Kofaktoren XRCC4,
XLF/Cernunnos und PAXX ein (Ahnesorg et al., 2006; de Villartay J. P., 2015; Raschella
et al., 2017). Der aus diesen Proteinen entstandene Komplex religiert die durch ARTEMIS
vorbereiteten DNA-Enden. Der DSB ist hiermit behoben bzw. es werden anhand dieser
letzten dem NHEJ zugehorigen Schritte die beim V(D)J-Rearrangement durch RAG1/2

einzeln ,ausgeschnittenen DNA-Segmente miteinander verbunden. Die entsprechende
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mRNA kann anschlieBend hergestellt und der neue Rezeptor aus je nur einem V-, D- und

J-Segment exprimiert werden.

1.5 Die angeborenen schweren kombinierten Immundefizienzen (SCID)

1.5.1 SCID im Allgemeinen

Defekte des Immunsystems konnen erworben, wie z. B. durch HIV-Infektion, oder ange-
boren sein. Eine angeborene fehlerhafte Entwicklung oder Funktion oder gar der Ausfall
des Immunsystems beruht in der Regel auf einem spontan somatisch oder in der Keimbahn
aufgetretenen Gendefekt. Die schwersten Formen der angeborenen Immundefizite werden
unter der Bezeichnung schwerer kombinierte Immundefekt (SCID = severe combined im-
munodeficiency) zusammengefasst. SCID stehen fiir eine Reihe angeborener Immundefek-
te, die durch stark gestorte oder fehlende zelluldre und humorale Immunantwort schwerste
Ausfille des Immunsystems zur Folge haben. Bei dieser Krankheitsbezeichnung steht das
»kombiniert* fiir die Moglichkeit der Assoziation eines B-Tell-Defekts/Mangels mit einem
beim SCID in jedem Falle bestehenden T-Zell-Defekt/-Mangel. Folglich kann nach B*T*-,
B*T™-, B'T*- oder B'T-SCID Phénotypen eingeteilt werden. Viele der BTNK™-SCID-
Varianten beruhen auf dem Ausfall der V(D)J-Rekombination.

Die Inzidenz des SCID wird auf 1 von 20 000 - 100 000 Geburten geschétzt, variiert aber
geographisch und hinsichtlich der Verbreitung von Konsanguinitdt (Huang et al., 2005;
Kwan et al., 2014). Als Vererbungsformen fiir SCIDs sind autosomal rezessive als auch
X-chromosomal-gebundene (X-SCID) Erbginge bekannt. SCID-Patienten werden in der
Regel noch im Sauglingsalter durch Gedeihstdrungen, rezidivierende Infektionen insbe-
sondere der oberen Atemwege und des Gastrointestinaltraktes (oft durch opportunistische
Erreger) sowie persistierendem oder rezidivierendem Soor auffillig. Insgesamt besteht
jedoch eine deutliche Heterogenitit dieser Krankheitsgruppe. Bereits frithzeitig werden
oftmals symptomatische Therapien, wie zum Beispiel die kontinuierliche antimikrobielle
Prophylaxe, Immunoglobulin-Substitution und strenge HygienemaBBnahmen erforderlich.
Nicht addquat therapierte Patienten versterben in der Regel innerhalb des ersten Lebensjah-
res. Die einzige kausale Therapie der Erkrankung war lange Zeit die allogene Stammzell-
transplantation. Gegenwirtig werden jedoch auch schon genetisch modifizierte autologe

Stammzellen zur Behandlung immundefizienter Patienten eingesetzt (Booth ef al., 2016).
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1.5.2 RS-SCID

Wird das Krankheitsbild des SCID durch erhohte Strahlensensitivitit der Korperzellen
begleitet, spricht man vom radiosensitiven schweren kombinierten Immundefekt (RS-
SCID). 30 % aller SCID sind dem RS-SCID zuzuteilen (Dvorak et al., 2010). Die Fakto-
ren, deren Defekt als Ursachen von RS-SCIDs entdeckt wurden, gehoren dem Reparatur-
Mechanismus der nicht homologen End-zu-End-Wiedervereinigung (NHEJ) an und stellen
sogleich die Endstrecke der V(D)J-Rekombination dar. Ionisierende Strahlung fiihrt zu
DNA-Doppelstrangbriichen, welche durch einen defekten DNA-Reparatur-Mechanismus
nicht ausreichend repariert werden konnen. Dadurch kommt es unter Umstinden zum
Arrest der Zelle in der GO-Phase und im schwersten Fall zur Ausldsung der Zell-Apoptose.
An Zellen eines RS-SCID-Patienten, lasst sich diese Tatsache nachweisen. Patienten mit
einem RS-SCID zeigen zudem erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Alkylanzien-basierten
Chemotherapeutika, welche traditionell zur Konditionierung bei allogenen Stammzell-
transplantationen und somit auch in der Therapie dieser Erkrankung eingesetzt werden

(Dvorak et al., 2010; Schuetz et al., 2014).

1.6 SCID durch ARTEMIS-Defizienz

1.6.1 Struktur und Funktion des Proteins

ARTEMIS-Defekte wurden zwischenzeitlich als einer der hidufigsten Ausloser eines RS-
SCID identifiziert. Zu finden ist das ARTEMIS- oder DCLREIC-Gen (DNA Crosslink
Repair 1C-Gen) auf dem kurzen Arm von Chromosom 10. Es setzt sich aus 14 Exons zu-
sammen. Die Grofe der einzelnen Exons reicht von 52 bis 1160 bp. Die Nuklease ARTE-
MIS ist im Zellkern lokalisiert (Pannicke et al., 2004; Moshous et al., 2001).

In Vertebraten besteht die Aufgabe der Endo- und Exonuklease ARTEMIS zum einen in
der Er6ffnung der durch RAG1 und RAG2 in die DNA eingebrachten Haarnadelstrukturen
wihrend des V(D)J-Rearrangements. Zum anderen dient die Nuklease beim NHEJ als pro-
zessierendes Protein nicht ligierbarer DNA-Enden nach unphysiologischen Doppelstrang-
briichen. Jeweils wird die DNA fiir die Ligation vorbereitet. ARTEMIS wird ubiquitir ex-
primiert und spielt in allen Korperzellen eine bedeutende Rolle (Moshous et al., 2001).
Auch soll ARTEMIS nach Phosphorylierung durch ATM und ATR an den
Mrel1/Rad50/NBs1-Komplex binden und dadurch an der Regulation des Checkpoints des
Zellzyklus fiir den Arrest der Zelle im G2/M-Ubergang nach Bestrahlung mit ionisierenden
Strahlen verantwortlich sein (Kurosawa et al., 2010; Zhang et al., 2010). Die Strahlen-

sensitivitdit der Fibroblasten sowie der Vorlduferzellen von Granulozyten und
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Makrophagen (CFU-GM) aus dem Knochenmark von ARTEMIS-defizienten Patienten
liegt hierin begriindet (Cavazzana-Calvo et al., 1993; Nicolas et al,. 1996; Niewolik et al.,
2006; Moshous et al., 2001).

Bei dem ARTEMIS-Genprodukt handelt es sich um ein hoch konserviertes Protein von
692 Aminosduren und ca. 78 kDa (Pannicke et al., 2004; Moshous et al., 2001). Die ersten
155 AS der N-terminalen Region gehorten dem katalytischen Zentrum an und sind der
Familie der Metallo-f-Lactamasen zuzuordnen (Moshous et al., 2001; Callebaut et al.,
2002). Um die katalytische Aktivitdt zu gewéhrleisten, ist wie bei allen Metallo-f-
Lactamasen Mg?" vonnéten (Ma et al., 2002; Pannicke et al., 2004; Rooney et al., 2002).
Die Aminosduren 156 - 385 teilen mit anderen Metallo-pf-Lactamasen verschiedene kon-
servierte Merkmale und werden B-CASP Motiv (metallo-B-lactamase-associated CPSF
ARTEMIS SNM1 PSO2) genannt (Callebaut et al., 2002). Dem C-Terminus (Aminosdure
386 - 692) wird eine regulatorische Funktion zugeordnet. Eine DNA-PKcs Interaktionsstel-
le in ARTEMIS konnte den Aminosduren Leucin an Stelle 401 und Arginin an Stelle 402
zugeordnet werden (Soubeyrand et al., 2006; Niewolik ef al., 2006). Erklart ist diese Inter-
aktionsstelle anhand der Tatsache, dass ARTEMIS am regulatorischen Zentrum durch die
DNA-PKcs phosphoryliert werden muss, um die katalytische Komponente der Endonukle-
ase, nach Konformationsdnderung und anschlieBender Aufhebung der Autoinhibition
durch den C-Terminus, aktivieren zu konnen (Ma et al., 2002; Niewolik et al., 2006;
Niewolik ef al., 2017). Um ARTEMIS die Durchfiihrung der DNA-Prozessierung zu er-
moglichen, miissen dem Protein die DNA-Enden dargelegt werden. Dies wird durch die
Anlagerung der DNA-PKcs an die DNA-Enden gewihrleistet. Die DNA-PKcs wird hierfiir
zundchst ebenfalls phosphoryliert und somit aktiviert. Erst die anschlieende Konformati-
onsdnderung der DNA-PKcs befdhigt sie zur Darlegung der DNA-Enden (Goodarzi ef al.,
2006).

Die Endonuklease ARTEMIS tritt schlieBlich an die DNA-Enden und 6ffnet im Rahmen
der V(D)J-Rekombination die Haarnadelschleifen. Dies geschieht zumeist zwei Nukleotide
nach der Schleifenspitze, wodurch bevorzugt 3‘-Uberhiinge entstehen (Ma et al., 2002).
Des Weiteren werden anschlieBend endo- und exonukleolytisch die Uberhiinge prozessiert.
Nach Dissoziation des ARTEMIS/DNA-PKcs-Komplexes von der DNA werden die Enden
zur Ligation an die Folge-Proteine des NHEJ-Systems, wie XRCC4, XLF, PAXX und
Ligase IV, freigegeben.

Im V(D)J-rekombinationsunabhéngigen NHEJ-Pathway wirkt ARTEMIS an der Reparatur
von ca. 10 % der Doppelstrangbriiche mit (Rivera-Munoz ef al., 2007). ARTEMIS arbeitet

10
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hier ebenfalls als Exonuklease oder schneidet im Komplex mit DNA-PKcs als
Endonuklease. Dabei werden beim Prozessieren an 5°-Uberhingen gerade Enden (,,blunt
ends®) oder aber an dem 3°‘-Ende Uberhinge mit zwei bis vier iiberstehenden Nukleotide

gebildet (Lieber M. R., 2010).

1.6.2 Mutationen im DCLREIC-Gen

In der Literatur wurde bisher von zahlreichen, mittlerweile weit iiber 80 Patienten mit einer
SCID- oder atypischen SCID-Erkrankung mit einem zu Grunde liegenden ARTEMIS-
Defekt berichtet (Darroudi et al., 2007; de Villartay et al., 2009; Ege et al., 2005; Evans et
al., 2006, Felgentreff et al., 2015; Ijspeert et al., 2011; Kobayashi et al., 2003a,b;
Lagresle-Peyrou et al., 2008; le Deist et al., 2004; Li L. et al., 2002; Moshous et al., 2001;
Musio et al., 2005; Noordzij et al., 2003; Pannicke et al., 2010; Perez-Becker et al., 2009;
Rohr et al., 2010; van der Burg et al., 2007; van Zelm et al., 2008; Volk et al., 2015,
Sundin ef al., 2018). Die grofite Allelhdufigkeit an bisher veroffentlichten Mutationen ha-
ben Mutationen im N-Terminus und somit aktiven Zentrum von ARTEMIS (B-Lactamase-
oder B-CASP-Domine). Aus der Tatsache, dass lebende Patienten mit komplettem Verlust
an Proteinaktivitit diagnostiziert werden konnten, wird ersichtlich, dass ARTEMIS zwar
unabdingbar fiir die Bildung eines intakten adaptiven Immunsystems ist, es aber keinesfalls
essenziell fiir das Leben zu sein scheint (Moshous ef al., 2001; Pannicke ef al., 2010). Ne-
ben den in T'B-SCID resultierenden Null-Mutationen wurden auch Mutationen gefunden,
die eine ARTEMIS-Protein-Restaktivitit erlauben und daher zum T'°“B“--SCID oder
zum sogenannten Omenn Syndrom fiithren (Darroudi ef al., 2007, Ege et al., 2005; Ijspeert
et al., 2011; Moshous et al., 2003; Volk et al., 2015). Das Omenn-Syndrom besteht aus
einem SCID-Phinotyp, welcher mit Erythrodermie, Hyper-IgE, Hepato-Splenomegalie,
Lymphadenopathie, Alopezie und unter Umsténden aberranten Zahlen an autoreaktiven T-
Lymphozyten assoziiert ist.

Eine Veroffentlichung von Felgentreft et al., 2015 zeigt anhand eines Experiments ein
Korrelat zwischen Aktivititsgrad des mutierten DCLRE1C-Gens und dem klinischen Pha-
notyp der betroffenen Patienten auf. Mutationen in DCLREC, welche hoch konservierte
Anteile der B-Lactamase- oder B-CASP-Domine betreffen, heben, wie in der Arbeit von
Felgentreff veranschaulicht, in der Regel die ARTEMIS-Funktion véllig auf. Klinisch geht
dies mit ausgepragten SCID-Eigenschaften einher. Mutationen, die andere Anteile in
diesen Doméinen betreffen und Konformationséinderungen bedingen konnen, zeigen hinge-
gen heterogene Aktivitétslevels von ARTEMIS und somit auch heterogene Phénotypien.

Dies trifft selbst flir Missense-Mutationen zu, die das gleiche Kodon involvieren
11
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(Felgentreff et al., 2015). Ahnliches berichten Volk et al. 2015 iiber eine DCLREIC-
Mutation (c.194C<T, p.T651) in einem nicht hoch konservierten Anteil des Gens. Diese
Mutation fiihrt selbst in homozygoter Ausfithrung (insgesamt zehn betroffene Patienten) zu
einer bemerkenswerten Heterogenitit des Phdnotypes. Eine sowohl laborchemische als
auch klinische Variabilitdt zeigte sich selbst zwischen Patienten, die derselben Familie

angehoren (Volk et al., 2015).

Gly153Arg
Prol71Arg
Ser320Cys
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Abbildung 4: Modell des humanen ARTEMIS-Proteins.

Zu sehen ist das ARTEMIS-Protein mit der Metallo-B-Lactamase-Doméne (AS 1-156), der B-CASP-Doméne
(Metallo-B-lactamase-associated CPSF ARTEMIS SNM1 PSO2-Doméne), der Autoinhibitionsdomédne und der
DNA-PKcs-Interaktionsdomédne sowie die 14 kodierenden Exons. Fiir die Funktion des ARTEMIS-Proteins
bekanntermafien bedeutende Aminosduren sind in Schwarz eingezeichnet. Hinzugefiigt sind auflerdem (in Rot)
die in dieser Arbeit hdufig heterozygot vorgefundenen Polymorphismen p.Prol71Arg im Exon 6 und
p.Glyl53Arg im Exon 7. Des Weiteren wurde (ebenfalls in Rot) die einmalig gefundene Variante p.Ser320Cys
im Exon 11 aufgezeigt (Abbildung nach Pannicke et al., 2004).

1.7 ARTEMIS-Defizienz und Krebsentstehung

Die Leukdmie- und Lymphomentstehung ist hdufig auf Chromosomentranslokationen zu-
riickzufiihren (Nussenzweig ef al., 2010; Rooney et al., 2002). Mangelnde oder gar fehlen-
de NHEJ-Proteine ziehen fehlerhafte oder nicht vollstindig ausgefiihrte V(D)J-
Rekombinationen oder NHEJ-Reaktionen nach sich. Dies verursacht unter Umstdnden se-
kundédre Chromosomentranslokationen und somit genetische Instabilitdt, die folglich zu
Entartungen fiihren kann (Lieber M. R., 2016). Die Zunahme des Entartungsrisikos bei
Mutationen in NHEJ-Faktoren wird mitunter dadurch erklért, dass ihnen eine Funktion als
genomische ,,Caretaker* im Zellzyklus zugesprochen wird (de Miranda et al., 2011). Ge-
meinsam mit ,,Gatekeepern®, wie z. B. p53, fithren ,,Caretaker zur Kontrolle der Zell-
proliferation oder Apoptose durch den Zellzyklusarrest nach der G1/2- und G2/M-Phase.
Beobachtet wurden diese Mechanismen bereits in Tiermodellen (Bassing et al., 2002;
Difilippantonio et al., 2000; Difilippantonio et al., 2002; Ferguson et al., 2000; Rooney et
al., 2002; Rooney et al., 2004a). Bei p53-negativen Méusen und zeitgleicher Inaktivierung
von jeweils einem NHEJ-Faktor (KU80, Ligase IV, XRCC4, DNA-PKcs oder ARTEMIS),
ergab sich, neben dem entsprechenden Immundefekt, die Entwicklung einer genetischen

Instabilitdt. Diese Instabilitidt kann bis hin zu aggressiven B-Zelllymphomen vom Pro-B-
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Zell-Typ fiihren (Bassing et al., 2002; Difilippantonio et al., 2000; Difilippantonio et al.,
2002; Ferguson et al., 2000; Rooney et al., 2004a). Derselbe Mechanismus der Krebsent-
stehung ist in Malignom-Patienten nicht auszuschlieen: Eine erworbene (somatische) aber
auch vererbte hetero- oder homozygote Mutation in einem der relevanten Gene muss nicht
zwingend im Phéanotyp eines SCID miinden, kdnnte aber zur Erkrankung an Krebs fiihren.
Im Falle zum Beispiel einer hypomorphen DCLRE [ C-Mutante konnten durch die reduzier-
te Endo- und Exonukleaseaktivitit die Haarnadelstrukturen mitunter benachbarter und so-
mit zugehdriger DNA-Striange nicht suffizient er6ffnet werden. Bezogen auf das NHEJ bei
DSB konnten ggf. offene und durch ARTEMIS zu reparierende DNA-Enden nicht ausrei-
chend fiir die Religation prozessiert werden. Somit verblieben teilweise offene, unpaare
DNA-Enden.

Beim Entstehen einer aktivitétssteigernden Mutation von ARTEMIS ist hingegen vorstell-
bar, dass das Protein vermehrt und ungerichtet DNA schneidet. Hierdurch konnten eben-
falls vermehrt unpaare offene DNA-Enden, mit dem Bestreben zur erneuten Ligation, ent-
stehen. In beiden genannten Beispielen einer ARTEMIS-Mutation kdnnte eine unwillkiirli-
che und unpaare Religation der offenen DNA-Enden erfolgen. Es resultiert moglicherweise
eine Chromosomentranslokation, die eine Krebsentstehung zur Folge haben konnte
(Moshous et al., 2003).

Das Protein ARTEMIS wurde bereits in der Vergangenheit mehrfach verddchtigt, in
aberrant chromosomalen Rearrangements und somit in der Tumorgenese eine Rolle zu
spielen. Mausmodelle mit einer eingebrachten bekannten humanen hypomorphen ARTE-
MIS-Mutation und ARTEMIS-defiziente Mausstammzellen lieBen bereits Chromosomen-
aberrationen wie Chromosomenfragmente, Translokationen und Telomerfusionen bis hin
zur Lymphomentwicklung in den Méusen beobachten (Rooney et al., 2003; Jacobs ef al.,
2011). Eine Pridisposition fiir Ebstein-Barr-Virus (EBV)-assoziierte Lymphome und die
Entstehung chromosomaler Instabilitdt konnten in Patienten mit hypomorphen ARTEMIS-
Mutationen nachgewiesen werden (Moshous et al., 2003). Bei einem Patienten, der an ei-
ner Subklasse einer T-Zell-Akuten Lymphatischen Leukdmie (T-ALL) litt, wurde neben
anderen Mutationen auch eine ARTEMIS-Mutation identifiziert, sodass iiber eine urséchli-
che Beteiligung an der Entstehung der ALL spekuliert wird (Zhang et al., 2012).

An der Iowa State University (USA) wurden Linien von SCID-Schweinen mit verschiede-
nen ARTEMIS-Varianten selektiert. Trotz Knochenmarktransplantation dieser Tiere traten
bei zwei Schweinen T-Zell-Lymphome auf, wovon sich bei einem Tiere hieraus zusétzlich

eine Leukidmie entwickelte. Die Empfangertiere waren nach der Knochenmarktransplanta-
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tion phinotypisch zwar immunkompetent, genetische jedoch noch SCID-Schweine mit
ARTEMIS-Mutationen. In einem Fall konnte das T-Zell-Lymphom iiber Geschlechts-
chromosomenanalyse der autologen Empfingerlinie zugewiesen werden. Ein drittes
Schwein erkrankte an einem Nephroblastom (Powell ef al., 2017). Leeksma et al. vermute-
ten zudem einen Zusammenhang zwischen ARTEMIS-Mutationen in der Keimbahn und

der Entwicklung von diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphomen (Leeksma et al., 2017).
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1.8 Aufgabenstellung

Unter Beriicksichtigung der Erlduterungen unter 1.6 und 1.7, widmet sich diese Arbeit der
Frage, ob und in welcher Form eine Mutation im ARTEMIS-Protein zur Krebsentstehung
beitragen konnte. Hierfiir wurden zwei Hypothesen aufgestellt, die es zu untersuchen gilt:
Die erste Hypothese vertritt die Annahme, dass durch erworbene aktivitétssteigernde Mu-
tationen im DCLREIC-Gen (ARTEMIS) ein vermehrtes und unreguliertes Schneiden der
DNA vonstattengeht. Hierauthin wiirden viele, mitunter unpaare, offene DNA-Enden ent-
stehen. Die zweite Hypothese geht von zur Hypomorphie oder auch zum kompletten Funk-
tionsverlust filhrenden Mutationen von DCLREC aus. Hierdurch wiirden moglicherweise
nicht alle Haarnadelstrukturen er6ffnet und unter Umstidnden nicht alle Doppelstrangbrii-
che suffizient repariert werden. Beide genannten Hypothesen konnten zur anschlieBenden
unpyhsiologischen oder auch ausbleibenden Wiedervereinigung der DNA-Stringe fiihren.
Durch die unpaare und somit unphysiologische oder fehlende Wiedervereinigung wiirde es
moglicherweise zur genetischen Instabilitdt sowie zu Chromosomentranslokationen kom-
men. Dies kdnnte wiederum die Entstehung von Leukdmien und Lymphomen begiinstigen.
Um eine mdgliche Korrelation mit diesen beiden Thesen zu analysieren, sollten 198 geno-
mische DNAs aus Leukémie-/und Lymphomproben auf Mutationen im DCLREIC-Gen
untersucht werden. Die vorliegenden 198 Proben wurden bereits in der Bachelorarbeit von
Frau Gitta Heinz auf Bruchpunktmutationen untersucht. Diese Bruchpunktmutationen fiih-
ren durch die Rekombination zwischen dem ARTEMIS-Pseudogen und dem ARTEMIS-
Wildtyp-Gen zur Deletion von Exon 1 - 3 oder Exon 1 - 4. Daraus resultiert eine funktio-
nelle Nullallelie der betreffenden Allele mit moglicher Priadisposition fiir die Lymphom-
oder Leukdmieentstehung.

Es sollen nun weitere detaillierte Untersuchungen an den Proben vorgenommen werden.
Im Rahmen dieser Arbeit werden die DCLREI-Exons 1, 2,3,4,5,6,7, 11 und 14 sequen-
ziert und hinsichtlich Mutationen analysiert. Diese Exons beherbergen erwiesenermallen
funktionell bedeutende Aminosduren (siche Abbildung 4). Hinzukommend wurden in die-
sen Exons bereits Mutationen beschrieben, die zur Entwicklung einer SCID-Erkrankung
fiihrten. Da diese Mutationen somit bedeutend fiir die Funktion von ARTEMIS sind, wer-
den sie einer ndheren Betrachtung unterzogen. Exon 8, 9, 10, 12 und 13 weisen zum Zeit-
punkt der Anfertigung dieser Dissertation laut Literatur keine Aminoséduren auf, die zum
aktiven Zentrum von ARTEMIS beitragen. Da jedoch fiir die Leukdmie- und Lymphomen-
stehung nach aktivitétsfordernden oder -mindernden Mutationen gesucht wurde, fanden

diese Exons in dieser Arbeit keine Beriicksichtigung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterien

One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli, Invitrogen, Produkt-Nr. C4040-03

Quik Change® XL1-Blue Supercompetent Cells aus dem QuikChange Site-Directed Muta-
genesis Kit von Stratagene, Produkt-Nr. 200518

2.1.2 Chemikalien

Accutase, PAA, Produkt-Nr. L11-007

Agar (Agar Kobe I) Carl Roth GmbH, Produkt.-Nr. 5210.2

Agarose (SeaKem® LE Agarose), Lonza, Produkt-Nr. 50004
Ampicillin-Natriumsalz, Sigma-Aldrich, Produkt-Nr. A9518

Borsédure, Merck, Produkt.-Nr 1.00165.5000

Bromphenolblau, Merck, Produkt-Nr. 1081220025

DMSO (Dimethylsulfoxid), Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 4720

100 bp DNA Ladder, Invitrogen, Produkt-Nr. 15628-019

1 kb DNA-Ladder peqGOLD, peglLab, Produkt-Nr. 25-2030

DPBS (Dubecco’s Phosphate Buffered Saline), Invitrogen (GIBCO), Produkt-Nr. 14190-
004 D0632

EDTA (Titriplex III), Merck, Produkt-Nr. 1.08418.1000

Essigsédure (100 % p. a.), Carl-Roth GmbH, Produkt-Nr. 3738.2

Ethanol absolut zur Analyse, Merck, Produkt-Nr. 1009832511
Ethidiumbromidldsung (0,025 %), Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. HP47

FCS (Fetal Bovine Serum Standard Quality), PAA, Produkt-Nr. A15-101
Glycerin, Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 3738.1

Hefeextrakt, Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 2363.2

IMDM, Invitrogen (GIBCO), Produkt-Nr. 21980-065

IPTG, Fermentas, Produkt-Nr. R1171

Isopropanol (Rotipuran > 99,8 %, p. a.), Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 6752.2
Kanamycin sulfate, Sigma-Aldrich, Produkt-Nr. K-4000

Methanol, Merck, Produkt-Nr. 1060091011

Natriumacetat-3-hydrat fiir Analyse, Riedel-de Haen AG, Produkt-Nr. 32318
Natriumchlorid (Analar Normapur), VWR, Produkt-Nr. 27810.364
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Natriumhydroxid Platzchen, Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 6771.1

Salzsidure rauchend 37 %, Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 1.00317.2500

Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan), Merck, Produkt-Nr. 1.08382.0500
Trypanblau (Trypan Blue Stain), Invitrogen, Produkt-Nr. 15250-061

Trypton/Pepton aus Casein, Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. 8952.3

Wasser steril (Aqua ad iniectabilia), B. Braun Melsungen AG, Produkt-Nr. 3703452
Wasser steril (LiChrosolv water), Merck, Produkt-Nr. 1.15333.1000

X-Gal Solution, Fermentas, Produkt-Nr. R0941

2.1.3 Gele

Agarosegel zur Analyse:

1,0 - 1,2 % Agarose; 50 ml bzw. 100 ml TBE-Puffer; Ethidiumbromid 1 - 3 Tropfen
» Agarosegel zur Aufreinigung:

1 % Agarose; 50 ml bzw. 100 ml TAE-Puffer; Ethidiumbromid 1 - 3 Tropfen

2.1.4 Genomische DNAs
Die fiir die Versuche bendtigten genomischen DNAs wurden aus humanen Lymphom- und
Leuk@mieproben gewonnen. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 198 DNA-Proben verwen-

det.

198 Proben aus leukimischen Zellen oder Lymphomen

Bentz (B): 36 x DNA aus Lymphomen, davon 4 Burkitt-Lymphome und 1 diffus groBzel-
liges B-Zell-Lymphom (Prof. Dr. M. Bentz, damals Abteilung Innere Medizin III, Univer-
sitdtsklinikum Ulm, jetzt Medizinische Klinik II, Stadtisches Klinikum Karlsruhe)
Heidelberg (H): 100 x DNA aus ALLs (Prof. Dr. C.R. Bartram, Institut fiir Humangene-
tik, Universititsklinikum Heidelberg)

Kiel (K): 52 x DNA aus Lymphomen und 3 Hodgkin-Lymphom-Zelllinien (Prof. Dr. R.
Siebert, Institut fiir Humangenetik, Universititsklinikum Kiel)

Moller (M): 10 x DNA aus gastrointestinalen Lymphomen (Prof. Dr. P. Méller, Patholo-

gie, Universitdtsklinikum Ulm)

Test-Kontrollen

Buffy Coat (BC): DNA einer unbekannten Kontrollperson als Standard-Kontrolle.
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2.1.5 Geriite und Programme

BioSprint15 (QIAGEN) zur Minipriparation

Elektrophoresekammer (Bio Rad)

16-Kapillarsequenzierer ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem)
Mikrotiterplatten-Lesegerdit POLARaster Omega (BMG Labtech) und das Auswertungs-
programm Omega

Spectrometer, Beckman DU® 640 Spectrometer (Beckman Coulter)
Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
UV-Transilluminator (312nm) (Phase)

Referenzsequenzen fiir DCLREC: http://genome,ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
Referenz-Datenbank fiir Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP

2.1.6 Kits

Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V, Lonza, Produkt-Nr. VCA-1003
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Produkt-Nr. 4337451
Cloned Pfu DNA Polymerase Kit, Stratagene, Produkt-Nr. 600154

Expand Long Range dNT Pack, Roche, Produkt-Nr. 04829034001

Fast-Link DNA Ligation Kit, Epicentre Biozym, Produkt-Nr. LK6201H
HiSpeed Plasmid Midi Kit, Qiagen, Produkt-Nr. 12643

HotStarTaq DNA Polymerase Kit, Qiagen, Produkt-Nr. 203205

QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN, Produkt-Nr. 1014858

QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN, Produkt-Nr. 28106

QIAquick® 96 PCR Purification Kit, QITAGEN, Produkt-Nr. 28181
QIAshredder Kit, QIAGEN, Produkt-Nr. 79654

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, Produkt-Nr. 200518
REPLI-g Kit, QIAGEN, Produkt-Nr.150043

RNAse-Free DNase Set, QIAGEN, Produkt-Nr. 79254

RNeasy Mini Kit, QIAGEN, Produkt-Nr. 74104

SuperScript II Reverse Transcriptase, Invitrogen, Product-Nr. 18064-014
TOPO-TA-Cloning-Kit, Invitrogen, Produkt-Nr.K4500-01

Ultrafree®-DA Gelextraktionskit, Carl Roth GmbH, Produkt-Nr. AES6.1
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2.1.7 Medien

Zur Kultur prokaryotischer Zellen:

» LBamp oder LBkan-Medium pH 7,0 (1 1):

10 g Trypton/Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g Natriumchlorid, 200 pg/ml Ampicillin oder
Kanamycin 30 pl/ml, 14 g Agar, ad 1 1 vollentsalztes Wasser

Die Medien werden nach Herstellung aber vor Zusatz der Antibiotika autoklaviert.

2.1.8 Primer
Hexamer-Primer:

pd(N)6 Random Hexamer, Pharmacia Biotech (GE Healthcare), Produkt- Nr. 27-2166-01

gDNA-Primer:
Fiir die Verfielfaltigung der gDNA aus den verschiedenen Lymphom- und Leukdmiepro-

ben-Proben sind die verwendeten Primer in folgender Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete gDNA (genomische Desoxyribonukleinsiure) -Primer

Primer I Exon I Annealing Temperatur I Sequenz 5'> 3' I Produktlinge
DCLREIC

ARTIF 1 o TGATTGGACGTGGCTGCGTTCGG

ARTIR 1 >8°C ACTGGGACAAGGCGTGTGCTGG 380 bp
ART2F 2 o GAAGACGACTGTTTCCCTTGGGC

ART2R 2 s8°C GAATGAGTTGGGAGGTAAGAGG 302bp
ART3NF2 3 60 °C TTCACCATGTTGGTCAGACTGG 404 bp
ART3NR2 3 AAGTGATCCATCCGCCAAGG

ART4F2 4 o CTGAAACTTCTCTTTGCCCCATTTC

ART4WT/R 4 36°C CCCCTAAAACCCCACTCAATG 343 bp
ARTSNF 5 o GGTACATAAATGTGTTCTGTGAAGGAGG

ARTSR 5 56°C CGTCAGCCTCCCAAAGCACTGG 293 bp
ART6NF 6 56 °C GGAACATCTATTACAAACTGGGTAGC 464 bp
ART6R [ TGGTGGCACTGACCTGTTATCC

ARTTNF2 7 o CATAATTTATATCACATTGGATGGCTAAC

ART7NR 7 s8°C ACACAACAGGTACGGGCTCC 375 bp
ARTIINF 11 56 °C GGTCTACAACAGGTTTCCACTTCTGG 351 bp
ARTIIR 11 GAGATGCTTCTGAGAGTCAGG

ART14/INF 14 o GGCACTTAAATTGTTCAGCATATCCC

ARTI14/INR 14 36°C AGCTTTGGTGACTGAGATCCCC 566 bp
ART14/2F 14 56 °C GCTTCACTGCAAGGAGATCTGG 594 bp
ART14/2R 14 TCGTTTAGGTAACTCAGCTTCTGG

ART14/3NF3 14 o CCTTGGACAAAGCTGACTACAGACC

ARTI14/3NR3 14 52°C AACTCTATTGTAATATTGACTGTCATCTC 439bp
DCLRE1C-Pseudogen (fiir Long Range-PCR)

ARTEX3PS/F 3-6 o GCTGTTTCTGCAGAGATTCC

ARTEx6WT-PS/R | 3-6 65°C CTCCATTCTAGCAGCTTCTCC 9379 bp

19



2 Material und Methoden

Sequenzierprimer:

Die fiir die Sequenzierung der verschiedenen Lymphom- und Leukémieproben-PCR-

Produkte benétigten Primer sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Fiir Lymphom- und Leukiimieproben verwendete Sequenzierprimer.

Primer Exon Sequenz 5> 3¢

ARTIF 1 TGATTGGACGTGGCTGCGTTCGG

ARTIR 1 ACTGGGACAAGGCGTGTGCTGG

ART2R 2 GAATGAGTTGGGAGGTAAGAGG
ART3NF2 3 TTCACCATGTTGGTCAGACTGG
ART4AWT/R 4 CCCCTAAAACCCCACTCAATG

ARTSNF 5 GGTACATAAATGTGTTCTGTGAAGGAGG
ARTSR 5 CGTCAGCCTCCCAAAGCACTGG

ARTONF 6 GGAACATCTATTACAAACTGGGTAGC
ART7NR 7 ACACAACAGGTACGGGCTCC

ARTI1INF 11 GGTCTACAACAGGTTTCCACTTCTGG
ART14/INR 14 AGCTTTGGTGACTGAGATCCCC
ARTI14/2F 14 GCTTCACTGCAAGGAGATCTGG
ARTI14/3NF3 14 CCTTGGACAAAGCTGACTACAGACC
ART14/3NR3 14 AACTCTATTGTAATATTGACTGTCATCTC

2.1.9 Puffer-Losungen

Ladepuffer fiir Agarose-Gele:

CoralLoad PCR Buffer 10x, QIAGEN, Produkt-Nr.1032517
Tris-acetat-EDTA-Puffer light pH 8,0 (TAE-Puffer light):
40 mM Tris-Acetat; 0,1 mM EDTA und steriles Wasser
Tris-Borat-EDTA-Puffer pH 8,0 (TBE-Puffer):

98 mM Tris-Borat; 2 mM EDTA und steriles Wasser

2.1.10 Restriktionsenzyme

Kpnl (10000 U/ml), New England Biolabs, Produkt-Nr. RO142L
NotI (10000 U/ml), New England Biolabs, Produkt-Nr. RO189L
EcoRI (20000 U/ml), New England Biolabs, Produkt-Nr. RO101L

2.1.11Vektoren

pCR® 2.1-TOPO®:

Verwendet wurde der pCR®2.1-TOPO®-Vektor zur Ermdglichung der Bestimmung einzel-
ner Allel-Sequenzen. Der Vektor verfligt liber eine lacZa-Sequenz, welche die Insertions-
stelle fiir das PCR-Produkt beherbergt und wie unter 2.2.1.8 beschrieben die Blau-Weil3-
Selektion der inserthaltigen Klone ermdglicht. Durch bestehende Thymidin-Uberhiinge an
der Multiple Clonig Site kann das PCR-Produkt anhand der typischerweise durch Tag-

Polymerase generierten Adenin-Uberhinge direkt ohne vorangehende Restriktion in den
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Vektor ligiert werden. Das Plasmid enthélt ein Ampicillin- und auch ein Kanamycin-
Resistenzgen. Bezogen wurde der Vektor zusammen mit dem TOPO-TA-Cloning-Kit von

Invitrogen unter der Produkt-Nr. K4500-01. (Siehe Abbildung 5).

Hind 111

M13

pCR2.1-TOPO

Abbildung 5: Vektorkarte des pCR® 2.1-TOPO®-Plasmids.

In Blau ist das lacZa-Gen dargestellt, in welchem die Multiple Cloning Site des Vektors eingebracht ist. Bei
Einbringen eines Inserts gerdt die Sequenz ,,off-frame* und die Expression des Gens unterbleibt. Die Multiple
Cloning Site steht in reverser Orientierung zum T7-Promotor. Zur Sequenzierung des Inserts sind Vorwirts-
und Rickwirts-Primerbidungsstellen eingebracht. Die Replikation in Eschcerichia coli (E. coli) ist ermdglicht
durch den pUC Origin (pUC ori). Kodierende Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzgen-cDNA (complementary
Desoxyribonukleinsdure) sind zur Selektion in E. coli vorhanden. Eingezeichnet sind die Restriktionsschnitt-
stellen der Multiple cloning site.

2.1.12 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen 25 cm? (Primaria T25 Cell culture Flask, canted neck, blue vented cap)
Becton Dickinson Biosciences, Produkt-Nr. 353808

Zellkulturflaschen 75 cm? (Primaria T75 Cell culture Flask, canted neck, blue vented cap)
Becton Dickinson Biosciences, Produkt-Nr. 353810

Zellkulturflaschen 175 cm? (mit rotem Filterschraubverschluss), Greiner Bio-One, Pro-

dukt-Nr. 469914
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologie

2.2.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die Probe wurde fiir die Konzentrationsbestimmung im Verhiltnis 1:20 mit dem jeweilig
verwendeten Puffer verdiinnt.
Gemessen wurde die optische Dichte (OD) und somit Absorption des Lichtes bei 260 nm.
Berechnet wird die Konzentration anhand der Formel: Ergebnis Netto Absorption x 40 (bei
RNA; 50 bei DNA) x 20 (Verdiinnungsfaktor). Es wird dadurch die Konzentration in ng/ul
erhalten.
(Eine OD260 von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ng/ul bzw. einer RNA-
Konzentration von 40 ng/ul).
Durch eine zweite OD-Messung bei 280 nm wurde die mdgliche Verunreinigung durch
Protein bestimmt. Das Verhéltnis der Absorption bi 260 nm zur Absorption bei 280 nm ist
ein MaB fiir die Reinheit der Probe und liegt bei proteinfreien DNA-Proben idealerweise
zwischen 1,8 und 2,0 (Miilhardt, 2009) Bei RNA liegt das Verhiltnis idealerweise zwi-
schen 2,0 - 2,2 (Miilhardt, 2009).

Nur Proben, die dieses Kriterium erfiillten, wurden verwendet.

2.2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Fiir die Amplifikation auf gDNA wurde das HotStar Taq DNA Polymerase Kit von Qiagen
eingesetzt. Fiir Produkte, welche aus > 1 kb waren, wurde das Expand Long Range dANT

Pack von Roche verwendet.

2.2.1.3 Mit HotStar Taq-Polymerase Kit (Qiagen)
Fiir die Vervielfaltigung der verschiedenen ARTEMIS-Exons wurde jeder Ansatz nach
folgendem 25 pl-Ansatz Schema pipettiert (Tabelle 3):

Tabelle 3: Pipettierschema fiir einen 25-ul-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)-Ansatz fiir gDNA (ge-
nomische Desoxyribonukleinsiiure).

Menge Substanz
Sul Q-Solution
2,5 ul Taq-Puffer 10 x
2 ul MgCl, (25 mM) (nur bei Exon 2 und 3)
0,25 pl dNTPS (20 mM)
0,2 pl HotStar Taq-Polymerase
1,25 ul Vorwirts-Primer (10 pmol/pl)
1,25 ul Riickwirts-Primer (10 pmol/pl)
Sul gDNA-Probe (40 ng)
ad 25 pl Aqua
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Tabelle 4: PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)-Programm fiir HotStar Taq PCR-Ansatz bei variabler

Annealing-Temperatur.

Temperatur Zeit
95 °C 15 min
95 °C 1 min
X°C 1 min
72 °C 1 min
72 °C 10 min
4°C *

35x

Im Teil Material unter 2.1.8 in Tabelle 1 sind die jeweils verwendeten Primer, Annealing-

Temperaturen, Elongationszeiten und Léngen der entstehenden Fragmente aufgefiihrt.

2.2.1.4 Long-Range-PCR

Bei der DCLREIC-Pseudogen-Amplifikation wurde, auf Grund des ldngeren PCR-

Produkts von 9379 bp, nach dem Long-Range-PCR-Protokoll verfahren. Die Ansitze wur-

den nach folgendem in Tabelle 5 gezeigtem 25 pl-Ansatzschema pipettiert.

Die PCR-Zyklen fiir die Long-Range PCR erfolgten nach dem in Tabelle 6 dargestellten

Schema.

Tabelle 5: Pipettierschema fiir einen 25 pl-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) -Ansatz mit dem

LongRange PCR-Kit.

Menge Substanz
13 pl Aqua
Sul P2-Puffer aus Kit
1,25 ul P6-Puffer aus Kit
0,75 pl Vorwirts-Primer (10 pmol/ul)
0,75 ul Riickwarts-Primer (10 pmol/pl)
0,35 ul P1-Puffer aus Kit
3pul gDNA (genomische Desoxyribonukleinsiiure)-Probe (24 ng)

Tabelle 6: PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) -Programm fiir die Long-Range-PCR.

10X

Temperatur Zeit
92 °C 5 min
92 °C 15 sec
65 °C 30 sec
68 °C 4 min
68 °C 7 min
8°C Unendlich

dann
+20sec
fiir jeden
Zyklus
bei 68 °C

—  25x

Im Teil Material unter 2.1.8 in Tabelle 1 sind die jeweiligen variablen PCR-Bedingungen

der verschiedenen PCRs wie Annealing-Temperatur, Elongationszeit und Liange der ent-

stehenden Fragmente aufgefiihrt.
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2.2.1.5 Agarose-Gelektrophorese

Zur Auftrennung von PCR-Produkten und Plasmiden wurden Gele mit einer Agarosekon-
zentration von 1,0 - 1,2 % verwendet. Als Gelelektrophoresepuffer diente 1 x TBE-Puftfer.
Sollte das Produkt aus dem Gel ausgeschnitten werden, wurde 1 x TAE-Puffer als Gel-
elektrophoresepuffer verwendet, da dieser mit dem zur Aufreinigung verwendeten Ultra-
free®-DA-Gelextraktionskit kompatibel war.

Fiir die Herstellung des Gels wurde die bendtigte Menge an Agarose durch Aufkochen in 1
x TBE- (oder TAE-) Puffer gelost. Nach leichtem Abkiihlen wurde 1 - 3 Tropfen Ethidi-
umbromid (0,025%ig) hinzugegeben und ziigig ein Gel in erforderter GroBBe gegossen. Zur
Analyse wurden ca. 10 - 20 % des PCR-Ansatzes mit 1/5 Volumen 10 x Ladepuffer
CoralLoad von QIAGEN versetzt und auf das Gel aufgetragen. Zur Aufreinigung von
PCR-Produkten nach einem Restriktionsverdau und bei einem Plasmid-Kontrollverdau
wurde die Probe vollstindig mit 10 x PCR-Puffer CoralLoad versetzt und vollstindig auf
das Gel aufgetragen.

Um die Proben aufzutrennen, wurde eine Spannung von 80 V an die Gele mit TBE-Puffer
und 65 V an die Gele mit TAE-Puffer gelegt.

Anschlieend wurde das Ergebnis der Elektrophorese mit einem Geldokumentationsgerét

festgehalten.

2.2.1.6 Aufreinigung von Nukleinsiuren

Vor der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte unter Einsatz des PCR Purification Kit
von QIAGEN oder dem PCR 96 Purification Kit von QIAGEN aufgereinigt.

Bei der Aufreinigung mit dem PCR Purification Kit von QIAGEN wurde geméal3 dem Pro-
tokoll des Herstellers verfahren, allerdings wurde zuletzt je nach Bandenstirke der Probe
auf dem Gel mit 40 - 75 ul dest. Aqua oder Elutionspuffer eluiert.

Bei der Aufreinigung mit dem PCR 96 Purification Kit von QIAGEN wurde nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren. Die aufgereinigten Produkte wurden bei -20 °C aufbe-

wahrt.

2.2.1.7 DNA-Sequenzierung
Um die verschiedenen PCR-Fragmente/Produkte zu sequenzieren, wurde die Kettenab-
bruch-Methode nach Sanger (Sanger, 1977) angewandt. Hierfir wurde das BigDye
Terminator vi.1 Cycle Sequencing Kit verwendet.
Eingesetzt wurden 4 - 5 pul des aufgereingten PCR-Produktes bzw. 500 ng Plasmid-DNA.

Die weiteren Reagenzien des 20-ul-Ansatzes wurden wie in Tabelle 7 hinzugegeben.
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Anschliefend wurde fiir die Sequenzierreaktion das in Tabelle 8 aufgefiihrte PCR-
Programm Cycle Seq verwendet. Die verwendeten Primer sind unter 2.1.8 in Tabelle 2

aufgefiihrt.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir einen 20 pl-Sequenzier-Ansatz.

Menge Substanz
4l BigDye Reaktionsmix
2l 5 x Sequenzierpuffer
0,5 ul Sequenzierprimer (10 pmol/ul)
Xl PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) -Produkt (4-5 pl)/Plasmid (500 ng)
ad 20 pl Aqua

Tabelle 8: PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) -Programm Cycle Seq.

Temperatur Zeit
95 °C 2 min
95 °C 10 sec
60 °C 5 sec 25x
60 °C 2 min
12 °C 0

Diese Proben wurden danach von Mitarbeiterinnen des Routinediagnoselabors der Abtei-
lung Molekulare Diagnostik weiterverarbeitet und mit Hilfe eines 16-Kapillarsequenzierers
(ABIPRISM®3130xl) sequenziert. Die Sequenzen wurden anschlieBend manuell mit Refe-
renzsequenzen aus der Datenbank Human Genome Browser Gateway of the University of

California aus Santa Cruz verglichen.

2.2.1.8 Klonierung in den pCR2.1- TOPO® -Vektor unter Blau-Weil-
Selektion

Fiir die Blau-Weil3-Selektion wurde das TOPO-TA-Cloning-Kit von Invitrogen verwendet
und nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.

Das zu klonierende Produkt musste zunédchst anhand einer PCR amplifiziert werden. Die
verwendete HotStar Taq-Polymerase weist die hierflir notige hohe Prizision auf. Diese
Polymerase generiert allerdings keine fiir die Insertion in das zu verwendende Plasmid
pCR®2.1-TOPO benétigten Adenin-Uberhiinge. Zur Einfilhrung dieser gewiinschten
Adenin-Uberhénge wurde das PCR-Produkt deshalb erneut nach in Tabelle 9 aufgefiihrtem
PCR-Ansatz mit einer herkdommlichen Tag-Polymerase prozessiert. Dieser Ansatz wurde

fiir 10 min auf 72 °C erhitzt.
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Tabelle 9: 40 pl-Pipettieransatz zur Generierung der Adenin-Uberhiinge des Inserts.

Menge Substanz

35ul Eluat
4l PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) -Buffer (10x)
1 ul dNTPs (2,5 mM)

0,5 ul Tag-Polymerase

Fiir die Ligation des Inserts in den TOPO® Vektor wurde anschlieBend nach folgendem

Pipettieransatz verfahren (Tabelle 10).

Tabelle 10: 6 pl-Pipettieransatz fiir Ligation des Inserts.

Menge Substanz
4l PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) -Produkt
1 pul Salzlosung
1l TOPO® Vektor

Fiir die Transformation eines Plasmids in kompetente E.coli-Bakterien (One Shot® Chemi-
cally Competent E. coli) wurden nach 5 miniitiger Inkubation bei RT 2 ul des Klonierung-
Ansatzes in ein Gefal mit den vorgelegten E. coli-Bakterien (50 ul Suspension) liberfiihrt.
Die Transformation erfolgte gemall Herstellerprotokoll.

Zwei LB-Platten wurden mit der in Tabelle 11 aufgefiihrten Suspension bestrichen und fiir
30 min getrocknet. Anschlieend wurde der Transformationsansatz ungleich aufgeteilt (1/6
und 5/6), auf die beiden LBian-Platten ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht im Brut-

schrank inkubiert.

Tabelle 11: 200 pl-Pipettieransatz fiir die Substratlosung fiir die Blau-Weil-Selektion zur Beimpfung.

Menge Substanz
100 pl 20 % X-Gal
90 ul LB-Medium (Kanamycin 30pl/ml)
10 pl IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) (100mM)

Durch die Insertion des PCR-Produktes in das im Plasmid befindliche LacZa-Gen, welches
die Insertstelle fiir die zu klonierenden Fragmente beherbergt, gerit dies in ein ,,Off-
Frame*-Leseraster. Darauthin unterbleiben die Translation des LacZa-Produktes und die
Umsetzung eines auf den Agar hinzugegebenen Substrats X-Gal; die Blaufarbung der be-
troffenen Bakterienkolonie bleibt aus. Bakterienkolonien mit Insert erscheinen somit weil3.
Nach Inkubation bei 37 °C iiber Nacht im Brutschrank wurden unter den gewachsenen

weillen Klonen je Ansatz 15 - 25 der erfolgreich transformierten weiflen Klone gepickt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung von Leukimie-/Lymphomproben auf Mutationen in

ausgewihlten Exons des DCLRE1C-Gens (ARTEMLIS)

3.1.1 Sequenzanalyse der PCRs von Leukimie-/Lymphomproben

Um Aussagen beziiglich einer moglichen DCLRE [ C-Mutation als Ursache fiir die Leuka-
mie-/Lymphomentstehung machen zu konnen, wurde genomische DNA aus 198 Lym-
phom-/Leukdmieproben mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Mit ausgewéhlten Pri-
mer wurden die Exons 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 11 sowie 14 des DCLRE1C-Gens vervielfiltigt,
zur Kontrolle gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach anschlieBender Aufreinigung der
Produkte sequenziert. Die genannten Exons kamen fiir die Analyse zur Verwendung, da fiir
die Funktion des ARTEMIS-Proteins bekanntermaflen relevante Aminosduren hierin ko-
diert werden (Pannicke et al., 2004). In diesen Exons befinden sich zudem der iiberwie-
gende Teil aller bisher bekannten gesundheitsbeeinflussenden ARTEMIS-Varianten
(Pannicke et al., 2010).

Nach Amplifikation der zu untersuchenden Exons in der genomischen DNA der Leuké-
mie-/Lymphomproben, wurden in der Gelelektrophorese die Stirke der Bande und die
Banden-Lauthohe der jeweiligen PCR-Produkte untersucht. Dies geschah, um die erfolg-
reiche oder unterbliebene Entstehung eines PCR-Produkts sowie die entstandene Produkt-
grofe zu ermitteln. Es ist hierfiir in Abbildung 6 ein Gelelektrophorese-Gel als Beispiel zu
sehen. Zu erkennen sind hier die Proben H1 - H12, amplifiziert mit den Primern fiir Exon
3. Aufgetragen sind zudem Negativkontrolle (Wasser) und Positivkontrolle (BC = DNA
einer unbekannten Kontrollperson). Die PCR-Produkte aller Proben wiesen gleichmiBig

starke Banden auf der erwarteten Hohe von 404 bp auf.

g
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Abbildung 6: PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) der Proben H1-H12 des DCLRE1C-Exons 3.

Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte jeweils nach Amplifikation des entsprechenden DCLREIC-
Exons. In der Negativkontrolle (Aqua) ist keine Bande sichtbar, bei der Positivkontrolle (BC = Buffy-Coat) ist
wie erwartet eine Bande auf Hohe von ca. 404 bp zu sehen. In den Spuren H1 - H12 sind gleichmédfBige Banden
auf erwarteter Hohe und entsprechend der Positivkontrolle (BC) auszumachen.
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Die Wasserkontrollen waren in allen PCRs stets negativ. Bei Fehlen der Bande einer Probe
auf dem ausgewerteten Gel unterlief diese Probe gezielt eine erneute PCR unter gleichen
Bedingungen. Bei keiner der Proben erschienen Doppelbanden oder Auffalligkeiten. Muss-
te eine Probe wiederholt amplifiziert werden, bei zuvor ausbleibender Bande, kam stets ein
Banden-Signal beim zweiten Versuch zum Vorschein. Alle Banden zeigten das erwartete
Laufverhalten.

Zur Sequenzanalyse der einzelnen Proben wurde jeweils einer der Partner des zuvor fiir die
PCR verwendeten Primerpaares eingesetzt. Die Sequenzier-Primer sind bei den Materia-
lien unter 2.1.8 in Tabelle 2 aufgefiihrt. Waren Wiederholungen aufgrund von Verunreini-
gungen oder zu geringer Signalstirke der Sequenzen notwendig, wurde der zweite Primer
zum erneuten Sequenzieransatz des gleichen PCR-Produktes eingesetzt (unter 2.1.8 Tabel-
le 1). War die Sequenz weiterhin unlesbar, wurde die PCR der betreffenden Probe wieder-
holt und erneut mit einem der Primer sequenziert. Bei Auffilligkeiten in der Sequenz wur-
de die PCR ebenfalls wiederholt und eine erneute Sequenzanalyse angesetzt, jedoch hier
mit vor- und riickldufigem Primer.

Keine der Proben schied aufgrund methodischer Komplikationen aus. Alle Proben waren
amplifizier- und sequenzierbar.

In Tabelle 12 sind alle Proben, welche Abweichungen relativ zu der Referenzsequenz NM

001033855.1 aufweisen, aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Darstellung der Proben, die Abweichungen von der DCLREIC Referenzsequenz NM

001033855.1 aufwiesen, Art der Verinderung sowie betreffendes Exon und Allelstatus. Die hellrot
unterlegten Proben wurden zu weiteren Analysen herangezogen. Die verschiedenden Mutationen sind
jeweils farblich voneinander unterschieden.

Probe Exon Mutation Allelstatus
M1 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
M5 14/3 ¢.1884 A>G p.Pro631Pro Heterozygot
M8 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
B4 4 Pseudogen amplifiziert Heterozygot
BS 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
B6 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
B12 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
B13 6 c.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
B22 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
B30 4 Pseudogen amplifiziert Heterozygot
K4 4 Pseudogen amplifiziert Heterozygot
K6 6 c.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
K9 14/2 ¢.2001A>G p.Leu667Leu Heterozygot
K11 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
K21 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
K24 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
K30 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
K32 6 ¢.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
K33 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
K34 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
K41 6 ¢.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
K42 4 Pseudogen amplifiziert Heterozygot

6 c.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
K45 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
KS3 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
KS8 6 c.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
H3 6 ¢.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
HS 14/2 ¢.2001A>G p.Leu667Leu Heterozygot
H6 4 Pseudogen amplifiziert Heterozygot

7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H11 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H20 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H21 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H32 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
HA45 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H47 14/3 ¢.1884 A>G p.Pro631Pro Heterozygot
H48 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
HS0 6 ¢.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
HS3 6 ¢.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot

7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
HS56 11 ¢.959C>G p.Ser320Cys Heterozygot
HS8 6 ¢.457G>A p.Gly153Arg Heterozygot
He63 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H77 4 Pseudogen amplifiziert Heterozygot
H81 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H84 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H89 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot
H92 7 ¢.512C>G p.Prol71Arg Heterozygot

Insgesamt hatten 45 der 198 Proben Abweichungen zur DCLRE1C -Wildtyp-Sequenz. Aus
Tabelle 12 ist zu entnehmen, dass vier Proben (M5, K9, H5, H47) Einzelnukleotid-
Polymorphismen aufwiesen, welche keinen Aminosdurenaustausch bedingen und daher
nicht weiter beriicksichtigt wurden. Der SNP p.Prol71Arg wurde 27-mal detektiert und
macht somit ca. 6,82 % der insgesamt 396 Allele aus. Der SNP p.Glyl153Arg war 10-mal
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nachzuweisen und hat somit einen Prozentanteil von ca. 2,53 % aller untersuchten Allele.
Beide SNPs bedingen einen Aminosdurenaustausch. Diese wurden bereits in der Arbeit
von Frau Kristin Gebauer auf Effizienzverdnderung im V(D)J-Rekombinations-Assay un-
tersucht (Gebauer, K. 2011). Anders als von Woodbine et al., 2010, vermutet, wurde be-
zliglichnp.Prol71Arg keine Aktivitdtsreduktion festgestellt. Auch p.Glyl53Arg zeigte
normale Aktivitéten in der V(D)J-Rekombination.

Die Probe H53 beinhaltet beide Polymorphismen, p.Prol71Arg und p.Glyl153Arg zugleich.
Diese liegen jeweils heterozygot vor. Auf diese Konstellation sowie die Verteilung der
Polymorphismen auf die jeweiligen Allele in Probe H53 wird in Kapitel 3.1.3 noch ndher
eingegangen.

In Probe H56 ist der SNP p.Ser320Cys auffillig geworden (ca. 0,25 % aller untersuchten
Allele). Dieser SNP wurde bisher noch nicht auf Aktivititsinderung in der V(D)J-
Rekombination iiberpriift.

Aus der Tabelle geht des Weiteren hervor, dass das funktionslose ARTEMIS-Pseudogen,
welches im Bereich Exon 4 neben dem ARTEMIS-Wildtyp vorliegt, sechsmalig amplifi-
ziert wurde (ca. 1,52 % aller untersuchten Allele). Dies ist nahezu deckungsgleich mit den
Ergebnissen in der Arbeit von Gitta Heinz (Heinz, 2007). Hierbei wurde bei der Durchfiih-
rung spezifizierter PCR zur Suche nach Deletionen von Exon 1 - 3 und 1 - 4 in den glei-
chen vorliegenden Leukédmie-/Lymphomproben ebenfalls fiinfmalig heterozygot das Pseu-
dogen koamplifiziert. Eine Ausnahme bildet die Probe K4, bei welcher von Frau Heinz das

Exon 4 des Pseudogens nicht koamplifiziert wurde.

3.1.2 Untersuchung der sechs amplifizierten Pseudogensequenzen

Fir die sechs Proben B4, B30, K4, K42, H6, H77 wurde bei der Untersuchung des
DCLREI Exon 4 der Lymphom-/Leukdmieproben das DCLRE[C-Pseudogen mitamplifi-
ziert. Frau Heinz konnte ebenfalls bei flinf dieser sechs Proben das Pseudogen mitamplifi-
zieren (B4, B30, K42, H6, H77). Dieses Phdnomen wurde an den von Frau Heinz im Rah-
men ihrer Bachelorarbeit untersuchten fiinf Proben zusammen mit der sechsten Probe K4
nochmals eingehend untersucht (Heinz, 2007). In der Region der Primerbindungsstelle
ART4WT/R unterscheidet sich die Wildtyp-DCLRE I C-Sequenz von der in der Pseudogen-
DCLREIC-Sequenz in nur einem Nukleotid. Im Pseudogen handelt es sich hierbei um die
Nukleotid-Stelle -67631 und reprisentiert ein Adenin. In der Wildtyp-Sequenz geht es um
die Nukleotid-Stelle +14365 und diese reprédsentiert ein Cytosin. Die Zahlenangaben be-
ziehen sich auf die Referenzsequenz NM_ 001033855 aus der ,,GenBank" und auf das ATG
im ARTEMIS-Exon 1 der cDNA als Nukleotid +1.
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Es wird vermutet, dass es an besagter Stelle des Pseudogens zum Auftreten eines Polymor-
phismus (rs59986095) gekommen ist, der zum Austausch des Adenins gegen ein Cytosin
fiihrt. Wére ein derartiger Polymorphismus in den sechs Proben vertreten, wire das Binden
des Primers ART4WT/R auch im Pseudogen ermdglicht und wiirde, neben der Amplifika-
tion des DCLREC -Wildtyps, auch zur Amplifikation des Pseudogens fiihren.

Die Primerbindungsstelle ART4WT/R im Pseudogen wurde in diesen Proben auf die Mog-
lichkeit eines vorliegenden Polymorphismus untersucht. Hierfiir wurden zwei Primer ent-
worfen, die die  fragliche  Sequenzstelle @ im  Pseudogen  umspannen
(ART3PS/F<>ART6WT_PS/R). Damit wurden K4 und die weiteren fiinf Proben mittels
PCR amplifiziert. Erwartet wurde ein 9379 bp langes Produkt, was fiir alle Proben bestitigt
werden konnte. (Methode: Die Amplifikate wurden aufgereinigt und sequenziert.) In Ab-
bildung 7 sind Ausschnitte aus den Ergebnissen der Sequenzanalyse sowie die Bindungs-
stelle fiir den ART4WT/R-Primer im DCLREC-Wildtyp beispielhaft dargestellt. Die Stel-
len, an denen sich die Sequenzen um ein Nukleotid unterscheiden, sind markiert. Die Pri-
merbindungsstellen fiir den Primer ART4WT/R sind eingezeichnet. In der Pseudogen-
Sequenz konnte eine Heterozygotie detektiert werden, welche sich an oben beschriebener
und von der Wildtyp-Sequenz zu unterscheidender Stelle befindet (Nukleotid-Stelle 67631
in Bezug auf die Referenzsequenz NM_001033855). Neben dem im Pseudogen fiir ge-
wohnlich vorkommenden Adenin befand sich hier zudem ein Cytosin. Dadurch entsprach
diese Sequenzabfolge der Primerbindungsstelle ART4WT/R im ARTEMIS-Wildtyp. Dies
ermdglichte die Bindung dieses Primers und erlaubte somit die zusétzliche Amplifikation
des Pseudogens in den sechs Proben. Diese Konstellation bestétigte sich fiir alle sechs un-

tersuchten Proben in heterozygoter Ausfiihrung.
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Abbildung 7: Ausschnitte der DCLREIC-WT (Wildtyp) -, DCLREIC-PS (Pseudogen) -Sequenz sowie

des Vergleichs-Pseudogen-Ausschnittes der Probe K4 mit eingezeichneten Primerbindungsstellen.
Vergleichende Darstellung eines Ausschnittes der ARTEMIS-Wildtyp- und ARTEMIS-Pseudogen-Sequenz in
Referenzsequenzen (BC = Buffy-Coat) (Sequenz mit Vorwirts-Primer ARTEx3PS/F sequenziert). Zudem ist
derselbe Ausschnitt der ARTEMIS-Pseudogen-Sequenz in Probe K4 dargestellt. Die Bindungsstellen fiir den
Primer ART4WT/R sind eingezeichnet. Zudem ist das Nukleotid, welches in der ART4WT/R-Bindungsstelle
die Wildtyp- von der Pseudogen-Sequenz unterscheidet, mit einem roten Pfeil markiert. In der Pseudogen-
Sequenz der Probe K4 ist die Heterozygotie fiir die Nukleotide Adenin und Cytosin an besagter Stelle zu se-
hen. Dadurch ist die zusdtzliche Bindung des Primers ART4WT/R an entsprechender Stelle ermdglicht.

3.1.3 Analyse zur Verteilung beider Polymorphismen p.Gly153Arg und
p.Prol171Arg auf die Allele in Probe H53

Die beiden SNPs p.Glyl153Arg und p.Prol71Arg werden bisher nur einzeln auf ihre Funk-

tionalitdt gepriift. Das gemeinsame Vorkommen der beiden SNPs in einem Protein kdnnte

die Funktionalitit der Nuklease ARTEMIS beeintriachtigen, weshalb zunéchst das Vertei-

lungsmuster der beiden SNPs auf die Allele iiberpriift werden sollte.

3.1.3.1 Klonierung der DNA-Probe H53 in E. coli-Bakterien
Zunichst wurde hierfiir die Probe H53 anhand einer PCR amplifiziert, bei der die Primer
(ARTO6NF und ART7NR) die beiden SNPs umfassen. Das PCR-Produkt hatte eine erwarte-
te Linge von 1341 bp. Die Sequenzen des Produktes wurden auf Ubereinstimmung mit der
Referenzsequenz iiberpriift. Die fiir die Polymorphismen heterozygoten Stellen konnten
bestétigt werden. AnschlieBend konnte das iiberpriifte PCR-Produkt in Plasmide ligiert
werden, um die Allele einzeln in den Plasmiden zu klonieren. Die Allele wurden durch

Transformation in Bakterien voneinander separiert.
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3.1.3.2 Auswertungen der Analyse zur Verteilung der SNPs auf die Allele in
Probe HS3

Fiir die Durchfiihrung der Klonierung wurde das TOPO-TA-Cloning-Kit von Invitrogen
verwendet und anhand der Blau-WeiB3-Selektion verfahren. Durchgefiihrt wurde das Expe-
riment zweimalig.

In beiden Versuchen waren stets neben wenigen blauen auch weille und somit inserttrag-
ende Kolonien gewachsen. Daher wurden beim ersten Versuch 15 und beim zweiten Ver-
such 25 Kolonien gepickt, angeimpft und vermehrt. Die aus den Klonen, anhand Minipré-
paration, gewonnene DNA wurde anhand eines Restriktionsverdaus und anschlieBender
gelelektrophoretischer Auftrennung auf das Vorhandensein des Inserts sowie auf Verun-
reinigungen tiiberpriift. Bei beiden Versuchen waren Banden in Hoéhe von ca. 1,3 kb, wel-
che der Produktlinge des Inserts entsprachen, sowie Banden auf Hohe des Plasmids von
3,9 kb zu detektieren. Es bestanden des Weiteren keine Verunreinigungen. Die DNA aus
den gewonnenen Miniprdparaten, welche jeweils nur ein Allel aus Probe H53 beinhalten
sollten, wurden je mit beiden fiir die zur PCR-Anfertigung verwendeten Primer sequenziert
und ausgewertet. Die Ergebnisse hierzu sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Zudem ist in
Abbildung 8 eine schematische Darstellung der moglichen vermuteten Allel-

Zusammensetzungen und ebenfalls deren vorkommende Anzahl zu sehen.
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Tabelle 13: Verteilung der ARTEMIS-SNPs p.Glul53Arg und p.Prol71Arg auf die jeweiligen Klone.

Exon 6 | Exon 7
Versuch 1
Klon Wildtyp (GGG) | SNP p.Glyl53Arg (AGG) Wildtyp (TGG) SNP p.Prol71Arg (TCG)
1 X X
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X X

"
"

12 X X
13 X X
14 X X
15 X X

Versuch 2

"
”

2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 Sequenz nicht lesbar X
10 X X
11 X X
12 X X
13 X X
14 X Sequenz zu kurz
15 Sequenz nicht lesbar X
16 Sequenz nicht lesbar X
17 X X
18 X Sequenz zu kurz
19 X X
20 X X
21 X X
22 X X
23 X X
24 X Sequenz zu kurz
25 X X
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Exon 6 Exon 6 Exon 6 Exon 6
SNP WT WT SNP
AGG TGG TGG AGG
18 x 13 x 3x 0x
WT SNP WT SNP
GGG TCG GGG TCG
Exon 7 Exon 7 Exon 7 Exon 7

Abbildung 8: Schematische Darstellung der moglichen Allel-Verteilung in Probe H53.
(SNP = Single Nucleotide Polymorphism, WT = Wildtyp)

Aus Tabelle 13 geht die Verteilung der DCLREIC-SNPs p.Glul53Arg und p.Prol71Arg
auf die jeweiligen Klone hervor. Die Verteilung der Wildtyp-DCLREIC-Sequenz des
Exons 6 konnte in Assoziation mit dem den SNP p.Prol171Arg (rs35441642) bedingenden
Nukleotid-Austausch des DCLREIC -Gens (Guanin zu Cytosin, an Stelle 512 im Exon 7)
13-mal nachgewiesen werden. Andersherum konnte der SNP p.Gly153Arg, bedingt durch
den Nukleotid-Austausch Guanin zu Adenin an Stelle 457 in der DCLREIC-Sequenz des
Exon 6 assoziiert mit der Wildtyp-DCLREIC-Sequenz in Exon 7, 18-mal nachgewiesen
werden. 3-mal erschien die Allel-Variante, in der die DCLRE]C-Wildtyp-Sequenz sowohl
in Exon 6, als auch in Exon 7 vorkommt. 6-mal waren die Sequenzen unlesbar bzw. zu
kurz, um eine gewissenhafte Auswertung vornehmen zu koénnen. Aus diesen Ergebnissen
konnte insgesamt geschlossen werden, dass die vorliegenden SNPs auf getrennten Allelen
lokalisiert waren. Somit war es nicht notwendig, die Kombination SNP1 + SNP2 im selben

ARTEMIS-Protein auf eine mogliche Beeinflussung der ARTEMIS-Aktivitit zu priifen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass in der Untersuchung der 198 Leukidmie-
/Lymphomproben auf mogliche Mutationen in Exon 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 11 und 14 des
DCLREIC-Gens, als Ursache fiir die Malignomenstehung, die beiden SNPs p.Pro171Arg
in 27 Proben und p.Glyl53Arg in zehn Proben nachgewiesen wurden. Die aus den Poly-
morphismen resultierenden Protein-Varianten rufen bekanntermafBen keine Aktivitétsénde-
rungen der Nuklease ARTEMIS im Mechanismus der V(D)J-Rekombination hervor. In
einer Probe wurden beide Polymorphismen zugleich vorgefunden, was zunéchst die Frage
der Verteilung auf die jeweiligen Allele aufwarf. Es zeigte sich, dass die beiden SNPs auf
getrennten Allelen vorlagen. Daher wurde die Priifung einer moglichen Anderung der
V(D)J-Rekombinations-Aktivitit aufgrund eines ARTEMIS-Proteins mit beiden beinhal-

tenden Polymorphismen obsolet.
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In sechs Fillen wurde im Bereich des Exons 4 neben der DCLRE [ C-Wildyp-Sequenz auch
die DCLREC Pseudogensequenz amplifiziert. Hier konnte anhand spezifischer PCRs eine
heterozygote Stelle in der DCLREC-Pseudogensequenz ausgemacht werden, die durch
den bestehenden Nukleotidaustausch identisch mit der Bindungsstelle fiir den Primer
ART4WT/R in der DCLRE1C-Wildtyp-Sequenz war. Der Primer konnte folglich auch in
der Pseudogen-Sequenz an besagter Stelle binden und ermdglichte neben der Amplifikati-
on der DCLREIC-Wildtyp-Sequenz auch die Amplifikation der DCLRE1C-Pseudogen-

Sequenz.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchung der Leukimie- und Lymphomproben auf Mutationen

in DCLREIC

Untersucht werden sollten in diesem Teil der Arbeit 198 humane Leukémie- und Lym-
phomproben. Gesucht werden sollten in diesen Proben mogliche Malignom assoziierte
DCLRE1C-Mutationen. Hierzu wurden verschiedene DCLREIC-Exons der Proben per
PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert.

Zu beriicksichtigen war, dass das vorhandene Material sowohl bereits stark verdiinnt als
auch in geringer Volumenmenge vorlag, sodass sich die Untersuchungen auf speziell hier-
fiir ausgewihlte und besonders relevante Exons beschrinken musste.

In der Auswahl der zu analysierenden Exons des DCLRE1C-Gens wurde darauf Wert ge-
legt, dass besonders Exons beriicksichtigt wurden, in denen bereits funktionsbeeintréchti-
gende Mutationen in der gédngigen Literatur beschrieben waren (Pannicke et al., 2010).
Zudem sollten die zu untersuchenden Exons erwiesenermallen wichtige, fiir die endonuk-
leolytische Aktivitdt bendtigte Aminosduren beherbergen (Pannicke et al, 2004). Diese
Kriterien trafen laut Literatur fiir Exon 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 sowie Exon 11 zu, weshalb ihre
Sequenzen in den vorliegenden Leukdmie-/Lymphom-Proben analysiert wurden (Moshous
et al., 2010; Pannicke et al., 2004; Pannicke et al., 2010). In Exon 14 wurde bereits eine
Mutation beschrieben, auf welche die Entstehung einer hypomorphen ARTEMIS-Variante
zurlickzufiihren ist und die mit der Enstehung von Lymphomen assoziiert ist (Jacobs et al.,
2011; Moshous et al., 2003). Exon 14 kodiert Aminosduren des C-Terminus. Mutationen
konnen hier eine Rolle in der Krebsentstehung spielen, da der C-Terminus regulatorische
Aufgaben im ARTEMIS-Protein zu erfiillen hat. Es wurde daher der Entschluss gefasst,
auch Exon 14 zu analysieren.

Dennoch ist anzumerken, dass ebenso in anderen, nicht im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten Exons relevante Mutationen fiir die Lymphom- und Leukdmieentstehung vorhan-
den sein kdnnten. An der Iowa State University (USA) wurden Zuchtlinien von Schweinen
mit zwei verschiedenen ARTEMIS-Varianten selektiert. Diese Schweine durchliefen eine
Knochenmarktransplantation mit Wildtyp Zellen, um genetische SCID-Schweine mit pha-
notypischer Immunkompetenz zu erhalten. Vier von neun Tieren wurden erfolgreich trans-
plantiert. Bei zweien dieser Schweinen trat im Verlauf ein T-Zell Lymphom auf. Eines
dieser Schweine erkrankte zusétzlich an Leukdmie. Da die neoplastischen Zellen eines der
Schweine jeweils vornehmlich minnlich waren, konnte gezeigt werden, dass die Lympho-
mzellen nicht von dem weiblichen Spendertier, sondern tatsdchlich von dem ménnlichen
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ARTEMIS defizienten Empfangertier selber stammen musste (Powell et al., 2017). Beide
Schweine trugen die gleiche homozygote ARTEMIS-Variante mit einer Mutation im Int-
ron 8. Die Mutation fiihrt zur Deletion von 141 Nukleotiden sowie Exon 8. Es resultiert
hieraus vermutlich ein partieller und kein kompletter Funktionsausfall des ARTEMIS-
Proteins (Powell et al., 2017). Folglich konnte es von Interesse sein, auch die hier nicht
untersuchten Exons flir weitere Sequenzanalysen heranzuziehen. Aufgrund der reduzierten
Materialienmenge ist dies jedoch mdglicherweise nicht mehr fiir alle Proben umsetzbar
Die Grundlage dieser Untersuchungen stiitzte sich auf die Hypothese eines aktivititsveran-
derten ARTEMIS-Proteins und die dadurch bedingte Malignomentstehung. Es bestanden
zwei verschiedene Hypothesen beziiglich der Aktivititsdnderung:

Auf der einen Seite konnte es sein, dass durch Mutationen im DCLREIC-Gen Aktivitéts-
minderungen (= “down“-Mutante) des Proteins verursacht werden. Hierbei wiirde es sich
um sogenannte ,hypomorphe Mutationen” handeln. Auf der anderen Seite existierte
gleichfalls die Vorstellung einer funktionssteigernden DCLREIC-Mutation (= “up“-
Mutation). Beide Mechanismen konnten zur Entstehung von chromosomalen Aberrationen
und zur Auslosung von Neoplasien fiihren.

In vivo wiirde eine hypomorphe ARTEMIS-Aktivitdt bedeuten, dass nicht alle bei der
V(D)J-Rekombination auftretenden Haarnadelstrukturen gedffnet werden konnten. Diese
Haarnadelstrukturen sind im Stande, in Lymphozyten zu akkumulieren, und kdnnten durch
alternative Reparaturmechanismen wieder miteinander verkniipft werden, wobei diese Re-
ligatur jedoch fehlerhaft vonstattengehen konnte. Denkbar wére zudem, dass DSB-
Intermediate der V(D)J-Rekombination mit den noch geschlossenen Gegenstiicken ligiert
und dabei unphysiologisch mit anderen Genabschnitten rekombiniert werden. Eine analoge
Argumentation kann fiir Enden, die im Rahmen von NHEJ durch ARTEMIS prozessiert
werden miissen, vorgebracht werden. Insgesamt kdnnten hierdurch genetische Instabilité-
ten und Chromosomentranslokationen verursacht werden. Eine bereits beschriebene Ursa-
che fiir eine Translokation von Chromosomen durch Fehlleitung ist die falsche Nutzung
RSS-éhnlicher Sequenzen (Kiippers et al., 2001, Murga Penas et al., 2010). Durch das
Schneiden korrekter RSS an Genen fiir BCR- und TCR-Loci und das irrtiimliche Erkennen
illegitimer kryptischer RSS an Protoonkogenloci besteht die Moglichkeit einer Transloka-
tion zwischen diesen beiden Genloki. Beispielhaft fiir diesen Vorgang seien hier die
t(14;18)(q32;921)/IGH-BCL2 Translokation in FL und die t(11;14)/CCNDI1-IGH in MCL
genannt (Jager et al., 2000; Kiippers et al., 2001; Welzel et al. 2001).

Laut der zweiten aufgestellten Hypothese konnte bei ARTEMIS die vermutete Autoinhibi-

tion des Enzyms verdndert und dadurch ein Funktionsgewinn des Proteins bedingt sein:
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Der endonukleolytische Anteil des ARTEMIS-Proteins unterliegt der Kontrolle durch die
proteineigene C-Terminale Domidne (Niewolik ef al., 2017). Durch die Phosphorylierung
sowie Bindung der DNA-PKcs am C-Terminus wird laut der bisherigen Literatur die Auto-
inhibition des ARTEMIS-Proteins aufgehoben. Fiir die Endonuklease-Aktivitit von AR-
TEMIS ist diese Aktivierung vermutlich unabdingbar. Die Ursache fiir den Verlust dieser
Eigenkontrolle konnte in einer mutationsbedingten Konformationsinderung des C-
Terminus liegen, die zu dessen Funktionsdnderung oder -verlust fiihrt und eine Bindung
am C-Terminus und eine Phosphorylierung des ARTEMIS-Proteins durch die DNA-PKcs
obsolet macht.

Hierdurch entstandene hyperaktive ARTEMIS-Varianten konnten unreguliert im Genom
endo- und exonukleolytisch schneiden, wodurch gehduft DSB entstehen wiirden. Diese
konnten zu onkogenetischen Translokationen im gesamten Genom fithren. Dadurch entste-
henden Entartungen kdnnten sich molekulargenetisch von denen unterscheiden, die durch
hypomorphe ARTEMIS-Varianten ausgelost werden. So wiirden sich die Translokationen,
die durch hypermorphe ARTEMIS-Varianten enstanden sind, weniger bevorzugt in den
TCR- und BCR-Loci abspielen, sondern ganz ohne Préferenzen im ganzen Genom und an
Uberhiingen, Einzel- als auch an Doppelstringen der DNA stattfinden. Das vermehrte
Schneiden der DNA konnte das gesamte Chromatin betreffen. Dies liele sich durch die
struktur-, aber nicht sequenzspezifischen Erkennungen von Schnittstellen durch ARTEMIS
erkldren. Insbesondere Mutationen im Exon 14 von DCLREIC konnten an dieser Tumo-
rentstehung beteiligt sein (Moshous et al., 2003; Jacobs et al., 2011). Es wird vermutet,
dass die C-terminale Doméne fiir die Modulation der ARTEMIS-Aktivitit von grof3er Be-
deutung ist (Niewolik et al., 2006; Jacobs et al., 2011).

Der Zusammenhang zwischen ARTEMIS-Mutationen und Krebsentstehung liegt in der
Relevanz des Vorhandenseins von intakten NHEJ-Faktoren zur Pravention von Transloka-
tionen. Fallen NHEJ-Faktoren aus, kommen alternative Non-Homologous End-Joining
Wege wie zum Beispiel das Microhomology-mediated end-joining (MMEJ), der alternati-
ve NHEJ (A-NHEJ oder Alt-NHEJ) oder das backup NHEJ (B-NHEJ) und deren Faktoren
zum  Finsatz. Diese fithren zur  vermehrten  Préddisposition  gegeniiber
Chromosomentranslokationen im Menschen (Lieber et al., 2008; Zhang and Rowley,
2006). Vermutet wird, dass unvereinte DNA-Enden in Lymphozyten akkumulieren und
durch die alternativen Reparatur-Mechanismen fehlrepariert werden (Brandt und Roth,
2009). Die Relevanz von NHEJ-Faktoren in der Suppression von onkogenetischen Transla-
tionen in Mdiusen ist bereits gut etabliert. So konnte in Mdusen mit Artemis-, Xrcc4-,

Ku80- als auch Lig IV-Defizienz im Laufe der Zeit eine Pro-B-Zell-Lymphomentwicklung
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beobachtet werden. Diese Pro-B-Zell-Lymphome weisen Chromosomen-Translokationen
auf, welche den IgH und c-myc Lokus oder im Falle der ARTEMIS-Defizienz die
N-Myc-Gene involvieren (Difilippantonio et al., 2000; Difilippantonio et al., 2002; Gao et
al., 2000; Rooney et al., 2004a; Zhu et al., 2002). In einem Mausmodell konnte ebenfalls
die Entstehung von genetischer Instabilitit sowie Chromosomentranslokationen bis hin zur
Pro-B-Zell-Lymphomentwicklung auf Basis einer hypomorphen ARTEMIS-Variante auf-
gezeigt werden (Jacobs ef al., 2011). Diese Puplikation untermauert eine der Hypothesen
dieser Arbeit. Aufgezeigt wurde in der Arbeit von Jacobs et al., dass eine inkomplette Ak-
tivitdit von ARTEMIS zur Tumorentstehung beigetragen hat. Fiir komplette ARTEMIS-
Defekte konnte dies bisher noch nicht beschrieben werden. Vor diesem Hintergrund wurde
in der vorliegenden Arbeit vor allem nach hypomorphen bzw. aktivititssteigernden Muta-
tionen in DCLREIC gesucht. Die Hypothese, dass aktivitdtsvermindernde Mutationen zur
Anhdufung unpaarer, offener und geschnittener 5°- oder 3‘-DNA-Enden fiihrten, kann
nicht mehr uneingeschrinkt vertreten werden. In Untersuchungen mit Mausmodellen konn-
te zwischenzeitlich gezeigt werden, dass in den Lymphozyten mit der hypomorphen AR-
TEMIS-Variante eben nicht die un-paaren, offenen DNA-Enden, sondern durch Hairpin
verschlossene Coding-Enden akkumulieren (Jacobs et al., 2011). Da von einer undetek-
tierbaren Menge an offenstehenden Uberhiingen die Sprache ist, kann jedoch davon ausge-
gangen werden, dass die wenigen, unter Umstéinden nicht detektierten Uberhinge bereits
ausreichen, um die krebsausldosenden Chromosomen-Translokationen zu bewerkstelligen.
Die im Rahmen dieser Arbeit aufgestellte Hypothese zum Mechanismus der Leukdmie-
/Lymphomentstehung durch hypomorphe ARTEMIS-Varianten wird damit durch die Un-

tersuchungen in dieser Arbeit nicht widerlegt.

In der Analyse der vorliegenden Leukidmie-/Lymphomproben wurden lediglich heterozy-
got auftretende SNPs auffillig. Weitere bisher unbeschriebene Mutationen, die zum Bei-
spiel zur Verkiirzung des Proteins, zur funktionellen oder generellen Null-Allelie fiihren,
waren nicht auffindbar. Den SNPs, bei welchen ein Aminosdurenaustausch stattfindet,
wurde erhohte Aufmerksamkeit zuteil, da eine Aktivititsinderung von ARTEMIS erwartet
werden konnte. SNPs, welche keinen Aminosdurenaustausch mit sich zogen, wurden nicht
weiter beachtet, obgleich diese z. B. Einfluss auf die Prozessierung der mRNA haben
konnten (Hunt ef al., 2014). Der SNP p.Prol171Arg wurde 27-mal detektiert und macht
somit 6,82 % der insgesamt 396 Allele aus. Dies entspricht ungefahr den Angaben der Da-
tenbank dbSNP (NCBI), nach welcher eine durchschnittliche Allelhdufigkeit von 1,3 % -
17,4 % in verschiedenen Bevolkerungsgruppen zu verzeichnen ist. Der SNP p.Prol71Arg

musste trotz seines hdufigen Vorkommens in den DNA-Proben in den vorliegenden Leu-
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kédmie-/Lymphomproben nicht weiter untersucht werden. Frau Kristin Gebauer hatte be-
reits Analysen beziiglich deren Funktionalitit durchgefiihrt und in ihrer Diplomarbeit mit
dem Ergebnis veroffentlicht und diskutiert (Gebauer, K. 2011).

Woodbine et al. stellten die Behauptung auf, dass die ARTEMIS-Variante p.Prol71Arg in
vitro zur Beeintrachtigung der ARTEMIS-Aktivitit fithrt (Woodbine et al., 2010). Dieser
SNP kam heterozygot in einem SCID-Patienten zum Vorschein. In Zellen des Patienten
zeigten sich Defekte in der DSB-Reparatur, zudem war eine erhdhte Strahlensensitivitat
der Fibroblasten nachweisbar. Im Vergleich zum WT-ARTEMIS zeigte sich eine um das
dreifach verringerte Nukleaseaktivitit im in vitro Nuklease-Assay. Transparent wurde,
dass diese ARTEMIS-Variante daher bei monoallelischer Expression zum Immundefekt
im Erwachsenenalter fiihrt.

Die von Woodbine et al. vermutete hypomorphe Aktivitit des Polymorphismus wurde von
Frau Gebauer in Bezug auf einen mdglichen Einfluss auf die V(D)J-
Rekombinationseffizienz widerlegt. Beziiglich der in dieser Arbeit ausserdem vorgefunde-
nen ARTEMIS-Variante p.Gly153Arg konnte Frau Gebauer ebenfalls eine Normaleffizi-
enz im V(D)J-Rekombinations-Assay ermitteln. Der SNP p.Gly153Arg war 10-mal jeweils
heterozygot nachzuweisen und hat somit einen Prozentanteil von ca. 2,52 % an allen hier
vorliegenden Proben. In der Datenbank dbSNP (NCBI) war dieser SNP mit einer Allelhdu-
figkeit von 0,0 - 4,5 % in verschiedenen Bevdlkerungsgruppen angegeben.

Es wurden in dieser Arbeit fiir alle SNPs stets heterozygote Vererbungssituationen vorge-
funden. Dies bedeutet, dass selbst bei einer hypomorphen Aktivitit der jeweiligen ARTE-
MIS-Variante in der Regel neben dem betroffenen Allel auch ein gesundes exprimiert wer-
den wiirde. Es miisste durch molekulare Mechanismus die Ausschaltung des gesunden
Partner-Allels anfallen, um zum Beispiel die Grundlage der in der Literatur beschriebenen
Reduktion der V(D)J-Rekombinationseffizienz geltend zu machen (Jacobs et al., 2011).
Eine Moglichkeit wiére eine zu den Polymorphismen in derselben Probe hinzukommende
weitere Mutation, wie zum Beispiel bei einer Compound Heterozygotie.

In Probe H53 liegt neben dem heterozygot erscheinenden SNP p.Prol71Arg auch hetero-
zygot der SNP p.Gly153Arg vor. An dieser Stelle sind, abhéngig von der Verteilungsart
der SNPs auf die beiden Allele, zwei verschiedene Ausgangssituationen zu iiberdenken.
Wiirde der Fall eintreten, dass sich beide SNPs auf einem Allel befdnden, wiren zwei aus-
getauschte Aminosduren im selben Protein vorzufinden. Dabei kann von einer moglichen
verdnderten Interaktion aller Aminosduren im Protein ausgegangen werden, was eine Ter-
tidrstrukturveranderung zur Folge haben konnte. Beide Aminoséduren sind phylogenetisch

konserviert und in der Nahe zueinander lokalisiert. Bei beiden SNPs werden Aminosiuren
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mit unpolaren Seitenketten durch die basische Aminosdure Arginin ersetzt. Diese reagiert
hingegen hydrophil. Beispielhaft konnen hierdurch neue Wasserstoffbriicken oder durch
Ladungsverschiebungen verdnderte Interaktionen entstehen, welche eine zunehmende Ak-
tivitdtsdnderung dieses ARTEMIS-Proteins bedingen. Dies konnte die Hypothese dieser
Arbeit bestétigen und ursichlich fiir vorliegende Krebserkrankung in der betreffenden Pro-
be sein.

Eine verdnderte Tertidrstruktur kann jedoch zu den verschiedensten Auspriagungsformen -
von keiner Verdnderungsmanifestation in der V(D)J-Rekombinationseffizienz bis hin zum
volligen Funktionsverlust - fiihren. Die daraus resultierende Konsequenz ist zudem abhén-
gig von der Qualitit des ARTEMIS-Proteins, welches durch das zweite Allel exprimiert
wird. Bei einer Aktivititseinschrinkung des verdnderten Proteins konnte dies durch das
zweite Allel und daraus exprimierte intakte ARTEMIS-Protein kompensiert werden. Dies
trifft natiirlich nur dann zu, wenn das gesunde Allel exprimiert werden kann.

Fiihren die ausgetauschten Aminoséuren zu keinem Effekt im Protein selbst, sollte den-
noch auch an eine mogliche verdnderte Interaktionsfahigkeit dieser ARTEMIS-Varianten
auf Inter-Protein-Ebene gedacht werden. ARTEMIS liegt, nach neuen Erkenntnissen, in
Dimeren vor (miindliche Ubermittlung durch Frau Dr. Doris Niewolik, Abteilung
Dr. Schwarz des Instituts fiir Transfusionsmedizin). Unbekannt ist, inwiefern sich eine
fehlerhafte Dimerisierung auf die Aktivitét in der V(D)J-Rekombinationseffizienz auswir-
ken wiirde. Es wére jedoch mdglich, dass auch hieraus Veranderungen resultieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die beiden SNPs auf zwei verschiedenen
Allelen verteilt zu finden sind. Folglich liegen zwei verschiedene ARTEMIS-Varianten
nebeneinander vor. Der im Falle der beiden SNPs p.Glyl153Arg und p.Prol71Arg jeweils
getrennt durchgefiihrte V(D)J-Rekombinations-Assay sagt nichts iiber den Zustand der
Dimerisierungsfahigkeit der beiden verschiedenen ARTEMIS-Varianten untereinander
aus. Beziiglich der intermolekularen Interaktionsfahigkeit bedeutet dies unter Umstédnden
eine bisher unbekannte Einflussnahme. Hierzu miissten die fiir die Interaktion bedeutenden
Aminoséduren genau identifiziert werden. Zudem wéren weitere Untersuchungen beziiglich
der Funktionalitdt beider ARTEMIS-Varianten nebeneinander vorliegend durchzufiihren.
Eine tatsidchliche Aussage, inwiefern die V(D)J-Rekombinationseffizienz unter Umstédnden
in dieser Probe beeinflusst sein konnte, wire durch ein V(D)J-Rekombinations-Assay
moglich. Hierfiir miisste allerdings ein V(D)J-Rekombinations-Assay zum Einsatz kom-
men, in dem beide ARTEMIS-Varianten nebeneinander vorliegen wiirden. Im Falle einer

fehlerhaften Interaktion zwischen den zwei Mutantenproteinen wiirde dies gegebenenfalls
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als Aktivititsinderung im V(D)J-Rekombinations-Assay, mit beiden ARTEMIS-Varianten
gleichzeitig im gleichen Versuchsanasatz vorliegend, detektierbar sein.

Insgesamt ist diese Fragestellung auf alle bisher einzeln untersuchten heterozygot vorlie-
genden SNPs anzuwenden. Stets finden sich hierbei zwei verschiedene ARTEMIS-
Varianten nebeneinander vor. Das Dimerisierungsverhalten konnte dadurch von dem Fall
zu unterscheiden sein, in dem ausschliefllich der ARTEMIS-WT in einem Individuum an-
zutreffen ist.

AuBer in Probe H53 konnte keine weitere Compound Heterozygotie-Konstellationen aus-
findig gemacht werden. Neben der Begriindung, dass tatsdchlich keine weiteren Mutatio-
nen existieren, seien hier verschiedene Optionen der fehlenden Auffindung von Mutatio-
nen zu diskutieren:

Zum einen konnten sich, wie bereits erwéhnt, zusétzliche Mutationen in einem der nicht im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Exons befinden. Die Relevanz von moglichen Mutati-
onen in den anderen Exons wurde bisher noch nicht untersucht und schien in den bisher
untersuchten Erkrankungsfillen, in denen jeweils alle Exons von ARTEMIS untersucht
wurden, keine krankheitsauslosende Mutation zu beherbergen. Wie es sich hierbei mit der
Karzinomentwicklung verhélt, konnte ebenfalls noch nicht postuliert werden.

Weitere unentdeckte Mutationen konnten sich zudem in den Introns befinden, die unter
Umstidnden zu anschlieBenden SpleiBaberrationen fiihren wiirden. In dieser Arbeit wurden
jeweils nur die ersten zehn Nukleotide des Introns zu beiden Flanken des jeweiligen Exons
auf ihre Korrektheit tiberpriift.

Eine weitere Option wiren ebenfalls hier nicht untersuchte Promotormutationen, die zu
reduzierten, fehlenden oder einem Ubermall an ARTEMIS-Proteinen fiihren konnten.
Insgesamt besteht die Mdglichkeit, in Zukunft noch weitere Untersuchungen an vorliegen-

den Proben vorzunehmen, vorausgesetzt, dass ausreichend Probenmaterial vorliegt.

In der Probe H56 wurde der Polymorphismus p.Ser320Cys heterozygot aufgefunden. Die-
ser SNP wurde im 1000-Genom-Projekt untersucht (afrikanische, gemischt amerikanische,
ostasiatische, europdische und siidasiatische Bevolkerungsgruppen) und ergab eine
28-malige Registration des SNPs in insgesamt 2154 Allelen, was einen Prozentanteil in der
dort verwendeten Population von etwa 1,3 % ausmacht (Ergebnis auch aufgefiihrt in der
dbSNP, NCBI Datenbank). In der Phylogenese wurde die Konservierung der Aminosdure
Serin an Stelle 320 im ARTEMIS-Protein betrachtet, um einen ersten Hinweis auf die Be-
deutung der Aminosdure Serin an dieser Position zu erhalten. Hieraus ist auch ein Riick-
schluss auf eine mogliche wichtige Funktionalitit dieser Aminosédure im ARTEMIS-

Protein mdglich. Anhand des Vergleiches der Aminosdurensequenzen verschiedener Ver-
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tebraten ist festzustellen, dass der Bereich um Aminosdure 320 in der Phylogenese hoch
konserviert ist. So ist die Aminosdure 320 in beispielhaft acht miteinander verglichenen
Vertebraten (Mensch, Schimpanse, Wolf, Hausrind, Hausmaus, Wanderratte, Haushuhn
und Zebrafisch) ebenfalls ein Serin, weshalb diese Aminosdure an dieser Position fiir die
Struktur sowie Funktion vom ARTEMIS-Protein von Bedeutung sein kdnnte. Diese AR-
TEMIS-Variante wurde beziiglich einer Aktivititsinderung im ARTEMIS-Protein in der
Literatur bisher noch nicht beschrieben. Die Frage, inwiefern ein Cystein an Position 320
zu einem moglichen Aktivitdtszuwachs oder -verlust der vorliegenden ARTEMIS-Variante
fiihrt und dadurch an der Tumorentstehung im betreffenden Patienten beteiligt sein konnte,
muss in weiterfiihrenden Untersuchungen, wie z.B. V(D)J-Rekombinationsassays geklart
werden.

Die Aminosdurestelle 320 in ARTEMIS befindet sich im B-CASP-Motif, welches fiir die
Bindung des ARTEMIS-Proteins an die Nukleinsédure von Relevanz ist. Ein Austausch
einer Aminosdure an dieser Stelle konnte daher durch Tertidrstrukturverdnderung des Pro-
teins zu einer verdnderten Interaktion zwischen ARTEMIS und der Nukleinsdure fiihren.
Durch  die  verringerte  Bindungskapazitit ist eine  reduzierte  V(D)J-
Rekombinationseffizienz sowie Kapazitit zur Reparatur von DSB denkbar. Ein hingegen
erhohtes Bindungsbestreben von ARTEMIS an die Nukleinsdure konnte bewerkstelligen,
dass ARTEMIS nicht nur an DNA-Enden in Ndhe von DSB, sondern unspezifisch an
DNA-Stringe bindet. Folge wire moglicherweise ein vermehrtes und auch ungerichtetes
Schneiden der DNA. Beide Fille wiirden die in dieser Arbeit bearbeitete Hypothese fiir
den Mechanismus der Malignomentstehung durch DCLRE [ C-Mutationen stiitzen.
BekanntermaBen ist der hier untersuchte Patient fiir den Polymorphismus p.Ser320Cys
heterozygot. Dies fiihrt daher lediglich zu einer 50%igen Anteil des Proteins mit dem be-
treffenden SNP. Das bedeutet, dass neben dem betroffenen Protein mit eingeschrénkter
Funktionalitdt vermutlich zum gleichen Anteil das ARTEMIS-WT-Protein exprimiert
wird. Der von Woodbine et al. entdeckte heterozygot vorliegende Polymorphismus
p.Prol71Arg fiilhrt zum Beispiel lediglich bei monoallelischer Expression zur Reduktion
der V(D)J-Rekombinationseffizienz, die die Erkrankung auslost. Beziiglich der Auswir-
kung auf die Aktivitit einer heterozygoten Expression der ARTEMIS-Variante
p.Prol71Arg, bestehen in der Literatur bisher noch keine Aussagen. Ein Verlust zum Bei-
spiel von ca. 10 % der V(D)J-Rekombinationseffizienz scheint, unabhingig von der ur-
sdchlichen ARTEMIS-Mutation, ohne Konsequenz fiir die gesunde B- und T-
Zellentwicklung zu sein. Diese Aussage kann angesichts gesunder Eltern bei SCID-

betroffenen Patienten getroffen werden, die nur heterozygote Trager der jeweiligen AR-
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TEMIS-Mutation sind. Sichere Angaben beziiglich dieser Annahme kdnnen jedoch erst
vorgenommen werden, nachdem Langzeitdaten {iber den Gesundheitszustand betroffener
Eltern vorliegen und wenn sich auch nach ldangerer Zeit in diesen keine Malignome entwi-

ckelt haben.

Als Ausblick wire zunichst zu iiberpriifen, ob in der vorliegenden und untersuchten Probe
H56 nur das Polymorphismus-tragende Allel abgelesen und in Protein umgesetzt wird oder
ob beide Allele zur Protein-Expression beféhigt sind. Dies ist aus methodischen Griinden
allerdings nicht mdglich, da keine RNA aus dieser Probe verfiigbar ist.

Desweiteren wire die Uberpriifung der Aktivitit des Polymorphismus p.Ser320Cys anhand
zum Beispiel des V(D)J-Rekombinations-Assays von Interesse.

Bei den durch den V(D)J-Rekombinations-Assays analysierten Aktivitdten handelt es sich
allerdings stets nur um Niherungswerte. Eine genaue Aussage iiber die in vivo V(D)J-
Rekombinationseffizienzen und vor allem tiber die Qualitit der V(D)J-Rekombination lie-
e sich aus dieser Untersuchung nicht treffen:

Wihrend eines in vitro durchgefiihrten V(D)J-Rekombination-Assays kdme eine Situation
zustande, in der eine absolute Uberexpression der notwendigen RAG- und ARTEMIS-
Proteine durch das Einbringen von Expressionsplasmiden in die Zellen induziert wird. Im
Vergleich hierzu liegt in vivo eine geringere Protein-Konzentration vor. Demzufolge ist in
vivo von einer zusitzlich geringeren V(D)J-Rekombinationsaktivitit auszugehen als im
V(D)J-Rekombinations-Assay detektiert werden konnte. Die genaue Restaktivitdt der un-
tersuchten ARTEMIS-Variante liefle sich daher nur abschétzen. Hinzu kommt, dass durch
den in vitro durchgefiihrten V(D)J-Rekombinations-Assay eine quantitative, aber nicht
qualitative Aussage iliber die Situation wihrend der V(D)J-Rekombinationsaktivitit ge-
macht werden kann. Auf dem Stand eines durchgefiihrten V(D)J-Rekombinations-Assays
konnen molekulare Vorgénge, wie zum Beispiel moglicherweise unsauberes Schneiden der
DNA-Uberhinge, ein funktionelles ,,gain of function® der untersuchten ARTEMIS-
Variante p.Ser320Cys oder ein verdndertes Dimerisierungsverhalten dieser ARTEMIS-
Varianten, nicht sicher beurteilt oder ausgeschlossen werden. Weitere Analysen, wie zum
Beispiel eine Betrachtung der Haarnadelstrukturen nach Prozessierung durch die vorlie-
gende ARTEMIS-Variante p.Ser320Cys, wiirde mehr Einblick in die moglichen qualitati-
ven molekularen Verdnderungen bei Expression dieser ARTEMIS-Variante ergeben. Die
verkniipften DNA-Enden konnten auf dem Substratvektor durch Sequenzierung in ihrer

Qualitét analysiert werden.
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Ein weiteres molekulares Kriterium, welches Einfluss auf die Funktionalitdt dieser AR-
TEMIS-Variante haben konnte, zeigt sich dahingehend, inwiefern das veridnderte Protein in
vivo befdhigt ist, in den Zellkern einzudringen. Die V(D)J-Rekombination finde im Zell-
kern der Progenitoren der B- und T-Lymphozyten statt, weshalb auch ARTEMIS dort vor-
liegen muss. Mogliche Konformationsdnderungen durch den Aminosdurenaustausch konn-
ten bei der Migration in den Zellkern hinderlich oder auch forderlich werden. Auch hierzu
wéren weitere Untersuchungen anzudenken. Die einfachste Form der subzelluldren Lokali-
sierung von ARTEMIS st bisher aufgrund noch fehlender -einsetzbarer
ARTEMIS-Antikorper nicht durchfiihrbar. Zur Detektion in vivo sind die Produktion eines
ARTEMIS-(E)GFP-Fusionsproteins und die anschlieende Detektion und Lokalisation des
(E)GFPs denkbar. Auch hier ist allerdings zu bertiicksichtigen, dass die Aussage iiber das
tatsdchliche Verhaltensmuster beziiglich der Kernmigration durch die Fusion zweier Prote-
ine und die daraus resultierende Interaktion beeinflusst sein konnte.

Diese und weitere Betrachtungen zur Einschitzung der Aktivitit beziehen sich nicht nur
auf den Polymorphismus p.Ser320Cys, sondern sind auf alle in dieser Arbeit erwdhnten
Polymorphismen  (p.Glyl53Arg, p.Prol71Arg) anwendbar. Eine im V(D)J-
Rekombinations-Assay detektierte nur geringe Aktivitdatsdnderung ist im Hinblick auf die
daraus resultierende tatsdchliche Auswirkung auf eine mogliche Krebsentstehung nicht
aussagekriftig genug. Die aufgefiihrten molekularen Vorginge konnten groflere Auswir-
kungen auf die in vivo V(D)J-Rekombinationseffizienz und somit Krebsentstehung haben,

als durch die in vitro gemessene V(D)J-Rekombinationseffizienz detektiert wird.

Es konnte in den 198 Leukdmien und Lymphomen keine Verdnderung im DCLRE1C-Gen
detektiert werden, die eine eindeutige Aussage beziiglich der Beteiligung an der Leukémie-
/Lymphom-Entstehung zuldsst. Erkldrungsansdtze fiir die in dieser Arbeit vorliegenden
Resultate wiren zum einen die fehlende Beteiligung von ARTEMIS-Mutationen an der
Krebsentstehung. Zum anderen konnten die zur Analyse verwendeten Tumor-Subklassen
nicht passend gewdhlt worden sein.

Ergebnisse verschiedenster Arbeitsgruppen konnten bereits eine mdgliche fehlende Betei-
ligung von ARTEMIS-Mutationen an der Leukdmie-/Lymphomentstehung widerlegen.
Demnach kann durchaus mit einer Beteiligung von ARTEMIS bei der Entstehung mancher
Malignome gerechnet werden (Jacobs et al., 2011, Moshous et al., 2003; Zhang et al.,
2012; Leeksma et al., 2017).

Beziiglich der Tumor-Subklassen ist zu beachten, dass es sich bei den hier verwendeten

Proben um eine Zusammenstellung verschiedener Tumoren handelt. Bisher wurden im
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Mausmodell hypomorphe ARTEMIS-Mutationen mit Pro-B-Zell-Lymphomen und T-
Lymphome assoziiert. In Patienten mit hypomorphen ARTEMIS-Mutationen und einer
TovBlo%_Zell-Konstellation wurden hingegen Ebstein-Barr-Virus (EBV)-assoziierte B-
Lymphome gefunden. Zhang et al. identifizierten eine somatische ARTEMIS-Mutation in
einer T-ALL und Leeksma et al. vermuteten einen Zusammenhang zwischen ARTEMIS-
Mutationen in der Keimbahn und der Entwicklung von diffusen groBzelligen B-Zell-
Lymphomen (Zhang et al., 2012; Leeksma et al., 2017). Zudem konnte in SCID-
Schweinemodellen, die auf ARTEMIS-Mutationen beruhen, die Enstehung von T-
Lymphomen, einer Leukédmie sowie eines Nephroblastoms in den Empfangertieren beo-
bachtet werden (s.0., Powell ef al., 2017).

Die 198 Proben dieser Arbeit entstammen ebenfalls einer heterogenen Gruppe an Leuka-
mien bzw. Lymphomen. So sind MALT- und diffus grofBzellige B-Zell-Lymphome,
Burkitt-Lymphome, ALL und Hodgkin-Lymphome enthalten. Des Weiteren waren Proben
mit der Bezeichnung ,,.Lymphom* vorhanden, die nicht weiter spezifiziert sind und bei
denen nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich um die selteneren T-Lymphome
sowie Pro-B-Zell-Lymphome handelt. In Anbetracht der fiir die Entstehung zu Grunde
liegenden Pathophysiologie der hier vorliegenden Leukédmie-/Lymphomproben war eine
genaue Untersuchung auf ARTEMIS-Mutationen in den vorliegenden Proben durchaus
gerechtfertigt:

Die ALL (Prd-B-Zell-Leukdmie) reprisentiert 70 % aller ALL. Die Translokationen
t(12;21) (p13;922), t(9;22) (q34;q11) BCR-ABL und t(1;19) (q23;p13) sowie mitunter die
Transolkationen von 8q24 MYC-IgH, 14q11 TCRao und 7q35 TCRp, fiihren zu deren Ent-
stehung.

In MALT-Lymphomen konnten bereits die Translokationen t(1;14), t(3;14), t(11;18) sowie
t(14;18) analysiert werden (Murga Penas et al., 2003; Streubel et al, 2003; Willis et al.,
1999). Murga Penas ef al. konnten in MALT-Lymphomen mit genannter Translokation
t(14;18) beweisen, dass beziiglich des Bruchpunktes im /GH-Lokus fehlerhafte Vorgénge
in der V(D)J-Rekombination verantwortlich zu machen sind (Murga Penas et al., 2010).
Dies impliziert, dass dieser Vorgang auch fiir die Translokationen t(3;14) und t(1;14) be-
ziiglich Chromosom 14 zutreffend sein konnte. In einer Analyse der genauen Translokatio-
nen in Miusen, die durch eingebrachte hypomorphe ARTEMIS-Mutation P70 (= p53 ™)
ein Pro-B-Zell- Lymphom entwickelten, konnten ebenfalls mitunter Translokationen zwi-
schen Chromosom 1 und 14 ausgemacht werden (Jacobs et al., 2011). Nachdem die

IGH-Lokus-Bruchpunkte méglicherweise durch einen NHEJ-Defekt innerhalb der V(D)J-
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Rekombination ausgeldst wurden, ist nicht auszuschlieBen, dass ein defektes oder fehlen-
des ARTEMIS-Protein die Ursache hierfiir sein konnte.

30 % der Burkitt-Lymphome sind mit dem EBV assoziiert. Moshous et al. berichteten
2003 ebenfalls iiber eine EBV-Assoziation der Lymphome in zwei Patienten mit den hy-
pomorphen ARTEMIS-Varianten p.Prol71Arg. Den in Burkitt-Lymphomen am hiufigsten
gefundenen drei Translokationen t(8;14)(q24;q32) - in ca. 85 % der Fille, t(8,22)(q24;q11)
- in ca. 10 % der Félle - und t(2;8)(p11;q24) - in ca. 5 % der Fille - ist zudem gemeinsam,
dass dabei das MYC-Gen in die Ndhe von Immunglobulin-Genen gelangt. Diese befinden
sich in der schweren Immunglobulin-Kette auf Chromosom 14 oder der Leichtkette kappa
auf Chromosom 2 oder lambda auf Chromosom 22.

In grof3zelligen follikuldren B-Lymphomen ist ebenfalls zu 90 % eine Translokation aus-
findig zu machen, die zu der Translokation t(14;18) und somit der Fusion des /GH-Lokus
und dem BCL2-Lokus fiihrt. Diese Tumorsubklassen lassen sich daher moglicherweise
ursdchlich auf Fehlfunktionen innerhalb des Mechanismus der V(D)J-Rekombination zu-
riickfiihren.

Insgesamt sind in den meisten Leukdmie- und Lymphomsubklassen Translokationen ein
Erklarungsansatz fiir die Entstehung der Erkrankung, da auch Translokationen und
genetische Instabilitdt als Folge von ARTEMIS-Mutationen und somit Krebsausloser an-
gesehen werden (Moshous et al., 2003).

Im Rahmen dessen ist es denkbar, weitere Untersuchungen an anderen Leuk&dmie- und vor
allem Lymphomklassen auf ARTEMIS-Mutationen durchzufiihren. Eine Stichprobe von
198 Proben erscheint ausreichend grof3, um Aussagen beziiglich der in dieser Arbeit aufge-
stellten Hypothesen treffen zu konnen. Dennoch konnte unter Umstdnden eine zusitzliche
Anzahl an Leukdmie-/Lymphomproben untersucht werden, um die Stichprobenzahl und
somit die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, die vermuteten Auffilligkeiten im DCLREIC-

Gen ausfindig zu machen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten 198 genomische DNAs (Desoxyribonukleinsiduren) aus Leukédmie-
/Lymphomproben auf Mutationen im DCLRE[C-Gen (ARTEMIS) untersucht werden. Der
Hintergrund dieser Untersuchung liegt in der bedeutenden Rolle, die ARTEMIS in der
V(D)J-Rekombination sowie dem Non-Homologous End-Joining (NHEJ) beim Menschen
als Endo- und Exonuklease einnimmt.

Es wurden zwei verschiedene Hypothesen aufgestellt, auf die das Augenmerk in den
durchgefiihrten Untersuchungen gerichtet wurde. Die erste Hypothese vertritt die Annah-
me, dass aufgrund einer erworbenen aktivititssteigernden Mutation im Gen vermehrtes
Schneiden genomischer DNA-Stréinge vonstattengeht und dadurch unphysiologisch DNA-
Strange aneinander ligiert werden. Die zweite Hypothese geht vom Vorliegen zur Hy-
pomorphie fiihrenden Mutationen aus, die ein unvollstindiges Offnen von DNA-Hairpins
im Prozess der V(D)J-Rekombination nach sich ziehen und in der Konsequenz ebenfalls in
unphysiologischen Ligationen von DNA-Enden resultieren konnten. Beide Fille konnten
somit chromosomale Verdnderungen zur Folge haben, die an der Genese der vorliegenden
Lymphome und Leukédmien beteiligt sein konnten. Aus diesem Grund wurden die Amplifi-
zierung und Sequenzierung ausgewdhlter Exons des DCLREIC-Gens (ARTEMIS) aller
vorliegenden 198 Proben durchgefiihrt und auf Mutationen untersucht:

In dieser Arbeit wurden fast ausschlieBlich SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) vor-
gefunden, die in der Literatur bereits beschrieben wurden. Zudem lagen die SNPs stets nur
heterozygot vor. Die am héufigsten reprasentierten SNPs p.Prol71Arg und p.Glyl153Arg
zeigten in der Vergangenheit bereits Normaleffizienz in der TUberpriiften V(D)J-
Rekombination. Die SNPs, die keinen Aminosdurenaustausch bedingten, fanden im Rah-
men dieser Arbeit keine weitere Beachtung. Einmalig konnten zwei verschiedene SNPs in
einer Probe vorliegend verzeichnet werden, die jeweils zu einem Aminosidurenaustausch
im Protein fiihren. Mit Plasmiden wurden die SNP-beinhaltenden Sequenzen beider Allele
in Escherichia coli-Bakterien transformiert, kloniert, amplifiziert und sequenziert. Dabei
zeigte sich, dass sich die SNPs nicht gemeinsam auf einem Allel befinden. Weitere Unter-
suchungen wurden somit obsolet. Einmalig wurde der SNP p.Ser320Cys vorgefunden. In
der vorliegenden Probe lag diese ARTEMIS-Variante nur heterozygot vor. Uberpriifens-
wert wire, ob das zweite gesunde Allel in der vorliegenden Probe abgelesen wird oder ob
eine funktionelle Monoallelie vorliegen konnte. Ausserdem erscheint die Aminosdure Se-
rin an Stelle 320 hoch konserviert, weshalb weiterfiihrende Testungen, wie zum Beispiel

die Uberpriifung der Funktionalitit dieses SNPs, interessant sein wiirden.
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