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Kurzreferat

Das Kélteschock Y-box binding Protein 1 partizipiert in der Tumorzelltransformation und
vermittelt invasives Zellwachstum. Es ist unbekannt ob sich eine Autoimmunantwort gegen
tumords verdndertes humanes YB-1 mit posttranslationalen Proteinmodifikationen oder
Prozessierungen entwickelt. Es wurde eine systematische Analyse beziiglich einer
Autoantikorperformation gegen Konformations- sowie lineare Epitope des Proteins
durchgefiihrt. Rekombinante Volllingen- und gekiirzte Proteine aus prokaryoten und
eukaryoten Zellen wurden generiert. Die Charakterisierung offenbarte eine spontane
Proteinspaltung, vornehmlich im prokaryoten Protein. Autoantikdrper gegen prokaryotes,
aber nicht eukaryotes YB-1 Protein wurden sowohl in den gesunden Kontrollprobanden als
auch Tumorpatienten detektiert. Eine Kartierung von immunogenen Konformationsepitopen
wurde mit gekiirzten aus prokaryoten abgeleiteten humanen GST-YB-1 Proteinen
durchgefiihrt und lieferte verschiedene Residuen im N- und C-terminalen Proteinabschnitt.
Die Verwendung eines Peptid-Arrays, mit sich konsekutiv tiberlappenden Oligopeptiden mit
jeweils 15 Aminosduren Lidnge, zeigte 6 unterschiedliche antigene Regionen in
Tumorpatienten, jedoch mit geringerem Ausmaf} in den Kontrollprobanden. SchlieBlich wurde
ein Proteinspaltungsansatz mit rekombinantem pro- und eukaryotem humanen YB-1 Protein
durchgefiihrt. Es entstand ein unterschiedliches Spaltungsmuster, das sich verzogert mit den
Seren von Tumorpatienten zeigte. Zusammenfassend entwickelt sich eine spezifische
Autoimmunantwort gegen humanes YB-1 Protein in Tumoropatienten mit Autoantikorper, die

gegen lineare - und Konformationsepitope gerichtet sind.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1  Autoimmunitit als Krankheitsmechanismus

Das Immunsystem stellt ein komplexes Netzwerk mit Interaktionen verschiedener Organe,
Zellen und Molekiile dar, welches iibergeordnet dem Schutz des Korpers und Erhalt seiner
Funktionen dient (Parkin et Cohen, 2001). Durch eine Reihe spezialisierter Zellen werden dabei
sowohl korperfremde (z.B. Mikroorganismen, Parasiten) als auch korpereigene Substanzen
(Verletzungen, Tumorzellen) entfernt (Yatim et Lakkis, 2015). Ist die Unterscheidung von
korpereigenen und -fremden Strukturen durch das Immunsystem gestort, richtet sich die
Reaktion der Immunzellen, vorrangig B- und T-Zellen, gegen korpereigene, gesunde
Strukturen (Autoimmunitit) und hat einen Krankheitswert (Petersone et al., 2018).

Parameter, die das Immunsystem beeinflussen, sind u.a. der genetische Hintergrund,
Umweltfaktoren, das Geschlecht und die Immunregulation. Autoimmunitit ist per se nicht
krankhaft (pathologisch), sondern trigt auch im gesunden Organismus zum
Immungleichgewicht bei (Cabral-Marques et al., 2018). Erst die Deregulierung der

EinflussgrofBen, akut oder chronisch, fiihrt zur Entstehung einer Erkrankung.

Autoimmunitdt bei dem systemischen Lupus erythematodes.

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) gilt als ein Prototyp einer Autoimmunerkrankung,
bei der es zur Fehlregulation mehrerer Komponenten des Immunsystems kommt. SLE ist eine
Multiorganerkrankung (v.a. Niere, Haut, Blut, Gehirn) und tritt gehduft bei Frauen im
gebarfiahigen Alter auf (Inzidenz von 20-150 pro 100.000) (Tsokos et al., 2011). Klinisch
kennzeichnet den SLE eine chronische Entziindung an Haut, Gelenken, Nervensystem und den
inneren Organen (Tsokos et al., 2011). Die zentralen Merkmale der Erkrankung sind hohe Titer
von Autoantikdrpern, welche auch diagnostisch eine wichtige Rolle spielen. Diese richten sich
beim SLE meist gegen doppelstringige DNA (dsDNA), Zellkernstrukturen (Anti-nukleére
Antikorper, ANA), den Komplementfaktor C1q oder Nukleosomen (DNA-Protein-Komplexe)
(Ahmadpoor et al., 2014).

Antikorper sind hochspezifische Glykoproteine, welche von B-Zellen und Plasmazellen
gebildet werden. Sie stellen mit bis zu 20% einen wichtigen Teil der Plasmaproteine dar.
Antikorper bestehen aus jeweils zwei schweren und zwei leichten Ketten, welche iiber
Disulfidbriicken (Schwefelbindungen) miteinander verbunden sind. Die schweren Ketten
bestimmen die Funktion und Immunglobulin-Untergruppen (IgA, IgM, IgD, IgE und IgQ).

Zusammen mit den hypervariablen Regionen der schweren Ketten bilden die leichten Ketten

1
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die Antigenbindungsstelle (Paratop, siche Abbildung. 1.1) (Varela et Tomlinson, 2015;
Vidarsson et al., 2014). Ein Antigen bezeichnet dabei eine Struktur, die durch einen Antikdrper
gebunden wird.

Einen entscheidenden Einfluss auf Autoimmunerkrankungen wie den SLE haben T-Zellen, da
sie B-Zellen aktivieren und zur Antikorperproduktion anregen sowie einen Isotypenwechsel
von IgM- auf IgG-Antikorper induzieren (Zhang et al., 2015).

Der Isotypenwechsel stellt einen bedeutenden Schritt in der Entstehung autoimmuner
Erkrankungen dar, da v.a. IgG-Autoantikorper itiberschieBende autoimmune Entziindungen
hervorrufen. Ausloser der entziindlichen Reaktionen sind direkte Interaktionen der
Autoantikorper mit Effektormolekiilen, Rezeptoren oder Antigen-Antikorper-Ablagerungen im
Gewebe (Vidarsson et al., 2014).

Dieser entziindliche Prozess ist dynamisch und wird erst bei Uberschreiten eines Grenzwertes
manifest. Wihrend der vorklinischen Phase breiten sich die wenigen erkannten Epitope (vom
Antikorper erkannte Aminosduren) auf dem Zielmolekiil aus. Dieser als epitope spreading
bekannte Prozess dient normalerweise der effektiveren Bekdmpfung von Pathogenen.
Réumliche Néhe der Epitope, die Proteinprozessierung oder die Freilegung verborgener
Epitope des Antigens sind flir den Progress verantwortlich (Monneaux et Muller, 2002;
Sokolove et al., 2012).

Die Detektion von Autoantikérpern kann in Bezug auf Erkrankungen eine elegante Methode
zur Diagnosefindung vor der klinischen Manifestation darstellen. Weiterhin bieten sie die
Moglichkeit, die Erkrankung néher zu klassifizieren bzw. auch Subtypen bei den Erkrankungen
zu unterscheiden. Aulerdem konnen Antikdrper bei einigen Erkrankungen der Beobachtung
des Therapieverlaufs sowie der Einschidtzung des Riickfallrisikos dienen (Anderson et LaBaer,

2005).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines IgG-Antikorpers und Antigens.

IgG Molekiile bestehen aus jeweils 2 schweren Ketten (VH und CH1-3) sowie 2 leichten Ketten (VL und C1) mit
variablem und konstantem Anteil. Diese sind jeweils iiber Disulfidbriicken (S-S) verbunden. Die schweren Ketten

des antigenbindenden Fragmentes (FAB) sind iiber eine Verbindungsregion (Hinge) mit dem kristallisierbaren
Fragment (FC) verbunden. Das Paratop (Antigenbindungsstelle) wird durch die hypervariablen Teile der schweren

und leichten Kette gebildet (VH und VL) und bindet das Epitop (vom Antikorper erkannte Aminoséuren) des
Antigens. Antigene bezeichnen Strukturen, die durch Antikorper gebunden werden.

1.2 Maligne Tumoren

Tumore (Geschwulste) bezeichnen Erkrankungen, die durch eine Gewebsvermehrung auf
Grundlage abnormer Zellvermehrung duBerlich in Erscheinung treten konnen. Sie werden in
gutartig (benigne) und bosartig (maligne) unterteilt und konnen in jedem Organsystem
auftreten. Maligne Neoplasien bilden in der heutigen Gesellschaft eine der hiufigsten
Todesursachen weltweit (Lindsey et al., 2016). Allerdings manifestieren sich diese klinisch
héufig zundchst mit allgemeinen Symptomen, wie Gewichtsverlust, Blutarmut oder Schwéche.
Erst mit Progression der Erkrankung, d.h. Wachstum und Metastasierung des Tumors, treten
organspezifische Symptome wie z.B. schmerzloser Ikterus, StuhlunregelméBigkeiten oder
Bluthusten auf (Cooley et Siefert, 2016). Allerdings sind Tumorgréfe und
Tumordifferenzierung sowie Lymphknotenbefall und Metastasierung entsprechend des TNM-
Systems mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Weiser, 2018). Therapeutische

MaBnahmen umfassen derzeit konventionelle Chemotherapie oder Hormontherapie,
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tumorspezifische Immuntherapie, Strahlentherapie und operative Eingriffe. Eine friihzeitige
Diagnosesicherung, die bisher nur durch eine Gewebeprobe erbracht werden kann, ist somit der
anzustrebende Ansatz, um den klinischen Ausgang zu verbessern. Bisher etablierte
Tumormarker, die aus dem Serum isoliert werden kdnnen und frithzeitig eine Tumorerkrankung
anzeigen sollen, haben jedoch eine unzureichende Sensitivitdt bzw. Spezifitit. Klinische
Studien legen nahe, dass die etablierten Biomarker mit Autoantikdrpern, frei zirkulierender
Tumor-DNA und Mikro-RNA kombiniert werden sollten, um eine hinléngliche Sensitivitit und
vor allem Spezifitit zu erreichen (Elias et al., 2018).

Spezifische molekulare Kennzeichen von Tumorerkrankungen, die die Basis fiir solche
Forschungsansitze bilden, wurden bereits vor 20 Jahren von Hanahan und Weinberg
beschrieben. Sie umfassten eigenverantwortliches Wachstum, Resistenz gegeniiber Anti-
Wachstums-Signalen, das Umgehen der Apoptose, unbegrenztes Replikationspotential,
Eigenunterhaltung der Angiogenese, invasives Wachstum und Metastasierung (Hanahan et
Weinberg, 2000). Einzigartig fiir maligne Tumoren ist dabei das letztgenannte Kriterium
(Lazebnik, 2010). Im Laufe der Zeit wurden diese Merkmale um die zwei weitere erweitert, der
Neuprogrammierung des Energiemetabolismus und dem Ausweichen der Immunantwort
(Hanahan et Weinberg, 2011). Aktuelle Studien versuchen das Mikromilieu von Tumoren zu
charakterisieren, um tumorspezifische Therapien zu eruieren bzw. tumorspezifische Marker

wie Autoantikorper, Tumor-DNA oder Mikro-RNA zu isolieren (Wang et al., 2018).

1.3  Autoimmunitiit in Tumorerkrankungen

Obwohl Autoimmunitét im Organismus natiirlich vorkommt und grundsétzlich nicht schédlich
ist, existieren eine Vielzahl von  Antikdrper-vermittelten und  -assoziierten
Autoimmunerkrankungen (Avrameas et al., 2018). Aufgrund dessen stellt sich die Frage, wie
es zu Uibersteigerten/ schidlichen Autoimmunreaktionen kommt.

Das Immunsystem unterscheidet stindig zwischen korperfremden und korpereigenen
Strukturen, weshalb einige Komponenten, wie Autoantikdrper produzierende B- und T-Zellen,
wihrend ihrer Reifung einer Selektion unterzogen werden. Das Binden von Antigenen und
Nicht-Binden von Selbst-Antigenen stellt die sogenannte ,,Selbsttoleranz* dar. Zusétzliche
periphere ~ Toleranz- und  Unterdriickungsmechanismen  helfen  {ibersteigerte
Autoimmunphidnomene, wie die Autoantikdrperentwicklung, zu unterbinden. Erst der
permanente Defekt der Immuntoleranz ldsst Reaktionen gegen korpereigene Strukturen
schidlich werden. Ziel des Immunsystems kdnnen dabei exogene und/ oder endogene Antigene
sein. Die Autoantikorper konnen dabei gleich- oder entgegengesetzt wirken, den Rezeptor oder

Liganden verdndern, das Komplementsystem aktivieren oder ohne Effekt sein (Elkon et Casali,
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2008).

Die Entstehung von Autoantikdrpern gegen exogene Autoantigene begriindet sich in der
molekularen Nachahmung von einfallenden Pathogenen, die Proteine mit struktureller
Ahnlichkeit zu kérpereigenen Strukturen exprimieren. Beim rheumatischen Fieber nach
Streptokokken-Infektion oder bei der HTLV-1 Myelopathie richten sich Antikorper aufgrund
von Kreuzreaktivitdten gegen Selbst-Antigene (Levin et al., 2002; Plotz, 2003).

Endogene Autoantigene in Tumorentititen, die zur Autoantikorperproduktion fiihren, sind
bereits vielfach in der Literatur beschrieben. Schon in den 1950er Jahren konnten
Autoantikorper gegen solche Proteine aus dem Serum von Tumorpatienten isoliert werden.
Diese treten teilweise bereits bis zu 5 Jahre vor klinischer Manifestation auf und besitzen somit
das Potential einer frithzeitigen Tumorerkennung (Macdonald et al., 2017). Die Verdanderungen
der humoralen Immunantwort im Milieu des Tumors, die zu der Autoantikdrperproduktion
fithren, scheinen sich aus mehreren Komponenten zusammenzusetzen. Direkte Effekte auf das
Immunsystem begriinden sich womdglich in der Verédnderung von Toleranzmechanismen, die
vor allem die regulatorischen T-Zellen betreffen. Diese im Tumormilieu herunterregulierten
Zellen unterdriicken eine Autoantikdrperproduktion (Alvarez Arias et al., 2014). Weiterhin
regen Entziindungsprozesse, die durch den Tumor ausgelost werden, das humorale
Immunsystem an und setzen vermehrt intrazelluldre Proteine frei (Carl et al., 2005). Dariiber
hinaus fiihrt eine Uberexpression solcher Proteine, wie regelhaft im Tumormilieu beschrieben,
zur Autoantikdrperproduktion (Goodell et al., 2008). Ebenso treten posttranslationale
Modifikationen, Mutationen und Konformationsinderungen auf, die als ,,Neo-Epitope*
fungieren konnen (Zaenker et al., 2016). Eine Exposition der modifizierten Proteine erfolgt
wahrscheinlich auch durch nekrotischen Tumorzellzerfall wiahrend der Progression, wodurch
groBe Mengen dieser Proteinstrukturen freigesetzt werden. Dariiber hinaus wirkt die
Tumornekrose auch stark entziindungsfordernd (Bei et al., 2009; Tan et Zhang, 2008). Welche
Funktion die vom Immunsystem produzierten Autoantikorper jedoch innehaben, bleibt

Gegenstand aktueller Forschungen.

1.4 Kilteschockproteine

Die Familie der Kéilteschockproteine, die erstmals im Bakterium Escherichia coli (E. coli)
beschrieben wurden, zeichnen sich durch eine evolutiondr hochkonservierte
Kiélteschockdoméne aus, die zwischen Bakterien und Wirbeltieren zu 43% identisch ist (Jones
et al., 1987; Tafuri und Wolffe 1990). Ebenfalls hochkonserviert ist die spezifische Bindung an
die invertierte CCAAT-Sequenz (Y-Box), die erstmalig bei major histocompatibility class 11
(MHC 1II) Genen charakterisiert werden konnte (Didier et al., 1988). Die lange Zeit als
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minimales Bindungsmuster angesehene Y-Box wurde u.a. im epidermal growth factor
Rezeptor, c-erbB-2 Genpromotor oder alpha2 (I) Kollagen nachgewiesen (Norman et al, 2001;
Karsenty et al., 1988; Sakura et al., 1988). Die humanen Kélteschockproteine umfassen derzeit
YB-1 (DbpB, p50), DbpA (DNA binding protein A), DbpC (Contrin), LIN28 A und B, calcium
regulated heat stable protein 1, UNR und PIP-Pin (Lindquist et al., 2014).

1.4.1 Y-Box Protein-1 als ein multifunktionales Kélteschockprotein

Das multifunktionale Kilteschockprotein YB-1 iibernimmt vielfdltige intrazelluldre
Funktionen wie Regulation der Transkription, Translation, mRNA Prozessierung und DNA-
Reparatur (Evdokimova et al., 2001; Ise et al., 1999; Mertens et al., 1997).

Die subzelluldre Lokalisation von YB-1 nimmt Einfluss auf dessen Funktionen. Im Zellkern
lokalisiertes YB-1 steht in transformierten Zellen mit einem Tumorwachstum, erhohter
Medikamentenresistenz und schlechter Uberlebensprognose in Verbindung (Janz et al., 2002;
Oda et al., 1998, 2003). In Nierenzellen ist der YB-1 Proteintransport vom Zellkern ins
Zellplasma bei einem Zellschaden zu beobachten (van Roeyen et al., 2013).

Extrazelluldre Funktionen von YB-1 sind derzeit noch Gegenstand aktueller Studien (Frye et

al., 2009).

1.4.2 Struktur und Aufbau des humanen YB-1

Das humane YB-1 besteht aus 324 Aminosduren, wobei die hdufigsten Arginin (11,7%), Glycin
(12%), Prolin (11%) und Glutamat (8,3%) sind. Das kalkulierte Molekulargewicht betrégt ca.
35,9 kDa. In der SDS-PAGE ist es jedoch aufgrund seiner hohen Ladung bei 50 kDa zu
detektieren. YB-1 lisst sich in 3 strukturelle Doménen differenzieren: den Alanin- und Prolin-
reichen N-Terminus, die hochkonservierte Kélteschockdoméne (CSD engl. cold shock domain)
und den C-Terminus, der alternierende Blocke aus basischen und sauren Aminosiuren enthélt

(Eliseeva et al., 2011; Ozer et al., 1990; Tafuri et Wolffe, 1990).

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Strukturdoméinen von YB-1.

Die hochkonservierte Kélteschockdoméne (CSD) mit ihrem Serinrest (Ser 102) zur Phosphorylierung wird
flankiert von einem als charged zipper bekannten, vorrangig aus (-) negativ und (+) positiv geladenen
Aminosduren bestehenden C-Terminus sowie einem Prolin- und Alanin-reichen N-Terminus (A/P).
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Der N-Terminus (Aminosédure 1-57) des YB-1 kann mit Aktin, einem Protein des Zytoskelettes,
interagieren, wodurch die zelluldre Lokalisation kontrolliert wird (Ruzanov et al., 1999). Einen
Einfluss auf den Zellzyklus konnte durch die Wechselwirkung mit Cyclin D1 beschrieben
werden (Khandelwal et al., 2009).

Die zentral gelegene Kilteschockdoméne, die von Aminosdure 58 bis 127 reicht, enthilt eine
Phosphorylierungsstelle an Position Serin 102, die Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation
nimmt (Bader et al., 2003; Sutherland et al., 2005). Weiterhin kann YB-1 durch die CSD unter
extremen Bedingungen (2M LiCl) amyloiddhnliche Fasern (Fibrillen) formen (Guryanov et al.,
2012; Selivanova et al., 2010). Wie auch bereits in den bakteriellen Kilteschockproteinen
beschrieben, besteht die cold shock domain des YB-1 aus einer 5-stringigen anti-parallelen
beta-Faltblattstruktur, die ein Beta-Fass formen (Kloks et al., 2002; Newkirk et al., 1994). Die
Aminosduren 128-324 bilden den C-Terminus, der fiir die Molekiilkomplexierung bis zu einer
GroBe von 800 kDa verantwortlich ist (Evdokimova et al., 1995). Zudem wird die
Nukleinsdurenbindung der Kélteschockdomaéne stabilisiert und beeinflusst (Kolluri et al., 1992,
Ladomery et Sommerville, 1994) sowie Protein-Protein-Interaktionen vermittelt (Tafuri und
Wolffe 1992). Durch die nach Jiirchott et al. und Holm et al. beschriebenen 2 nukleédren
Translokationssignale zwischen AS 171-225 sowie 224-317 und dem zytoplasmatischen
Riickhaltesignal an Stelle 247-267 kann die subzelluldre Lokalisation von YB-1 reguliert
werden (Holm et al., 2002; Jiirchott et al., 2003; von Roeyen et al., 2013).

Aufgrund seiner prizisen strukturellen Unterteilung ist YB-1 préadisponiert flir Spaltungen in
kleinere Fragmente. Sorokin et al. konnten das 20 S Proteasom als ein proteinspaltendes Enzym
von YB-1 beschreiben. Es schneidet das Protein im C-Terminus im Bereich der AS 220 in ein
kleines und groBes Fragment (Sorokin et al., 2005). Das entstehende 100 AS umfassende Stiick
besitzt neue biologische Funktionen, indem es in den Zellkern transloziert (Stenina et al., 2001;
von Roeyen et al., 2013). Weitere Spaltungsstellen um die Kilteschockdoméne herum werden

vermutet.

1.4.3 Autoimmunphinomene gegen Kilteschockproteine

Das Kilteschockprotein  YB-1 besitzt aufgrund seiner Struktur das Potential
Autoimmunph@nomene auszulosen. Dies wurde erstmalig flir die systemische Sklerose (SSc)
beschrieben. SSc ist gekennzeichnet durch Bindegewebsvermehrung, die sich systemisch oder
limitiert ausbreitet, sowie GefaBBverdnderungen. Das Auftreten spezifischer und unspezifischer
Autoantikorper ist beschrieben. Jo-1, auch bekannt als Topoisomerase 1, bildet ein spezifisches
Antigen, das vorrangig zur Autoantikorperbildung in der SSc fiihrt. Das Auftreten von
Autoantikorpern gegen YB-1 hingegen konnte neben der diffusen und der limitieren SSc auch
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im SLE beschrieben werden. Dabei zeigten die gesunden Kontrollprobanden nur in den
wenigsten Féllen Autoantikorper gegen das YB-1 Protein (Jeoung et al., 2002). Neben dem
rheumatologischen  Erkrankungskreis  konnten = YB-1  Autoantikdrper auch in
Autoimmunerkrankungen des hepatobilidren Systems nachgewiesene werden. Nguyen et al.
versuchten die Primdr billidre Cholangitis und ein Primdr billidres Cholangitis
Autoimmunhepatitis Overlap Syndrom zu unterscheiden und fanden in 30-35% der Fille
Autoantikorper gegen das YB-1 Protein (Nguyen et al., 2018).

Ein weiterer Erkrankungskreis, bei dem YB-1 Autoantikorper identifiziert werden konnten,
sind Autismus-Spektrum-Erkrankungen. Diese frithkindlichen neuronalen
Entwicklungsstorungen zeigen ein komplexes Autoantikdrpermuster, das eher diagnostisch
hinweisend als krankheitsbeeinflussend zu sein scheint. Die IgG Autoantikdrper entstehen
wahrscheinlich im Korper der Mutter und werden iiber die Plazenta auf das Kind tibertragen.
Aufgrund der noch unreifen Blut-Hirn-Schranke konnen diese in das Gehirn penetrieren
(Braunschweig et al., 2013). YB-1 Autoantikdrper und die Assoziation zum Gehirn besteht
auch beim Neuroblastom, einer der hidufigsten Hirntumoren in der Kinderheilkunde. Unter der
Verwendung von N-terminal markiertem GST-YB-1, wurde mit einem umgekehrten ELISA-
Test die Menge an YB-1 Autoantikérpern im Serum von Neuroblastom Patient eruiert.
Auffallend war dabei, dass die Patienten mit der Diagnose Stadium 4 Neuroblastom, das die
schlechteste Prognose besitzt, den hochsten Gehalt an YB-1 Antikorpern enthielten (Degen,
Promotionsarbeit, 2012).

Der Einfluss von YB-1 Autoantikdrpern auf Krankheitsentstehung und/ oder —verlauf bleibt
jedoch bisher ungeklart.

1.5  YB-1 nimmt Einfluss auf den Verlauf von Tumorerkrankungen

Eine Vielzahl von Hinweisen sehen bei einer Uberexpression von Kilteschockproteinen eine
maligne Zelltransformierung (Maurya et al., 2017). Das prototypische Mitglied der
Kilteschockproteine YB-1 erfiillt intrazelluldire Funktionen, die mit Zellproliferation,
invasivem Tumorwachstum und Metastasierung verbunden sind (Hohlfeld et al., 2018; Lovett
et al., 2010). Elementare regulatorische Ereignisse erfolgen im Zellkern, wie Anderungen in
der Gentranskription von z.B. DNA Polymerase o, PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
und EGF (epidermal growth factor) (En-Nia et al., 2005; Ise et al., 1999), aber auch im
Zytoplasma mit der Speicherung von mRNA und der Steuerung der mRNA Translation (Lyabin
etal., 2014). Neben diesen intrazelluldren Aufgaben konnten bereits extrazelluldre Funktionen
und Interaktionen mit membrangebundenen Rezeptoren, wie Notch-3, beobachtet werden

(Rauen et al.,, 2009). Aus der Literatur steht Notch-3 im Verdacht in verschiedenen
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Tumorentititen die Aggressivitit oder Therapieresistenz zu verstirken (Aburjania et al., 2018).
Da YB-1 extrazelluldre Aufgaben erfiillt wurde versucht, YB-1 im Serum von Tumorpatienten
nachzuweisen. Ein YB-1/p18 Fragment konnte mittels monoklonaler Antikdrper unabhingig
von der Tumorentitit in den meisten Serumproben als 18 kDa gro3e Proteinbande detektiert
werden. Dartiber hinaus ist dieses Spaltfragment zumeist in gesunden Kontrollproben nicht zu
detektieren (Tacke et al., 2011, 2014). Extrazellulares YB-1 aus nicht transformierten Zellen
hat moglicherweise physiologische Funktionen auf die Zellproliferation und entziindliche
Prozesse (Bernhardt et al., 2017). Allerdings &ndert sich die Immunogenitit mit der
Uberexpression des YB-1 Proteins. Dieses Phiinomen wird mittels Immunhistochemie bei
Brustkrebsgewebe ersichtlich. Im gesunden Gewebe sind die meisten Zellen immun-negativ
fiir YB-1 Protein, wenn ein spezifisch mit YB-1 interagierender monoklonaler Antikdrper
appliziert wird. Andererseits detektiert derselbe monoklonale Antikdrper in den meisten Proben
von Brustkrebsgeweben das YB-1 Protein positiv (Dahl et al., 2009). Diese Detektion von YB-
1 im Zellkern ist mit einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert (Janz et al.,

2002).

1.6  Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll erstmalig getestet werden, ob in Serumproben von
Tumorpatienten Autoantikdrper gegen das Kaélteschockprotein YB-1 vorliegen. Das
Vorhandensein von Autoantikdrpern bei einer gesunden Kontrollgruppe und Tumorpatienten
erfolgt mit rekombinant in Prokaryoten und Eukaryoten hergestellten Proben. Es werden
weiterhin Strategien entwickelt, Konformationsepitope und lineare Epitope zu unterscheiden,
die durch die Autoantikorper gebunden werden. AbschlieBend wird ein funktioneller Ansatz

verfolgt, in dem der Abbau von rekombinanten Proteinen in Serumproben untersucht wird.
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2 Material und Methoden

2.1  Aufbereitung der Patientenseren

Fir die Analysen verwendeten Plasmaproben von Kontrollprobanden stammen aus der
Psychiatrie Magdeburg (Kooperation PD Dr. Stefan Busse). Tumorpatienten wurden in der
Universititsklinik RWTH Aachen gesammelt (Professor Mertens). Die Sammlung der Proben
erfolgte nach Aufkldarung der Probanden und schriftlicher Zustimmung fiir die Testung auf
Tumormarker. Ein positives Ethikvotum war zuvor eingeholt worden von der Ethikkommission
der RWTH-Aachen sowie der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg (EK 107/05; 159/11).
Das Serum wurde abzentrifugiert, die Personen-spezifischen Informationen pseudonymisiert
und in 1 ml Portionen bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Plasmaproben aus der
Universititsklinik flir Psychiatrie wurden z.T. 1:1 mit PBS verdiinnt.

Fiir die Analysen wurden die Proben auf Eis aufgetaut und fiir die einzelnen Untersuchungen
in die bendtigten Volumina aliquotiert. Dadurch wurden die einzelnen Proben vor der

abschlieBenden Analyse maximal 2-mal eingefroren und wieder aufgetaut.

2.2 Western Blot
Das Western-Blot-Verfahren (Towbin et al., 1979) dient dem immunologischen Nachweis von
Proteinen bzw. deren Fragmenten, durch elektrophoretisches Auftrennen, libertragen auf eine

immobilisierende Membran und Detektion mittels Antikorper.

Trenngel-Puffer: 1,5 M Tris Base
pH 8,8 mit HCI
Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris Base
pH 6,8 mit HCI
APS 10%: 10 g Ammoniumpersulfat in
100 ml dH20
SDS 10%: 10g SDS in 100 ml dH20
10x Laufpuffer: 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1% SDS
pH 8,6
5x Probenpuffer: 150 mM Tris-Hel pH 7,4
30% Glycerol
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Transfer-Puffer:

T-TBS Waschpuffer:

TBS-Waschpuffer:

Entwickler:

Tabelle 2.1: Primérantikorper fiir den Western Blot.

Antikorper

Anti-YB-1 N-terminal;
AS 22-37, polyklonal

Anti-YB-1 cold shock; AS 100-
109, polyklonal

Anti-YB-1
C-terminal-1; AS 187-213,
polyklonal

Anti-YB-1
C-terminal-2; AS 298-312,
polyklonal

Anti-His (6xHis-tagged
polypeptide); monoklonar
Antikorper

Anti-Flag M2; monoklonaler
Antikorper

Anti-GST, polyklonal

Wirt

Hase

Hase

Hase

Hase

Maus

Maus

Hase

Hersteller

Eurogentec

Eurogentec

Eurogentec

Eurogentec

Santa Cruz

Sigma

Cell Signaling 5

11

12% SDS
24% B-Mercaptoethanol

1 Spatelspitze Bromphenolblau;

50 ml dH20

25 mM Tris Base
190 mM Glycin
20% Methanol
pH 8,2-8,4

150 mM NacCl

25 mM Tris Base
0,05% Tween20
pH 7,0

150 mM NacCl
25 mM Tris Base
pH 7,0

Pierce ECL Western
Substrate 1 ml pro Blot

Lot Nr. Verdiinnung

EP081822 1:2000

EP052153 1:1000

SA7791 1:2000

EP085177 1:10.000

GOI111 1:1000

21K9220 1:2000

1:1000

Blotting
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Tabelle 2.2: Detektionsantikorper (sekundir und tertiir) fiir den Western Blot.

Antikorper Wirt

Anti-Mensch IgG

Fc Fragment (GG7
Mab)

Maus

ECL Anti-Maus- Zieoe
IgG HRP &
Ziege-Anti-Hase Zieoe
I¢G (H+L) HRP &
Ziege-Anti-Hase
IgG (H+L) HRP,
minX Hu

Ziege

Ziege-Anti-Maus

Ziege
IgG (H+L) HRP
Ziege-Anti-Mensch
[gG+IgM+IgA
(H+L)

Ziege

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Trenngele.

Aqua dest
Trenngel-Puffer

SDS 10%
Acryl-/Bisacrylamid 30%
APS 10%

TEMED

Konjugiert an Hersteller Lot Nr.

unkonjugiert

Meerretich-
Peroxidase

Meerrettich-
Peroxidase

Meerrettich-
Peroxidase

Meerrettich-

Peroxidase

Alkalische
Phosphatase

4 Trenngele (10%)

8 ml
5ml
200 pl
6,8 ml
200 pl

20 ul

12

Sigma-
Aldrich

Amersham

Southern
Biotech

Dianova

Southern
Biotech

Dianova

113H4813

9568300

G7807-W979

128023

H2708-WA39B

88163

4 Trenngele (12,5%)

6,6 ml
3,8 ml
200 pl
8 ml

200 pl

20 ul

Verdiinnung

1:5000

1:2000

1:5000

1:5000

1:5000

1:500
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Sammelgele.

4 Sammelgele (4%)

Aqua dest. 4,8 ml
Sammelgel-Puffer 2 ml
SDS 10% 80 ul

Acryl-/Bisacrylamid 30% 1020 pl
APS 10% 100 pl

TEMED 10 pl

2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE (engl. sodiumdodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) wird nach
der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) mithilfe des Bio-Rad Systems durchgefiihrt.
Zunichst werden die Glasplatten mit Ethanol gereinigt, um die fehlerfreie Polymerisation zu
ermoglichen. Danach spannt man je 2 Platten pro Giefistand ein und belddt diese mit dem
Trenngel. Um Luftblasen am Oberrand zu vermeiden werden die Glasplatten mit 1 ml
Isopropanol, das aufgrund seiner geringeren Dichte die Oberphase bildet, tiberschichtet. Nach
der  Quervernetzung vom  Acryl-und  Bisacrylamid, ausgelost durch  den
Sauerstoffradikalspender Ammoniumpersulfat (APS) und dem Katalysator TEMED
(Tetramethylethylendiamin), ist das Isopropanol abzuschiitten. Im Anschluss wird das
Sammelgel gegossen, das ebenfalls nach 30 min polymerisiert ist. Zuvor muss noch der Kamm,
der die Geltaschen formt, mit 10 bzw. 15 Zihnen eingesetzt werden. Danach werden die
Glasplatten in die Biorad-Laufkammern tberfiihrt, mit 1x Laufpuffer befiillt, die K&dmme
entfernt und die Geltaschen mit Laufpuffer gespiilt. Wihrenddessen werden die zu
iiberpriifenden Proteine auf Eis aufgetaut, im Verhéltnis 5:1 mit dem Probenpuffer (Sample
Buffer) gemischt und 5 min im ThermoMixer bei 95°C erhitzt. Dabei werden die
Wasserstoffbriickenbindungen durch die Temperaturerh6hung zerstort, die Disulfidbriicken per
Mercaptoethanol reduziert und das SDS verdridngt die hydrophoben Wechselwirkungen.
Zudem lagert sich das SDS an die Aminosiuren und sorgt fiir die negative Ladung der Proteine.
Dies ist ndtig, damit die Proben im Gel in Richtung Anode laufen. Die Geltaschen werden mit
den Proben befiillt, wobei eine Geltasche pro Gel mit einem GroéBenmarker beladen wird.

AuBerdem ist darauf zu achten, dass jede Geltasche beladen ist, damit keine Verzerrungen im
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Lauf auftreten.

Zunichst werden die Proben im Sammelgel, mit dem pH 6,8 bei 80 Volt fiir 20 min aufgrund
ionischer Wechselwirkungen, konzentriert. Sobald das Trenngel mit dem pH 8,8 erreicht ist,
stellt man die Spannung auf 120 V und lésst die Proben fiir ca. 1 Stunde laufen, bis sie das Ende
des Gels erreicht haben. Aufgrund der gleichen Ladung der Proteine werden diese nur nach der
Molekiilmasse aufgetrennt. Dabei laufen die leichteren Proteine schneller durch die Poren als

jene mit hoher Masse.

HY Y e — g
Probe

—t— Sammelgel

GroRenmarkef ———— Trenngel

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Sodiumdodecylsulfat —Polyacrylamidgelelektrophorese.

2.2.2 Ubertragung

Nach erfolgter Gelelektrophorese wird das Gel von den Glasplatten entfernt, das Sammelgel
entfernt und das Trenngel fiir ca. 5 min in Transferpuffer gewaschen. In der Zwischenzeit baut
man die Blotapparatur auf. Angefangen wird auf der Kathodenseite, indem ein in Transferpuffer
getranktes Whatman-Papier auf einen ebenfalls in Transferpuffer eingelegten Schwamm gelegt
wird. Danach folgt das Gel, auf das man die Nitrocellulose-Membran auflegt. Zuvor muss die
Membran noch 20 Sekunden in Aqua dest. und 5 min in Transferpuffer eingelegt werden. Nach
einem weiteren Whatman-Papier werden durch leichten Druck vorhandene Luftblasen entfernt.
Den Abschluss bildet ein zweiter mit Transferpuffer befeuchteter Schwamm. Die Ubertragung

erfolgt in einer vollstindig befiillten Blotkammer bei 4 °C und 100 V Spannung fiir 90 min.
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Abbildung 2.2: Transferapparatur nach Bio-Rad, Gebrauchsanweisung.

2.2.3 Detektion

Nachdem die Ubertragung abgeschlossen ist, wird die Membran 2x fiir ca. 10 min in T-TBS
gewaschen, um den verbliebenen Transferpuffer zu entfernen. Daraufhin erfolgt der
Blockierungsschritt fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) mit 2,5%iger Milch verdiinnt in T-
TBS. Dabei werden freie Bindungsstellen besetzt, um unspezifische Banden zu vermeiden.
Daraufhin wischt man die Blots 3x flir 10 min mit T-TBS, um sie danach mit dem priméren
Antikdrper liber Nacht bei 4 °C zu inkubieren. Am nichsten Morgen erfolgt ein weiterer
Waschschritt bestehend aus 4 Durchgidngen 4 10 min mit T-TBS. Anschlieend inkubiert man
die Membran mit dem sekundéiren Antikorper. Bei der Detektion von Serumautoantikdrpern
mithilfe eines Chemolumineszenzgerites wird ein sekundirer- sowie ein konjugierter dritt-
Antikorper bendtigt. Dazwischen erfolgt wiederum ein Waschschritt bestehend aus 3x 10 min
mit T-TBS. Nach der Inkubation mit dem an Meerrettich-Peroxidase gebundenen tertidren
Antikorper wird letztmalig fiir 3x 10 Minuten mit T-TBS gewaschen. Abschlieend ist die
Membran mit TBS zu waschen, um das Tween 20 zu entfernen, da es bei Oxidation Licht
emittiert. Mithilfe des ECL Systems detektiert man die Oxidation von Luminol, die durch den
Meerrettich konjugierten Antikorper katalysiert wird. Dabei gelangen die Elektronen des
Luminols in einen angeregten Zustand. Beim Zuriickkehren in ihren Grundzustand wird Licht

emittiert, welches mittels eines Chemolumineszenzgerites detektiert wird.
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2.2.4 Stripping

Nachdem eine Membran schon mit einem Antikorper inkubiert und entwickelt wurde, kann
diese mit Hilfe des Strippings nochmals verwendet werden, um die Fusions- oder

Deletionsprodukte des YB-1 nachzuweisen.

Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris-HCI

100 mM B-Mercaptoethanol

2% SDS
Die bereits entwickelten Membranen werden fliir 5min in Aqua dest. eingelegt und
anschlieBend fiir 15 min in T-TBS Waschpuffer gewaschen. Danach werden die Antikorper
durch ein 45-miniitiges Waschen bei 58 °C mit Hilfe des Stripping-Puffers entfernt. Um den
Stripping-Puffer zu entfernen folgt ein Waschschritt bestehend aus 3x 20 Minuten mit T-TBS.
Anschlieffend erfolgt die einstiindige Blockierung der Membran mit 2,5% Magermilch in
T-TBS bei Raumtemperatur. Darauthin wird die Membran wiederum 3x fiir 10 min in T-TBS
gewaschen, um sie anschlielend tiber Nacht bei 4 °C mit dem neuen primdren Antikorper zu

inkubieren. Das weitere Vorgehen ist im Kapitel Detektion beschrieben.

2.2.5 Coomassie-Brillant-Blau Firbung

Die Coomassie-Brillant-Blau Féarbung stellt eine sequenzunspezifische Detektionsmethode dar,
bei der die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine irreversibel und direkt im
Polyacrylamidgel angefiarbt werden. Die Nachweisgrenze betrdgt 0,2 ug (Grintzalis et al.,
2015).

Coomassie-Brillant-Blau Farbelosung: 0,1% Coomassie-Brillant-Blau
R-250
10% Eisessig
40% Methanol

50% dH20
Entfarbeldsung: 10% Eisessig
40% Methanol

50% dH20
Nach erfolgter Elektrophorese wird das Sammelgel entfernt und das Trenngel in die
Farbelosung transferiert. Der Triphenylmethanfarbstoff lagert sich nach einer Inkubationszeit
von ca. 30 min an die aromatischen Seitenketten der Proteinfragmente an. Mithilfe der
Entfarbelosung wird die iiberschiissige Coomassie Féarbelosung in mehreren Schritten wieder

entfernt, bis der Hintergrund vollstindig entfarbt ist.
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2.3  Herstellung von rekombinantem YB-1

2.3.1 Immunprizipitation von Flag-Fusionsproteinen
Calcium-Phosphat-Transfektion von HEK293 T-Zellen

Zellmedium: 500 ml DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium)
50 ml steril filtriertes fetales
Kaélberserum (FKS)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Losung 1: pro 10cm Zellkulturschale:
20 pg Plasmid DNA

32 ul 2,5M CaCl2

auf 300 pl mit dH20 auffiillen
2xHBS-Puffer: 280 mM NaCl

1,5 mM Na2HPO4x2H,0
50 mM HEPES in 100 ml dH>O
exakter pH-Wert bei 7,05 mit

NaOH
Losung 2: 300 ul 2xHBS-Puffer
Zelllyse-Puffer (RIPA buffer): 50 mM Tris-HCI pH 7.5
150 mM NacCl

1% Nonidet P-40 (NP40 )
0,5% Natriumdesoxycholat

0,1% SDS

Complete Mini-Protease-Inhibitor-
Mix

Bindepufter: 50 mM Tris-HCI pH 7,4
1 mM EDTA
150 mM NaCl
1% Triton X-100

Um Flag-Fusionsproteine des YB-1 herzustellen, werden menschliche embryonale
Nierenzellen genutzt, die mittels T-Zell-Antigen des Affenvirus 40 (SV40-large T-Antigen)
immortalisiert worden.

Zuerst sit man 3x 10 HEK293 T-Zellen pro 10 cm Zellkulturschale aus und inkubiert diese im
CO2 Inkubator iiber Nacht bei 37 °C. Am néchsten Tag wird das Medium abgesaugt und durch

10 ml neues Medium ersetzt. Am Tag der Transfektion miissen die Zellen unter dem Mikroskop
auf Konfluenz und Kontamination gepriift werden. Zuvor vorgewédrmtes Medium wird mit
25 uM Chloroquin versetzt, um die lysosomale DNAse Aktivitit zu blockieren und intrazellular

den Abbau der transfizierten DNA zu vermeiden. Zusitzlich unterstiitzt man mit dem
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Chloroquin die DNA Aufnahme. Darauthin wird das Medium abgenommen und durch 8 ml des
Chloroquins versetzten Mediums ausgetauscht. Nach ca. 30 min kann mit der Transfektion
begonnen werden. Hierbei wird zu Losung 1 auf dem Vortexer tropfenweise Ldosung 2
zugegeben, damit sich feine Calcium-Phosphat-Prézipitate bilden konnen. Um dies geschehen
zu lassen, muss das Gemisch aus Losung 1 und 2 fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert
werden. AnschlieBend wird das Calcium-Phosphat-Prézipitat tropfenweise auf die
Zellkulturschalen pipettiert und vorsichtig geschwenkt. Die Zellen werden bei 37 °C {iber Nacht
inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wird, wie oben beschrieben, das Medium gewechselt. 48 Stunden
nach Transfektion konnen die Zellen geerntet werden.

Vor der Zellernte wird die Effizienz anhand eines mitgefiihrten Kontroll-GFP-Plasmids (griin
fluoreszierendes Protein) am Fluoreszenzmikroskop iiberpriift. Diese sollte bei ca. 70% liegen.
Bei der Zellernte ist auf eine Arbeitstemperatur von 4 °C zu achten. Zunichst erfolgt die Ernte
der Zellen mittels Trypsins. Daraufhin wird das Zellpellet in kaltem PBS gewaschen und mit
Hilfe von ca. 500 ul Lysepuffer je 10 cm Zellkulturschale vom Boden geschabt. Danach erfolgt
ein Inkubations- sowie Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm (engl. rounds per minute) fiir je
30 min. In der Zwischenzeit werden die Flag-M2 Beads vorbereitet. Dabei gibt man ca. 500 pl
des Flag-M2 Beads enthaltenden Gel auf eine Sdule und wischt diese mit 10 ml TBS sowie
20 ml Bindepuffer. Anschlielend pipettiert man den Zelliiberstand auf die Séule und behilt
50 pl des Volllysates als Kontrolle fiir den spédteren Western Blot zuriick. Das Zelllysat bindet
iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler an die Flag-M2 Beads. Am néchsten Tag wird die Séule
geoffnet, der Durchfluss wiederum als Kontrolle aufgefangen und die Sdule mit mindestens
10ml TBS gewaschen. Darauthin bereitet man die Flag-Peptide fiir die Elution vor, indem
5 mg/ml der Stammldsung auf 100 png/ml in TBS verdiinnt werden. Anschliefend gibt man
2,5 ml der Elutionslosung auf die Sdule, inkubiert fiir 30 min und sammelt den Durchfluss.
Dieser Schritt ist noch 3x zu wiederholen.

Zur Aufkonzentration des eluierten Proteins erfolgt eine Dialyse iiber Nacht in Glycerol.
Dadurch werden dem Eluat Molekiile, die kleiner als 5 kDa sind, und Wasser entzogen.
Letztlich erfolgt die Uberpriifung der Bindung mithilfe eines Western Blots und Flag-M2
Antikorpers.

Zur Regeneration der Sdule wird diese mit der 3-fachen Gelvolumenmenge Glycin-HCI und
TBS gewaschen. Anschlie8end erfolgt ein Waschschritt mit 10-facher Gelvolumenmenge von
50% Glycerol und 0,02% Natriumazid in TBS. Gelagert wird das Gel in 50% Glycerol und
0,02% Natriumazid in TBS.

18



MATERIAL UND METHODEN
2.3.2 Herstellung von His-YB-1

2.3.2.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterienkulturen

Die Kultivierung der Bakterienkulturen erfolgt in 300 bis 500 ml autoklaviertem fliissigem
Luria-Bertani-(LB) -Medium mit Antibiotikazusatz (Ampicillin 100 pg/ml) bei 37 °C im
Bakterienschiittler bei 350 rpm {iber Nacht.

Fiir die Langzeitlagerung von Bakterienkulturen werden 500 pl der Bakteriensuspension und
250 pul Glycerol in einem Kryorohrchen gevortext, anschlieBend in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.3.2.2 Herstellung hitzeschockkompetenter E. coli

TFB-I-Puffer: 30 mM Kaliumacetat

100 mM RbCl
10 mM CacCl2

50 mM MnCl2
15% Glycerol
pH 5,8 mit Essigsdure

TFB-II-Puffer: 10 mM MOPS
10 mM Rubidiumchlorid

75 mM CacCl2
15% Glycerol
pH 6,5 mit NaOH
Zunichst werden 25 ml LB-Medium mit Antibiotikazusatz (Ampicillin 100 pg/ml) mit dem

entsprechenden nativen E. coli-Stamm (BL21-DE3) beimpft und iiber Nacht im
Bakterienschiittler bei 37 °C kultiviert. Am folgenden Morgen nimmt man aus der
Bakteriensuspension 5 ml ab und iiberfiihrt es in 500 ml LB-Medium. Das LB-Medium wird
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert, bis bei einer Wellenldnge von 600 nm eine optische Dichte
von ca. 0.6 erreicht ist. AnschlieBend ist die Bakteriensuspension bei 4500 g und 4 °C fiir 5 min
zu zentrifugieren und der entstandene Uberstand zu entfernen. Das Bakterienpellet wird in
200 ml eiskaltem TFB-I-Puffer resuspendiert, fiir 5 min auf Eis inkubiert und darauffolgend
erneut bei 4500 g und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Danach erfolgt eine zweite Resuspension in
20 ml eiskaltem TFB-II mit anschlieender Lagerung auf Eis fiir 30 min. Zum Schluss werden
die Bakterien als 100 pl-Fraktionen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei

-80 °C gelagert.
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2.3.2.3 Hitzeschocktransformation von E. coli

SOC-Medium: 0,5% Hefeextrakt
2% Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM KCl1

10 mM MgCl2

10 mM MgSO4
20 mM Glucose

Die Hitzeschocktransformation erfolgt nach dem Protokoll von Inoue et al. (1990), mit einer zu
erreichenden Effizienz von ca. 10° Transformationen je ug Plasmid-DNA.

Hierbei werden 100 pl transformationskompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1 pg
Plasmid-DNA versetzt. Die Bakterien-Plasmid-Suspension beldsst man fiir 30 min auf Eis, um
sie darauffolgend in einem Wasserbad von 42 °C fiir 45 Sekunden zu inkubieren. Die Bakterien
werden erneut fiir 5 min auf Eis gelagert und anschlieBend mit 900 pul SOC-Medium versetzt.
Das Gemisch inkubiert eine Stunde bei 37 °C im Thermomixer. 150 pl der Suspension werden
auf einer LB-Mediumplatte mit entsprechender Antibiotikaresistenz ausgestrichen, tiber Nacht

bei 37 °C im Wirmeschrank gelagert und am nichsten Tag beurteilt.

2.3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Maxi-Priparation erfolgt nach dem vorgegebenen Protokoll der Firma Omega Bio-TEK
mit dem E.ZN.A. "MFastfiler® Plasmid Maxi Kit.

Die hitzeschocktransformierte Bakteriensuspension wird bei 4000 g und Raumtemperatur fiir
10 min zentrifugiert. Das Pellet wird mit Solution 1 (enthdlt RNAse) resuspendiert. Die
entstehende Losung versetzt man anschlieBend mit Solution 2. Im Anschluss daran erfolgen
iiber mehrere Zentrifugationsschritte die Bindung der Plasmid-DNA an eine
Anionenaustauscher-Sdule und das Herauswaschen von Zellrestbestandteilen, RNA und
Proteinen. Nach dem Waschen der DNA wird diese mit hochkonzentriertem Salzpuffer von der

Séule eluiert, mittels Isopropanolfdllung gereinigt und abschlieBend autkonzentriert.

2.3.2.5 Quantifizierung der Desoxyribonukleinsiure

Die Quantifizierung von Nukleinsduren erfolgt durch Messung der Extinktion mit dem
Photometer. Nukleinsduren absorbieren im geldsten Zustand Licht mit einer Wellenlédnge von
260 nm, wobei bei hoherer Nukleinsdurekonzentration mehr Licht absorbiert wird. Fiir die
Konzentrationsbestimmung ist die DNA in einem Verhéltnis von 1:50 mit RNAse-freiem
Wasser zu verdiinnen und das Photometer mit dem Selbigen zu kalibrieren. Bei der Messung
entspricht eine optische Dichte von 1 bei 260 nm einer Konzentration von 50 pg/ml.

Um die Reinheit der DNA zu quantifizieren wird photometrisch das Verhéltnis von
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Nukleinsdure-Absorption ~ zu  Protein-Absorption  gebildet. =~ Dabei  liegt  das
Absorptionsmaximum aufgrund der aromatischen Aminosduren bei 280 nm. Das Verhiltnis
OD260 zu OD280 liegt optimal bei 2,0. Durch Verunreinigung mit Proteinen oder Ethanol kann

dieser Wert jedoch signifikant abfallen.

2.3.2.6 Transformation von E. coli und Lysatherstellung

5x Phosphatpuffer: 250 mM NaPO4
500 mM NacCl
Lysepufter: 1x Phosphatpuffer

10 mM Imidazol pH 8,0
Fir die Herstellung von rekombinantem His-YB-1 bzw. GST-YB-1 werden
hitzeschockkompetente E. coli Bakterien nach dem unter Punkt 3.4.2.3 beschriebenen Protokoll
mit dem entsprechenden Plasmid transformiert und in 10 ml LB-Medium (versetzt mit
Ampicillin) iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am nidchsten Morgen entnimmt man 5 ml der hitzeschocktransformierten Bakterien und
iiberfiihrt diese in 400 ml LB-Medium (versetzt mit Ampicillin). Nach Erreichen einer OD600

von ~0,6 erfolgt die Induktion der Proteinexpression mit IPTG (1 mM). Ungeféhr 4-5 Stunden
nach Beginn der Induktion wird die Bakteriensuspension bei 5000 g zentrifugiert. Nach dem
Entfernen des Uberstandes erfolgt die Herstellung des nativen Bakterienlysates. Dazu werden
die Bakterienpellets mit 20 ml Lysepuffer zu einer homogenen L&sung vermischt und
anschlielend auf Eis gelagert. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit sonifiziert man das
Bakterienlysat mittels Ultraschalles, um es anschlieBend mit 15000 rpm bei 4 °C zu
zentrifugieren. Der entstehende Uberstand enthilt die gesamten Zellproteine und kann fiir die

Proteinaufreinigung eingesetzt bzw. bei -80 °C gelagert werden.

2.3.2.7 Proteinbindung und Aufreinigung von Proteinen mit einem His-tag

Waschpuffer: 1x Phosphatpuffer

20 mM Imidazol pH 8,0
Elutionspuffer: 1x Phosphatpuffer

50 mM Imidazol pH 8,0
Zur Proteinaufreinigung werden zunédchst die Sdulen vorbereitet. Dazu pipettiert man mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze 1000 ul Ni-NTA-Agarose Beads in ein 15 ml Falcon. Dieses
wird mit 10 ml Aqua dest. versetzt und fiir 1 min auf den Rollenmischer gelegt, um eine

gleichmiBige Verteilung der Beads im Wasser zu erreichen. Im Anschluss daran zentrifugiert
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man die Suspension bei 4 °C mit 1000 g fiir 5 min und entfernt den Uberstand. Die Ni-NTA-
Agarose Beads werden danach zwei Mal in gleicher Weise mit jeweils 10 ml Bindepuffer
gewaschen, um die korrekte Elektrolytkonzentration und den pH-Wert einzustellen.

Zur Bindung des rekombinanten Proteins an die Sdulenmatrix wird das native Bakterienlysat
auf die Beads gegeben und iiber Nacht bei 4 °C auf dem Rollenmischer inkubiert.

Am néchsten Morgen ist die Suspension aus Bakterienlysat und Ni-NTA Beads in eine Sdule
zu lberfithren und der Durchfluss fiir den Western Blot aufzufangen. Zum Ablosen
unspezifischer Proteinbindungen von der Agarose werden die Beads mit 40 ml Waschpuffer
gewaschen. Die Elution des His-Proteins erfolgt mit Hilfe des Elutionspuffers. Das enthaltene
Imidazol besitzt eine hohere Affinitit zu den Ni-NTA-Agarose Beads als der His-tag des
YB-1 und verdringt diesen kompetitiv von seiner Bindungsstelle. Der Durchfluss wird
anschlieBend in einen Dialyseschlauch tiberfiihrt und iiber Nacht bei 4 °C in 100 ml Glycerol
belassen, um das noch enthaltene Imidazol auszuwaschen. Am néchsten Morgen erfolgt ein
Wechsel des Puffers und die eluierte Proteinsuspension inkubiert nochmals fiir 6 Stunden in
Glycerol. Nach der Dialyse werden 30 ul der dialysierten Proteinfraktion fiir weitere

Proteinanalysen entnommen, die restliche Losung aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.3.2.8 Proteinbindung und Aufreinigung von Proteinen mit einem GST-tag

Bindepuffer: 50 mM Tris-HCI pH7,4;
1 mM EDTA
120 mM NacCl
10% Glycerol
ImM DTT
Img/ml Lysozym
Complete Mini-Protease-Inhibitor-
Mix
Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8
5 mM; 10 mM; 20 mM Glutathion

Complete Mini-Protease-Inhibitor-
Mix

Fiir die Proteinaufreinigung der rekombinanten GST-YB-1 wird zunédchst die Sdule vorbereitet.
Dazu pipettiert man wiederum mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze je 30 ml Bakterienlysat
1 ml Glutathion-Sepharose Beads in die Sdule. Diese ist dann 2x mit je 10 ml 20% Ethanol, 1x
mit 30 ml Aqua dest. und 2x mit 20 ml Bindepuffer zu waschen, wobei 1 ml in der Séule

verbleibt. Bevor das Bakterienlysat auf die Sdule zu geben ist, werden ca. 100 pl fiir den
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folgenden Western Blot gesichert. Das Pellet ist zu verwerfen. Die mit den Bakterien versetzten
Séulen werden bei 4 °C iiber Nacht inkubiert, sodass eine Affinititskopplung der Proteine mit
den Glutathion-Sepharose Beads stattfinden kann.

Am nichsten Tag wird der Durchfluss der Siule aufgefangen und fiir den Western Blot gelagert.
Anschlieflend ist die Sdule 3x mit je 20 ml Bindepuffer zu waschen. Daraufthin beginnt die
Elution, wobei zundchst die Glutathion-Sepharose Beads im Elutionspuffer (Glutathion in
aufsteigenden Konzentrationen enthalten) resuspendiert und bei 4 °C fiir 60 min inkubiert
werden. Das reduzierte Glutathion verdringt aufgrund der hdoheren Konzentration und
Bindungsaffinitit die rekombinanten GST-YB-1, sodass diese aufgefangen werden konnen.
Den eluierten Proteinen ist 1 mM DTT frisch hinzuzufiigen. Die Sdule wird 2x mit 20 ml
Bindepuffer gewaschen und der Durchfluss als Kontrolle fiir die proteinfreie Siule
aufgefangen. Abschliefend wischt man die Sdule mit ausreichend Aqua dest. und lagert sie in
20% Ethanol.

Das aufgereinigte Protein wird im Coomassie-Gel aufgetragen und die proteinspezifischen
Banden gebiindelt, iiber Nacht in Glycerol dialysiert, mittels Lowry-Methode quantifiziert und
bei -80 °C gelagert.

2.4  Lowry Nachweis zur Quantifizierung der Proteine

Bio-Rad DC Protein Assay Reagent A
Bio-Rad DC Protein Assay Reagent B
Bio-Rad DC Protein Assay Reagent S

BSA-Stamml6sung 10 mg in 1 ml dH20

Tabelle 2.5: BSA-Standardreihe.

Konzentration in mg/ml BSA-Stammloésung in pl H>O in pl

0 0 500
0,1 5 495
0,25 12,5 487,5
0,5 25 475
1 50 450
1,5 75 425
2 100 400
3 150 350
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Zur Proteinbestimmung der immunprézipitierten Proteine findet die Methode nach Lowry
Verwendung. Sie besteht aus einer Biuretreaktion gefolgt von einer Redoxreaktion. Zunéchst
werden die Proben mit einer alkalischen Kupferlosung versetzt, wodurch sich Kupfer-Protein
bildet. Daraufhin wird das Folin-Reagenz, bestehend aus Molybdatophosphorsdure und
Wolframatophosphorsédure, hinzugefiigt. Es kommt zur Reduktion von Kupfer (II) zu Kupfer
(D). Kupfer (I) wiederum reduziert das gelbe Folin zu Molybdanblau (Lowry et al., 1951). Vorab
werden Reagenz S und Reagenz A im Verhiltnis 1:49 angesetzt. Daraufhin werden zu 5 pl
Probe 25 pl des Gemisches pipettiert und anschlieBend mit 200 pul von Reagenz B versetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min wird die Extinktion bei 750 nm mittels eines
Mikrotiterplatten-Photometers gemessen. Die erhaltenden Extinktionen der Standardreihe
werden als Funktion in ein Koordinatensystem iibertragen. Die Proteinkonzentrationen konnen

durch Extrapolation der Extinktion mit Hilfe der Eichkurve bestimmt werden.

25  Peptid-Array

Der Peptid-Array ist ein Verfahren, um lineare Epitope von Antikdrpern prézise zu lokalisieren.
Auf einem Whatman-Papier dhnlichem Filterstreifen sind in einigem Abstand definierte
Aminosduresequenzen in Form von kleinen Peptiden eines Proteins immobilisiert.

Auf dem verwendeten Filter befinden sich 79 YB-1 Peptide, die je eine Lénge von 15 AS haben.
Diese tiberlappen sich jeweils in 11 Aminoséduren, sodass es zu einem konsekutivem Shift von
je 4 Aminosduren kommt. Durch Inkubation mit einem geeigneten Primirantikorper, kann
nachfolgend eine Farbreaktion mithilfe eines an alkalische Phosphatase gekoppelten

Sekundérantikorpers erreicht werden.

TBS 8g NacCl, 0,2g KCl, 6,1g Tris base, ad
11 ddH20, pH 7 mit HCI einstellen

TTBS (Waschpufter) 8g NaCl, 0,2g KCl, 6,1g Tris base,
0,5ml Tween 20, ad 11 ddH20,
pH 7 mit HCI einstellen

TTBS (Blockierungspuffer) 8g NaCl, 0,2g KCl, 6,1g Tris base,
0,5ml Tween 20, ad 11 ddH20,
pH 8 mit HCI einstellen

Blockierungspuffer 20 ml blocking buffer 10x (casein based)
Sigma B6429, 80ml TTBS, 5g Saccharose
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PBS 8g NaCl, 0,2g KCI, 1,43¢g
Na2HPO4x2H20, 0,2g KH2PO4, ad 11

ddH20, pH 7 mit HCI einstellen
CBS 8g NaCl, 0,2g KCl, 9,6 g Citronenséure-1-

hydrat, ad 11 ddH20, pH 7 mit NaOH
einstellen

Puffer A 8M Harnstoff, 1% SDS, 0,5% pB-
Mercaptoethanol, pH 7 mit verdiinnter
Essigsdure

1. Ansatz und Lagerung des Puffers ohne
-Mercaptoethanol

2. 100ml  Puffer mit 500ul B-
Mercaptoethanol und pH 7 herstellen

Puffer B 10% Essigséure, 50% Ethanol
40% ddH20
Stammlosung BCIP 6mg BCIP in 100ul DMF
Stammlésung MTT S5mg MTT in 70%DMF/ 30% ddH20
Férbelosung 10ml CBS, 50ul 1M MgCl2, 40ul BCIP
60ul MTT

Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgen auf dem Wippschiittler. Zundchst wird der Filter
in einer Glaswanne mit einigen Tropfen 100% Ethanol angefeuchtet, um eine bessere
Benetzung der Oberfliche mit den folgenden Puffern zu gewihrleisten. Darauf folgt ein
Waschdurchgang bestehend aus 3 Waschschritten mit TBS fiir jeweils 10 min. AnschlieBend
wird der Filter iiber Nacht mit dem Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Am néchsten Tag erfolgt ein einfacher Waschdurchgang mit
TTBS fiir 10min, damit der tiberschiissige Blockierungspuffer entfernt wird. Bevor der primire
Antikorper auf seine Reaktivitit mit den Peptiden getestet werden kann, ist bei jedem neuen
Filter auf eine unspezifische Reaktion des Sekundirantikorpers zu testen. Dafiir wird der
Sekundérantikdrper in der Blockierungslésung verdiinnt (1:500) und fiir mindestens 90 min mit
dem Filter inkubiert. AnschlieBend entfernt man die iiberschiissige Antikdrperldsung mit je 2
10miniitigen Waschdurchgingen bestehend aus TTBS und CBS. Um die Farbreaktion zu
initiieren, werden 10 ml der Firbelosung auf die Membran gegeben und abgedunkelt bis zu
einer halben Stunde inkubiert. Die Farbreaktion wird daraufhin mithilfe von 2 Waschschritten
mit PBS gestoppt, da Phosphat die Aktivitdt der Phosphatase inhibiert.

Nach der Testung auf unspezifische Reaktionen des Sekundérantikorpers ist der Filter
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wiederum 3x fiir 10 min mit TBS zu waschen und iiber Nacht mit 8 ml des Blockierungspuffers
zu inkubieren. Am folgenden Tag wird abermals die iiberschiissige Blockierungslosung mit
TTBS entfernt. Anschlielend kann das als Primérantikdrper fungierende Humanserum (1:200)
in der Blockierungslosung verdiinnt und mit der Membran fiir 3,5 Stunden inkubiert werden.
Das {iberschiissige und ungebundene Serum wird mithilfe von 3 10miniitigen TTBS
Waschschritten wieder entfernt und die Membran kann mit dem Sekundérantikdrper wie bereits
beschrieben inkubiert werden. Nach den zuvor erwéhnten Waschschritten wird wiederum die
Farbelosung hinzugegeben. Die Farbreaktion erfolgt durch Aktivierung der alkalischen
Phosphatase mittels Magnesiums. Diese kann das farblose 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
(BCIP) zu 5-Brom-4-chlorindolyl und Phosphat hydrolysieren. 5-Brom-4-chlorindolyl wird
darauthin vom Sauerstoff zu 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlorindigo oxidiert und das gelbe 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blauen Di-Formazan
Farbstoff reduziert (Smejkal und Kaul, 2001). Danach kann die Farbung des Filters wieder
entfernt und somit die Membran abermals verwendet werden. Dazu erfolgen zundchst 2
10miniitige Waschschritte mit Wasser und einer mit Dimethylformamid (DMF). Das
darauffolgende erneute 10min waschen mit DMF ist in einem Polypropylengefill im
Ultraschallbad durchzufiihren bis die Farbung verschwunden ist. Die schonende Reinigung der
Membran mittels Ultraschalles beruht auf dem Prinzip der Kavitation (Giilich, 1999). Durch
Bildung kleiner Vakuumblasen und deren sofortiger Implosion werden die Farbstoffe vom
Filter gelost. Anschliefend wird noch einmal 10 Minuten mit DMF nachgewaschen. Um das
DMF zu entfernen, schlieen sich 3 Waschdurchginge je 10 Minuten mit Wasser an. Mithilfe
des Harnstoffs aus Puffer A kann der gebundene Antikdrper denaturiert und entfernt werden.
Dazu werden mit diesem 3 Waschschritte 4 10 Minuten durchgefiihrt, wobei je 5 min im
Ultraschallbad bei 40°C stattfinden. Das anschlieende dreimalige 10miniitige Waschen mit
Puffer B dient dem Entfernen des iiberschiissigen Harnstoffs. Zuletzt erfolgen abermals 3
Waschdurchgénge 4 10 Minuten mit 100% Ethanol, um die letzten organischen Reste
abzulosen. Danach kann der Filter wieder mit TBS gewaschen und mit dem Blockierungspuffer

inkubiert oder getrocknet und eingeschweif3t in einer Folie bei -20°C gelagert werden.

2.6 Materialien

2.6.1 Geriite
-86 °C Kiihlschrank Sanyo VIP Plus
Bakterienschiittler Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

26



Blotkammer
Brutschrank
Entwickler/
Chemolumineszenz-
gerat

Kiihlzelle
Kiihlzentrifuge

Lichtmikroskop
Magnetriihrer
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Powersupply
Priazisionswaage
Reinstwasseranlage

Rollermischer

Sterile Arbeitsbank
Thermomixer

Tischzentrifuge

Ultraschall-Homogenisator

Sonoplus HD 2070
Vortex

Wasserbad
Wippschiittler

2.6.2 Verbrauchsmaterialien

Dialyseschlduche
Eppendorfgefiie
Falcons 10, 50 ml

Nitrozellulosemembran

Pasteurpipetten
Serologische Pipetten

MATERIAL UND METHODEN

Mini Protean Tetra System Bio-Rad (Miinchen)
Thermo Scientific HERAcell 1501 (Waltham, USA)
Intas Advanced Fluoreszenz und ECL-Imager

(Gottingen)

Ilka-Zell (Zwickau)

Sigma 4-16k (UK)

Eppendorf centrifuge 5417-R (Hamburg)
Zeiss Axiovert 40 CFL (Oberkochen)
RCT classic IKA (Staufen)

Knick pH-Meter 766 Calimatic (Berlin)

Tecan  Mikrotiterplatten-Fotometer — infinite =~ M200
(Schweiz)

Eppendorf (Hamburg)

Accurpette VWR (Darmstadt)
Power Pac HC Bio-Rad (Miinchen)
Kern PLJ (Mérfelden-Walldorf)
MilliQ Millipore/VWR (Darmstadt)

Stuart roller mixer SRT9 Bibby-Scientific (Staffordshire,
UK)

Thermo Scientific SAFE 2020 (Waltham, USA)
F1.5 Eppendorf (Hamburg)

Sprout Heathrow Scientific (Illinois USA)
Bandelin (Berlin)

IKA Vortex 1 (Staufen)
WBT 22 PD Group Medingen (Dresden)
IKA Rocker 2D digital (Staufen)

Roth (Karlsruhe)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Greiner Bio One (Kremsmiinster, Osterreich)
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Pipettenspitzen
Sdulen (Eluieren)

96 Well-Platte
Whatman-Filterpapier
Zellkulturflaschen
Zellkulturschale
Zellschaber

2.6.3 Reaktionskits

DCT™Protein Assay

E.ZN.A. ™Eqstfiler®
Plasmid Maxi Kit

2.6.4 Reagenzien
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin
Acryl-/Bisacrylamid 30%

-Mercaptoethanol (C2H6OS)
5-Bromo-4-chlro-3-indoxyl-

Phsophat p-Toluidin Salz (BCIP)

Blockierungspuffer

10x Sigma B6429
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid (CaCl2)
Chloroquin
(C18H26CIN3-2H304P)
Citronenséure-1-hydrat
(C6HgO7)
Coomassie-Brillantblau R-250
(C45H44N3NaO7S2)
Dithiothreitol (DTT)

(C4H1002S2)

MATERIAL UND METHODEN

Eppendorf (Hamburg)
Bio-Rad (Miinchen)
Eppendorf (Hamburg)

GE (Buckinghamshire, UK)

Greiner Bio One (Kremsmiinster, Osterreich)

TPP (Trasadingen, Schweiz)
VWR (Darmstadt)

Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, USA)

Omega bio-tek (Norcross, USA)

Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
Serva (Heidelberg)

AppliChem (Darmstadt)
Biomol (Hamburg)

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Merck (Darmstadt)
GE Healthcare (Pasching, Osterreich)

AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Bio-Rad Labatories (Miinchen)
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MATERIAL UND METHODEN

Dimethylformamid Roth (Karlsruhe)

Ethylendiamintetraessigsiure Roth (Karlsruhe)

(EDTA) (C10H14N208Na2-2H20)

Eisessig (C2H402) Merck (Darmstadt)

Ethanol 100% (C2H6O) Zentralapotheke Universititsklinikum Magdeburg
Essigsédure (C2H402) AppliChem (Darmstadt)

Fetales Kélberserum (FKS) Life Technologies (Darmstadt)
Anti-Flag-M2-Affinity-Gel Sigma-Aldrich (Steinheim)
Flag-Peptid Sigma-Aldrich (Steinheim)

Glucose (CeH1206) Roth (Karlsruhe)

Glycerol (C3H803) Roth (Karlsruhe)

Glycin (C2H5NO2) Roth (Karlsruhe)

Glutathion reduziert Sigma (Deisendorf)

(C10H17N306S)

Glutathion-Sepahrose GE-Healthcare (Pasching, Osterreich)
Harnstoff (CH4N20) Roth (Karlsruhe)

Hefeextrakt Roth (Karlsruhe)
Hydroxyethylpiperazinyl- Roth (Karlsruhe)

Ethansulfonsdure (HEPES) Roth (Karlsruhe)

(CsH18N204S)

Imidazol (C3H4N2) Roth (Karlsruhe)

Isopropanol (C3H8O) Roth (Karlsruhe)

Isopropylthiogalactopyranosid Sigma (Deisendorf)

(IPTG) (CoH180s5S)

Kaliumacetat (C2H3KO2) AppliChem (Darmstadt)
Kaliumchlorid (KCI) AppliChem (Darmstadt)
Kaliumdihydrogenphosphat J.T. Baker (Deventer, Niederlande)
(KH2PO4)

LB Agar Roth (Karlsruhe)

LB-Medium Roth (Karlsruhe)
Magermilch-Trockenpulver Roth (Karlsruhe)
Magnesiumchlorid (MgCl2) AppliChem (Darmstadt)
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Magnesiumsulfat (MgSO4)
Manganchlorid (MnClI2)

Methanol (CH40)
Morpholinopropan-
Sulfonsaure (MOPS)

(C7H15NO4S)

3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid

(MTT)
Natriumacetat (C2H302Na)

Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

(C12H2504S-Na)

di-Natriumhydrogenphosphat-

dihydrat (Na2PO4x2H20)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nickel-Nitrilotriessigsdure-
Agarose

Nonidet P-40 (NP40)

Page-Ruler-Plus Prestained
Protein Ladder
PBS

Penicilin/Streptomycin
Polyethylenglykol 20.000
Ponceau S Losung
(C22H12N4Na401354)
Complete Mini-Protease-
Inhibitor-Mix
Rubidiumchlorid (RbCl)

Saccharose

(C12H22011)

MATERIAL UND METHODEN

Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisendorf)

Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Thermo Scientific (Litauen)

Roth (Karlsruhe)

Thermo Scientific (Litauen)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Gibco by Life Technologies (UK)

Lonza (Verviers, Belgien)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

AppliChem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
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Salzsdure (HCI)
Stickstoff fliissig (N2)
Tetramethylethylendiamin
(TEMED) (C6H16N2)
Tris (C4H11NO3)
Tris-Hydrochlorid

(C4H11NO3-HCI)
Triton X-100

((C2H40)nC14H220)
0,5% Trypsin-EDTA-Losung
Trypton

Tween-20 (C58H114026)

Zellkulturmedium

2.6.5 Zelllinien

HEK-293-T-Zellen:

MATERIAL UND METHODEN

Roth (Karlsruhe)

Air Liquide Medical (Diisseldorf)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Gibco by Life Technologies (UK)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Gibco by Life Technologies (UK)

Hierbei handelt es sich um adhdrente humane embryonale Nierenepithelzellen, die mit dem T-

Zell-Antigen SV 40 immortalisiert worden. Die Verwendung erfolgte zur Proteinexpression

(Simmons 1990).

2.6.6 Bakterien

Bakterienstamm E. coli BL21DE3

Der E. coli Stamm BL21 (Invitrogen, Groningen, Niederlande) wird zur Herstellung von

rekombinantem Protein benutzt. Die Zellen enthalten eine T7-RNA-Polymerase, welche durch

Isopropyl-1thio-B-D-galactopyranoside (IPTG) induzierbar ist und somit die Genexpression

von Plasmiden mit integriertem T7-Promotor ermdglicht.

2.6.7 Plasmide

pcDNA3/Flag-YB-1

pEGFP-N1

pGEX-4T/GST-YB-1 FL

(Invitrogen, K. Kohno, Japan) zur Herstellung von

rekombinantem Flag-YB-1
C. v. Roeyen

(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)

31



pGEX-4T/GST-YB-1 Al
pGEX-4T/GST-YB-1 A2
pGEX-4T/GST-YB-1 A3
pGEX-4T/GST-YB-1 A4
pGEX-4T/GST-YB-1 A5
pGEX-4T/GST-YB-1 A8
pGEX-4T/GST-YB-1 A9
pGEX-5X-1 GST

pRSET

MATERIAL UND METHODEN

(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, K. Kohno, Japan)
(Pharmacia Biotech, Aachen)

(Invitrogen) zur Herstellung von rekombinantem His-YB-1
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3 Ergebnisse

3.1 Rekombinante Expression und Aufreinigung von prokaryotem His-YB-1 und
GST-YB-1 in E. coli sowie eukaryotem Flag-YB-1 in HEK-293T Zellen

Das Ziel der Untersuchung verfolgt den Vergleich von Autoimmunphénomenen gegen das
Kalteschockprotein YB-1 von Tumorpatienten und gesunden Kontrollen. Dafiir wurden in
heterologen Expressionssystemen, bestehend aus E. coli Bakterien und immortalisierten HEK-
293T-Zellen, rekombinantes YB-1 (rYB-1) exprimiert und aufgereinigt. Prokaroytes YB-1
Protein ist posttranslational unveridndert, wohingegen eukaryotes YB-1, entsprechend dem
humanen System, posttranslational modifiziert vorliegt. Die N-terminal gelegenen Protein-tags,
Hexahistidin (His) und Glutathion-S-Transferase (GST) fiir das prokaryote System sowie Flag
fiir das eukaryote System, erlauben die Proteinaufreinigung des ektop exprimierten YB-1

Proteins. Die verwendeten Proteine sind in Abbildung 3.1 schematisch abgebildet.

A
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B prokaryote GST-YB-1 Proteinderivate
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der verwendeten Proteine.

A. Darstellung der rekombinanten Proteine mit dem N-Terminalen Protein-tag.

B. Proteinabschnitte der GST-YB-1-Deletionsfragmente mit Aminosdurebegrenzung. Al umfasst die
Kilteschockdoméne sowie den C-Terminus. A2 reicht von Aminosdure 1-205. A3 besteht aus dem C-terminalen
Bereich. GST-YB-1 A4 enthélt den N- Terminus und die CSD. AS entspricht der Kélteschockdoméne. A8 reicht
von AS 205-324 und A9 von 272-324. FL (Volllangenprotein YB-1).

Nachdem die Proteine exprimiert, spezifisch aufgereinigt und dialysiert wurden, wurde der

Expressionserfolg nach SDS-PAGE mittels Coomassie Farbung nachgewiesen (Abbildung

3.2). Zum kalkulierten Molekulargewicht des YB-1 von ca. 50 kDa addieren sich jeweils 1 kDa
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fiir His- und Flag-tag sowie 25 kDa fiir den GST-tag.

Bei der Detektion von eukaryotem Flag-YB-1 zeigt sich in der Coomassie-Farbung lediglich
eine Bande bei ca. 50 kDa. Im Kontrast zum Flag-YB-1 Protein erstreckt sich das
Bandenmuster des His-YB-1 im Coomassie Gel von ca. 13kDa bis ca. 250 kDa.
Die GST-YB-1-Deletionsfragmente erzeugen Banden von 25 kDa bis ca. 100 kDa, die GST
und das GST-YB-1-Volllingenprotein reflektieren. Zusétzlich enthalten die GST-YB-1-

Proteine eine Vielzahl von Spaltfragmenten, die spéter beschrieben werden.

A

AN

r§"é ~05& q;? §*‘é &
ka & ¥ L& s ECHIGRE I AR A A
250- 250-
=
55- > 55- > >
35' 35_ > >
25- 25. >
15- 15-
10- 10-
Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 3.2: Nachweis der Proteinexpression.

Die erwartete Proteingrofe ist durch “>* markiert. Coomassie-Gel des His-YB-1, Flag-YB-1 und der GST-YB-1-
Deletionsfragmente. His-YB-1 liegt bei ca. 52 kDa, enthélt Proteinfragmente bis ca. 13 kDa und Multimere bis
250 kDa. Die Banden bei ca. 20 kDa, 52 kDa, 70 kDa und 120 kDa sind am stdrksten. Flag-YB-1 zeigt eine

schwache Bande bei ca. 55 kDa. Die GST-YB-1-Deletionsfragmente enthalten alle Spaltfragmente bis z.T.
25 kDa.

3.2  Spontane Spaltung des Kilteschockproteins YB-1: Charakterisierung der
Proteinfragmente anhand markierter Proteinderivate

Zur definitiven Charakterisierung der Proteinfragmente und -multimere wurden anschlieSend
Western-Blot Analysen der rekombinanten Proteine durchgefiihrt. Dazu wurden Peptid-
abgeleitete und affinititsgereinigte polyklonale YB-1 Antikorper und monoklonale Antikdrper,
die sich gegen den N-terminal gelegenen Protein-fag richten, verwendet. Die spezifischen
YB-1 Antikorper binden die N-terminale Domédne (AS 21-33), die Kilteschockdoméne
(AS 100-109) sowie den C-terminalen Abschnitt (AS 187-213 und 296-312) (Abbildung 3.3A).
Die Epitopspezifitit dieser Antikorper ist anhand von definierten GST-YB-I1
Deletionsfragmenten bestétigt worden (Anhang 2). Neben der erfolgreichen Expression des

YB-1 Proteins konnten ebenfalls YB-1 Spaltungsfragmente bestitigt werden (Abbildung 3.3B).
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3.3.: Spontane Spaltung des rekombinanten YB-1 Proteins.

A. Schematische Darstellung des rekombinanten His- und Flag-YB-1 Proteins mit seinem N-Terminus, C-
Terminus und der zentral gelegenen Kélteschockdoméne. His- und Flag-tag sind beide N-terminal lokalisiert.
Aminosdureepitope, die fiir die Immunisierung von Hasen genutzt wurden, um die polyklonalen,
affinitdtsgereichten Antikorper zu generieren, sind eingezeichnet. Die genutzte Antikdrpernomenklatur N-term,
cold shock, C-term-1 und C-term-2 wird eingefiihrt.

B. Immunoblot und Detektion von rekombinantem His- und Flag- markiertem YB-1 Protein mit monoklonalem
Anti-His und Anti-Flag Antikoérper sowie der polyklonalen Anti-YB-1 Antikorper bei 50 kDa (1 im Blot). His-
YB-1 zerfillt in viele Fragmente (3-10), die von 10 kDa bis 40 kDa Molekulargewicht reichen. Flag-YB-1
demonstriert nur 1 weiteres Fragment bei ca. 48 kDa (mit <12 im Blot gekennzeichnet). Es gibt zwei starke Banden
fiir His-YB-1 bei ca. 18-22 kDa (Spur 3, 6 und 7), die nur mit dem N-terminal bindenden Antikdrper visualisiert
werden. Der gegen His gerichtete Antikorper detektiert diese nur schwach (Spur 1, 6 und 7). Zusétzliche Banden
werden bei ca. 56 kDa, 58 kDa und 70 kDa (markiert durch * und ** in Spur 1, 3, 5 und 7) Molekulargewicht
detektiert.

C. Anhand der Ergebnisse der Immunoblots wurde ein His- und Flag-YB-1 Protein Spaltungsmuster erstellt. Das
Volllangen-His-YB-1 (markiert mit <1) scheint in 9 zusétzliche Fragmente zu zerfallen. Flag-YB-1 zeigt ein
weiteres Fragment.

Prokaryotes His-YB-1 zerfdllt in 9 Fragmente mit einem Molekulargewicht von 10 kDa bis
40 kDa, die mit <2 - <10 beschriftet sind (Abbildung 3.3B und C oben). Eukaryotes Flag-YB-
1 hingegen enthélt neben dem ca. 50 kDa groen Vollldngenprotein lediglich eine weitere
Bande bei ca. 48 kDa (Abbildung 3.3B und C unten). Der N-terminal bindende Antikorper zeigt
als einziger AntikOrper eine starke Affinitdt zu 2 Fragmenten mit der GroBe von 18-22 kDa
(< 6 und <7 vgl. Abbildung 3.3B, Spur 3). Zusétzlich konnen Proteinkomplexe mit der Grofle
von ca. 58-70 kDa (angezeigt durch * und ** vgl. Abbildung 3.3B Spur 7) nachgewiesen
werden.

Zur detaillierteren Analyse der Spaltungsfragmente wurden anschlieBend die an definierten

Stellen gespaltenen GST-YB-1 Proteinderivate analysiert. Das Gesamtbild bestitigt die
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beobachteten Ergebnisse. GST-YB-1 zerfillt in mindestens 10 Spaltprodukte (<2 - <11 vgl.
Abbildung 3.4B, Spur 1). Es zeigt sich ein komplexes Spaltungsmuster, das aufgrund des

N-terminal gelegenen Protein-tag vom C-terminalen Proteinende beginnt (Abbildung 3.4C).

A prokaryote GST-YB-1 Proteinderivate C GST-markierte Proteinfragmente
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Abbildung 3.4.: Charakterisierung der spontanen Spaltung von rekombinanten prokaryoten YB-1
Proteinderivaten mit einem GST-tag am N-terminalen Ende des Proteins.

A. Schematische Darstellung der GST-YB-1 Proteinderivate wie in Abbildung 3.1 B beschrieben.

B. Immunoblotting der GST-YB-1 Proteinderivate mittels anti-GST-Antikorper. Der GST-fag (<11) besitzt ein
Molekulargewicht von 25 kDa. Das Volllangen GST-YB-1 ist ca. 75 kDa. Es stellen sich 9 weitere Proteinbanden
neben dem GST-tag dar, die mit <2 - <10 bezeichnet sind.

C. GST-YB-1 Spaltungsmuster basierend auf den Western Blot Analysen.

Dabei impliziert das entstehende Fragmentmuster 5 Spaltungsstellen in der C-terminalen
Domiéne, 2 flankieren die Kélteschockdomaéne, 1 liegt in der Kélteschockdoméne und 1 im N-
terminalen Abschnitt des YB-1 Proteins. Ein potentielles Spaltungsmuster auf Grundlage der
GST-YB-1 Proteinderivate ist in Abbildung 3.5 dargestelit.
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Abbildung 3.5: Zerfallsmuster der GST-YB-1-Deletionsfragmente.

Anhand der Western-Blot Ergebnisse des monoklonalen sowie der affinitétsgereinigten polyklonalen Anti-YB-1-
Antikdrper ist das potentielle Spaltungsmuster der GST-YB-1-Deletionsfragmente dargestellt (vgl. Abb. 3.4; 3.5;
Anhang 2). Im C-Terminus sind 7 Spaltungsstellen gelegen, so dass GST-YB-1 A9 wahrscheinlich 2 und GST-
YB-1 A8 womdglich 5 davon enthilt. Weiterhin sind um die Kélteschockdomine 2 Spaltungen sowie in der CSD
und im N-Terminus jeweils eine Spaltungsstelle mdglich.

Rekombinantes prokaryotes YB-1 Protein zeigt ein komplexes Spaltungsmuster, wohingegen
sich eukaryotes YB-1 Protein stabil mit nur einem Spaltungsfragment darstellt.
Mithilfe der charakterisierten YB-1 Spaltungsfragmente sollen im Weiteren die Epitope der

Autoantikorper der Serum-/Plasmaproben vordefiniert werden.

3.3 Autoimmunitit gegen das Kilteschockprotein YB-1 in Gesunden und
Tumorpatienten ist vorhanden, jedoch unterscheiden sich die detektierten
Proteinfragmente

Im néchsten Schritt wird untersucht, ob die Serum- und Plasmaproben Autoantikdrper gegen
das YB-1 Protein aufweisen und ob diese gegebenenfalls gegen die in Abschnitt 3.2
charakterisierten Fragmente gerichtet sind. Dabei ist es von Interesse potentiell
krankheitsspezifische Autoantikdrper zu eruieren. Der Nachweis der Autoantikorper erfolgte
anhand des zuvor hergestellten und getesteten nicht modifizierten His-YB-1 und des
posttranslational verdnderten Flag-YB-1 Proteins, die mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese aufgetrennt und im Western-Blot Verfahren mit Patientenseren als
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,LPrimédrantikorper detektiert wird. Der verwendete Sekundarantikorper ist gegen menschliche
IgG-Antikdrper gerichtet. Der genutzte Tertidrantikorper ist entsprechend der Lichtemission
konjugiert. Das Verfahren ist in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt. Der Nachweis des rYB-
1 gibt Hinweise auf die Anwesenheit von Autoantikorpern des IgG-Subtyps im Serum bzw.
Plasma.

Es wurden 14 Kontrollprobanden und 15 Tumorpatienten (Tabelle 1 und 2) auf die

Anwesenheit von AutoantikGrpern mit Reaktivitit gegen rekombinantes His-YB-1 hin

untersucht.

A B

Rekombinantes Rekombinantes

His'YB-1 (E. coli) Flag-YB-1 (HEK Zellen)

Immunodetektion Patientenprobe Immunodetektion Patientenprobe
Anti-Human-1gG (Fc) Anti-Human-1gG (Fc)
Anti-Maus (HRP) Anti-Maus (HRP)
kDa kDa
250- -
8 7
]7%0- 100-
- | — 70- -_—
55- e 55-
3B- | 35-
25 | T —_ 25-
15- 15-
10- — 10-
NE $ N S
Q o O QO
{_Oé\ &\}é\ {_0& &§

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der YB-1 Detektion mittels Serumproben.
Rekombinantes His-YB-1 (A.) und Flag-YB-1 (B.) wird durch eine SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und im
Western-Blot-Verfahren mittels der Serumproben detektiert.
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Tabelle 1. Gesunde Kontrollprobanden.

Patient Alter Geschlecht Tumor Mini Mental Status Test (MMST) (Refe

Ko01

K02

K03

K04

K05

K06

K07

K08

K09

K10

K11

K12

K13

K14

63

77

74

72

82

69

73

76

75

86

76

79

64

85

W

W

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

30

30

29

30

30

30

29

30

30

29

29

30

30

29

CRP mg/l
renz: <5 ng/ml)

1.2
0.9
1.9
<0,6
<0,6
1.3
3.5
4.6
1.6
1.2
<0.6
<0,6
1.1

1.3

Die getesteten Proben zeigen ein komplexes Muster mit dem His-YB-1 Protein, welches ~8

Proteinbanden inkludiert. Bei 8 von 15 Tumorpatienten konnte dabei eine Proteinbande, die zu

der Grofe des Volllangen His-YB-1 Protein korrespondiert, visualisiert werden. Im Gegensatz

dazu zeigen die Kontrollprobanden nur in 3 der 14 Félle solch eine Bande (Abbildung 3.8 A).

Das Muster der Autoantikorper erscheint bei den Tumorpatienten vielschichtiger zu sein, vor

allem das Fragment p18 (Abbildung 3.7 A, #6) wird hdufiger detektiert. Weiterhin enthélt das

Serum der Tumorpatienten vermehrt Autoantikérper gegen hochmolekulare Banden >100 kDa

(Abbildung 3.7A, markiert durch *).

39



Tabelle 2: Tumorpatienten.

Patient Alter

TO1

T02

TO03

T04

TO0S

TO06

TO07

TO08

T09

T10

T11

T12

T13

T14

T15

44

54

78

42

60

54

72

75

65

66

62

59

72

71

69

Geschlecht

W

m

ERGEBNISSE

Stadium

T3 N3 M1

T3 N3 M1

IIIa

T2 N2 MO0

T3 NO Mx

T3 N3 M1

T2 N1 MO0

T3 N2 M1

Tx N2bM1

I1Ia

T2 N3 M1

T2 NOM1

T3-4 N2M0O

Tumorentisit

Bronchialzell-Adenokarzinom
Bronchialzell-Adenokarzinom

Akute myeloische Leukimie
Marginalzonenlymphom
Bronchialzell-Adenokarzinom
Kleinzelliges Bronchialzellkrazinom
Akute myeloische Leukimie
Bronchialzell-Plattenepithelkarzinom
Gallenblasenkarzinom
Bronchialzell-Adenokarzinom
Bronchialzell-Plattenepithelkarzinom
Non-Hodgkin Lymphom
Bronchialzell-Adenokarzinom
Brustkrebs

Bronchialzell-Plattenepithelkarzinom

Derselbe experimentelle Ansatz wurde auch bei dem in HEK-293-T-Zellen exprimierten

eukaryoten Flag-YB-1 angewendet. Dieses ist nicht degradiert und als Doppelbande um 50 kDa

Molekulargewicht zu detektieren. In beiden Kohorten konnte keine positive autoimmune

Reaktion gegen diese beschriebenen Banden nachgewiesen werden (Abbildung 3.7 B).

Es konnte eine starke immunologische Antwort gegen das rekombinante prokaryote His-YB-1

gezeigt werden, die unterschiedlich zwischen Gesunden Kontrollen und Tumorpatienten ist.
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Rekombinantes His-YB-1

A kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Spur

250-
130-
100-
70|
50- -

35| —

25+

< YB-1

#3
*5

#7
#8

S &S S

1,
/I‘

y?'o gi' Gesunde Kontrollen

Rekombinantes His-YB-1

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

250-
130-
100-
50-
35-
25-

15-
10-

#6 (p18)
#7
#8

5 o QA SO 9 Q
ANEPNEEEE RN PSP RN

Yo Tumorpatienten

Rekombinantes Flag-YB-1

S SIS ST &
W 319 Gesunde Kontrollen

Rekombinantes Flag-YB-1

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Spur

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Spur

YB-1
#1

‘ o ™ 5 o
Fe & & & F P& &

W & Tumorpatienten

Abbildung 3.7: Autoantikorperdetektion mittels rekombinanter YB-1 Proteine.

His/Flag-markiertes YB-1 Protein wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und Serum-/Plasma-Proben von
Kontrollprobanden und Tumorpatienten wurden nach dem Proteintransfer als ,,primédre* Antikorper hinzugefiigt.
Anti-Mensch IgG Fc wurde als sekundérer Antikdrper verwendet, gefolgt von der Visualisierung durch einen Anti-

Maus-Drittantikdrper.
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A. His markiertes YB-1 Protein wird bei ca. 50 kDa Molekulargewicht von 3 Kontrollprobanden und 8
Tumorpatienten detektiert. Beide Gruppen zeigen Proteinbanden von 10 kDa bis 130 kDa Molekulargewicht.
Tumorpatienten binden dabei 8 Fragmente (<*1 - <*8). Ein ca. 18 kDa groBes Proteinfragment (p18; <*6) scheint
spezifisch fiir die Tumorgruppe. Proteinbanden mit einer GroB3e von mehr als 100 kDa (<*1, <*2) treten haufiger
in der Tumorkohorte auf.

B. Autoantikorper gegen das eukaryote Flag markierte YB-1 Protein konnen in beiden Gruppen nicht detektiert
werden. Lediglich vereinzelt treten schwache Banden auf, die nicht mit den ca. 50 kDa und 45 kDa Proteinbanden
des Anti-Flag-Antikorpers korrespondieren (YB-1, <*1).

3.4  Eingrenzung der Konformationsepitope mittels GST-YB-1-Deletionsproteinen
Nachdem in allen Patientengruppen Autoantikorper gegen Bestandteile des bakteriellen
His-YB-1 nachgewiesen werden konnten, sollten die Bindungsepitope der Autoantikorper
eingegrenzt werden. Anhand der unterschiedlichen Bandenmuster bestand der Verdacht, dass
die Epitope zwischen den Kollektiven differieren. Zusétzlich lassen sich durch die vordefinierte
Proteinstruktur moglicherweise besonders immunogene Fragmente des YB-1 Molekiils
charakterisieren. Dazu wurde dieselbe Technik wie in Abschnitt 3.3 mit den bereits
eingefiihrten GST markierten YB-1 Proteinderivativen gewéhlt.

Grundlage fiir die Analyse bilden wiederum die bereits verwendeten Serum- und Plasmaproben.
6 reprisentative Proben beider Kohorten sind in Abbildung 3.8 A und B dargestellt. Zumeist
sind Autoantikorper gegen die YB-1 Proteinderivate zu visualisieren, jedoch in
unterschiedlichem AusmaB. Tumorpatienten zeigen die groffte Reaktivitit gegen die
Proteinderivate A2, A4, A8 und A9. Diese sind stirker ausgeprigt als in der gesunden
Kontrollgruppe (Abbildung 3. Vgl. Spuren 4, 6, 8 und 9). Eine Zusammenfassung aller
getesteten Proben liefert Abbildung 3.8 C, in der zusitzlich die Stirke der visualisierten Banden
semiquantitativ abgebildet ist. Anhand der gebundenen GST-YB-1 Deletionsfragmente ist das
minimale Konformationsepitop hervorgehoben. Dabei fillt auf, dass die Epitope der
Autoantikorper im N- sowie C-terminalen Abschnitt des Proteins gelegen sind.

Die detektierten Fragmente <25 kDa sowie Banden mit einem Molekulargewicht von mehr als
75 kDa lassen sich nicht zuordnen, da sie nicht mit den spezifischen Anti-YB-1-Antikdrpern

visualisierbar sind. Ob es sich dabei um Fragmente oder Multimere des YB-1 Proteins handelt,
bleibt offen.

42



ERGEBNISSE
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Abbildung 3.8: Kartierung von Konformationsepitopen anhand von GST-YB-1 Deletionsfragmenten.
GST markierte YB-1 Proteinderivate, die bereits in Abbildung 3.4 beschrieben wurden, sind mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Proben der Gesunden und Tumorpatienten wurden als “Primérantikérper” auf die transferierten
Proteine aufgetragen. Anti-Mensch IgG Antikorper sowie ein HRP konjugierter Drittantikdrper wurden
anschliefend inkubiert.
A und B. 6 reprisentative Proben sind dargestellt. In den meisten Féllen kdnnen Autoantikdrper gegen die GST-
YB-1 Proteinderivate visualisiert werden, jedoch in unterschiedlich starkem AusmaR. Bei den Tumorpatienten
erscheint die Bandenintensitit stdrker und die starksten Reaktionen rufen die Konstrukte A2, A4, A8 und A9 hervor
(vgl. Spuren 4, 6, 8 und 9 mit den anderen Spuren). Beide Kohorten zeigen Reaktionen gegen zuvor unbekannte
Banden, die sich kleiner als der 25 kDa GST-tag darstellen sowie grofer als GST-YB-1 mit 75 kDa relativem
Molekulargewicht.
C. Die Abbildung fasst die Ergebnisse mit allen Seren zusammen, bei denen eine Epitop-Eingrenzung
durchgefiihrt wurde. Die Kontrollprobanden (oben) und Tumorpatienten (unten) sind mit ihrem minimalem
Autoantikorperepitop basierend auf den GST-YB-1 Deletionsfragmenten dargestellt. Am haufigsten treten
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Autoantikorper gegen Peptide in den Proteindoménen 1 und 4 auf. Das Signal der detektierten Fragmente wird
semiquantitativ als ,,abwesend®, ,,schwach oder ,,stark eingestuft.

3.5 Eingrenzung der linearen Epitope des YB-1 Proteins anhand eines Peptid-Arrays
Das nichste Ziel stellte die Abkldrung dar, ob neben Konformationsepitopen auch lineare
Epitope des YB-1 Proteins durch Antikdrper erkannt werden. Dazu wurde ein YB-1 abgeleiteter
Peptid-Array verwendet, der 79 Peptidspots mit jeweils 15 Aminosduren aufweist. Diese
Peptide liberlappen sich um 11 Aminoséduren, sodass ein konsekutiver Shift von 4 Aminoséduren
pro Peptidspot entsteht (Anhang 5). Die humanen Serum-/Plasmaproben fungierten wiederum
als ,,Primérantikorper. Die Detektion und Firbung erfolgte durch einen an alkalische
Phosphatase konjugierten sekundéren Antikorper, der sowohl humane IgA, IgG als auch IgM
Antikorper bindet. Von 14 Kontrollprobanden und 8 Tumorpatienten sind 6 reprédsentative
Proben dargestellt (Abbildung 3.9 B). Im linken Panel sind die gesunden Kontrollen abgebildet,
die zumeist wenig bis keine Reaktion zeigen. Im Gegensatz dazu préisentieren die
Tumorpatienten im rechten Panel ein dhnliches Muster von 5 linearen Epitopen (Abbildung 3.9
B (rechtes Panel), C und D). Obgleich ein N-terminal gelegenes Konformationsepitop in den
zuvor beschriebenen Versuchen gefunden wurde, stellt sich ein N-terminal lokalisiertes lineares
Epitop (AS 41-75) selten dar. Dariiber hinaus wird ein lineares Epitop in der
Kilteschockdomine (AS 89-107) erkannt, welches mit der Eingrenzung der
Konformationsepitope nicht gesehen wird. C-terminal lokalisierte lineare Epitope umfassen die
Aminosduren 129-159, 181-211, 225-255 und 269-291 (Abbildung 3.9 D und E, vgl. Anhang
7). Alle aufgefiihrten linearen Epitop-Sequenzen zeigen Ubereinstimmungen mit den
vermuteten Spaltungsstellen des YB-1 Proteins auf (Abbildung 3.3-3.5).

Basierend auf den linearen Epitopen, die durch den YB-1 Peptid-Array abgeleitet werden,
zeigen sich im Auftreten Differenzen zwischen Tumorpatienten und gesunden

Kontrollprobanden.
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Abbildung 3.9: Kartierung von Autoantikérpern gegen lineare Epitope innerhalb des Kilteschockproteins
YB-1 anhand eines iiberlappenden Peptid-Arrays.

A. Schema des Peptidarrays mit flankierenden Aminosduresequenzen.

B wund C. Die gesunden Kontrollprobanden (linkes Panel) prdsentieren vorrangig schwache
Autoantikorperreaktionen. Tumorpatienten-Seren (rechtes Panel) erkennen 6 lineare Epitope, die separate
hervorgehoben werden.I AS:41-75; IT AS: 85-103; IIT AS: 133-163; IV AS: 177-207; V AS: 225-255; VI AS: 269-
291

D. Eine Zusammenfassung aller getesteten Proben mit den detektierten Peptiden ist dargestellt. Das Signal der
visualisierten Peptide wird semiquantitativ in abwesend, schwach oder stark eingeteilt. Zusitzlich sind die Peptide,
die benachbart zu der Kélteschockdoméne liegen, hervorgehoben. Die Daten der Tumorpatienten weisen auf 5
héufiger erkannte Epitope (II-VI) hin.

E. Ausfiihrung der Aminosduresequenzen der linearen Epitope.

3.6  Evaluation von endogenem Y B-1 Serumspiegel und Spaltfragmenten im Serum
Im Folgenden wurden die endogenen Mengen von YB-1 in den Plasma- und Serumproben
semiquantitativ mittels Westernblot untersucht. Es bestand, aufgrund der unterschiedlichen
Autoimmunreaktionen, die Vermutung von Verdnderungen im Spaltungsmuster des YB-1-
Molekiils. Mogliche neu entstehende Fragmente oder Multimere besitzen das Potential
krankheitsspezifisch zu sein (vgl. Tacke et al. 2011).

Dazu wurden die Serum- und Plasmaproben mit der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschliefend nach dem Proteintransfer im Western Blot mit Antikorpern inkubiert, die gegen
die N-terminale Doméne, die Kélteschockdomine und die C-terminale Doméne gerichtet sind
(vgl. Abbildung 3.3). Die durchgefiihrten Analysen zeigen, dass jede der getesteten Proben
YB-1-Protein enthilt. Die Bandenstirke des YB-1 auf Hohe von 50 kDa erscheint in der
Tumorgruppe deutlicher zu sein (Abbildung 3.10, Spuren 5 bis 10). Allerdings zeigen die
Kohorten keine wesentlichen Unterschiede beziiglich des detektierten Bandenmusters.
Sowohl der N-terminal bindende als auch der Kélteschockdomidne bindende Antikorper
offenbaren eine Bande bei ca. 18 kDa Molekulargewicht (Abbildung 3.10 oben und Mitte,
<18 kDa). Zusitzlich detektieren alle Antikorper eine hohermolekulare Bande bei 70 kDa (*1).
Dariiber hinaus visualisiert der gegen die Kélteschockdomine gerichtete Antikorper 2 weitere
hochmolekulare Banden bei 130 kDa und 250 kDa Molekulargewicht (Abbildung 3.10 Mitte,
bezeichnet mit <*3 und <*4).

Veridnderungen im Spaltungsmuster des YB-1 Protein durch die vorhandenen Autoantikorper
konnten sich nicht nachweisen lassen, jedoch zeigen sich Unterschiede im Gehalt des YB-1

Proteins zwischen Gesunden und Tumorpatienten.
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Abbildung 3.10: Immunoblots von endogenem YB-1 in gesunden Kontrollprobanden und Tumorpatienten.
Plasmaproben von gesunden Kontrollen (Spuren 1 bis 4) sowie Serumproben von Tumorpatienten (Spuren 5 bis
10) wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt und nach Proteintransfer mittels Antikorper, die gegen den N-Terminus
(oben), die Kélteschockdomine (Mitte) und den C-Terminus (unten) gerichtet sind, untersucht. Alle analysierten
Proben enthalten endogenes YB-1 (50 kDa). Sowohl der N-terminal bindende als auch der C-terminal bindende
Antikorper weisen eine Proteinbande bei ca. 18 kDa Molekulargewicht nach. Zusétzlich zeigen alle Antikdrper
eine Bande bei 70 kDa (*1). Der gegen die C-terminale Doméne gerichtete Antikdrper présentiert zusétzlich 2
weitere hochmolekulare Banden bei ca. 130 kDa und 250 kDa (*3 und *4). Die Hauptbande bei 50 kDa scheint
bei den Tumorpatienten stérker zu sein als bei den Kontrollseren. In gleichem Umfang scheint die 18 kDa Bande
in den Tumorpatienten stérker nachweisbar zu sein.

3.7  Verzogerte Spaltung von rekombinanten Y B-1 durch Tumorseren

Abschlielend sollte der funktionelle Einfluss der Autoantikorper auf das YB-1 Protein eruiert
werden. Dazu wurde das rekombinante prokaryote His-YB-1 und eukaryote Flag-YB-1 bei
37° C fiir zunehmende Zeiten (30 min, 1 Stunde und 16 Stunden) mit humanem Serum von
gesunden Probanden und Tumorpatienten, die Autoantikdrper gegen das YB-1 Protein
aufweisen haben, inkubiert. Darauffolgend erfolgte die Analyse der rekombinanten YB-
1/Serum Mischung im Western Blot unter Verwendung des N-terminal bindenden Flag-
Antikorpers (Abbildung 3.11, unterer Teil) und eines C-terminal bindenden YB-1-Antikorpers
(Abbildung 3.11, oberer Teil). Das rekombinante prokaryote His-YB-1 sowie das eukaryote
Flag-YB-1 demonstrieren weniger Spaltprodukte als die Protein-Serum-Inkubation und die

Serumproben alleine (Abbildung 3.11, vgl. Spuren 1, 2 und 6 mit den anderen Spuren).
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Prokaryotes His-YB-1 wird nach lh Inkubation bei 37° C mit dem Serum der gesunden
Probanden bzw. der Tumorpatienten in 4 Fragmente gespalten, die ein relatives
Molekulargewicht von ~ 9, 18, 33 und 48 kDa aufweisen (<*1, <*3 bis <*5). Nach 16h

Inkubation entsteht ein zusétzliches Fragment mit einer MolekiilgroB3e von ca. 45 kDa (<*2).

Kontrollen Tumor Kontrollen Tumor Kontrollen Tumor Kontrollen Tumor
kba 1 2 3 4 5 6 7 8 91 2 3 45 6 7 8 9 1 2 3 45 6 7 8 9 1 2 3 45 6 7 8 9
250-
o [130-]
£ [100-
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s SH
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>.' 35- <*3
5: 25- <*4
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£ |100-
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L | 35 <#3
E 25-
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Abbildung 3.11: Beeinflussung der Proteindegradation des Kilteschockproteins YB-1 durch
Serumautoantikérper.

Oben: Prokaryotes His-YB-1 wurde fiir 30 min, 1h und 16h mit dem Serum von gesunden Probanden (Spuren 3-
5) und Tumorpatienten (Spuren 3-7) bei 37° C inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem C-terminal bindenden
YB-1 Antikorper (Anti-YB-1 C-Term2, vgl. Abbildung 3.2). His-YB-1 sowie das Serum von Gesunden und
Tumorpatienten (Spur 1, 2 und 6) wurden ebenfalls aufgetragen. Das prokaryote His-YB-1 zerfallt mit dem
Nachweis von 3 Fragmenten mit Molekulargewichten von 48 kDa, 32 kDa und 15 kDa (<*1, <*2 und <*3). Das
mit Serum inkubierte His-YB-1 prisentiert stirkere Signale als das His-YB-1 alleine. Nach 16h Inkubation kénnen
2 weitere Fragmente mit einer Molekulargro3e von ca. 40 kDa (<*2) und 20 kDa (<*4) detektiert werden.
Unten: Eukaryotes Flag-YB-1 wurde jeweils fiir 30 min, 1h und 16h bei 37° C mit dem Serum von gesunden
Probanden (Spuren 3 bis 5) und Tumorpatienten (Spuren 7 bis 9) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem N-
terminal bindenden Anti-Flag Antikorper. Flag-YB-1, Kontrollserum und Tumorserum alleine sind ebenfalls
aufgetragen (Spuren 1, 2 und 6). Beide Kohorten zeigen keine Banden. Flag-YB-1 alleine zerfallt in ein weiteres
Fragment mit einer relativen GroBe von 45 kDa (<*1). Die Kontrollgruppe zeigt bereits nach 30 Minuten nach
Inkubation 2 weitere Fragmente mit einer GroBe von 35 kDa und 30 kDa (<*2, und <*3). Die Tumorproben zeigen
nach 30 min sowie 1h nur ein weiteres Fragment und erst nach 16h ein zweites Fragment (<*1 und <*2).

Die Inkubation des rekombinanten eukaryoten Flag-YB-1s mit humanem Serum von gesunden
Probanden fiihrt bereits nach 30 Minuten bei 37° C zu einer Proteindegradation in 3 Fragmente
mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kDa, 35 kDa und 30 kDa (<1 - <*3). Im Kontrast dazu
entstehen die beiden kleineren Fragmente erst nach 16h Inkubation bei 37° C mit dem Serum
von Tumorpatienten (Abbildung 3.11 unten, <*2 und <*3). Die Proteinfragmentierung von YB-
1 durch Inkubation mit humanem Serum ist deutlich reduziert bei Verwendung von

Tumorserum im Vergleich zu gesundem Kontrollserum.
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4 Diskussion

Autoimmunitét gegen verschiedenste Molekiile des Korpers stellt einen essentiellen Bestandteil
des Immunsystems dar, der bei einer iiberschieBenden Aktivitit einen Krankheitswert erreicht.
Autoantikorper sind dabei wichtige Werkzeuge der Immunzellen (Avrameas et al., 2018).
Aufgrund ihrer hohen Spezifitit gegeniiber den entsprechenden Antigenen sind sowohl die
diagnostischen als auch prognostischen Mdglichkeiten als sehr hoch einzuschitzen (Pesickova
et al., 2015). Natiirlich vorkommende, aber auch posttranslational modifizierte Proteine, sind
Ziel dieses Mechanismus. YB-1 besitzt eine Vielzahl immunogen wirkender Modifikationen
(Phosphorylierungs-, Acetylierungs-, Ubiquitylierungs-, Spaltstellen, Multimerisierungs-
neigung), die zur Autoantikdrperbildung fithren kdnnen. So bereits beschrieben in diversen
Autoimmunerkrankungen, aber auch neurologischen Erkrankungen (Braunschweig et al., 2013;
Jeoung et al., 2002). Viele dieser Proteinverdnderungen treten auch im Tumorgewebe auf.
Die vorliegende Arbeit konnte die Aspekte Autoimmunitit, Tumor und YB-I
zusammenbringen, indem Autoantikorper gegen das Kailteschockprotein YB-1 in
Tumorpatienten nachgewiesen und erstmalig systematisch charakterisiert wurden.

Zunichst wurde YB-1 sowohl in prokaryoten (E. coli) als auch eukaryoten (HEK-293-T Zellen)
Zellorganismen erfolgreich exprimiert, aufgereinigt und nachgewiesen. Das ca. 35,9 kDa grofie
YB-1 ist aufgrund seiner Ladung mit den spezifischen Antikdrpern bei 52 kDa nachweisbar.
GST-YB-1 besitzt aufgrund des 25 kDa GST-tag eine Grofle von ca. 80 kDa (Eliseeva et al.,
2011). Interessanterweise stellt sich das bakterielle YB-1 stark fragmentiert und instabil dar.
Dementgegen ist in den vorliegenden Blots fiir das eukaryote Protein lediglich ein weiteres
Fragment bei 48 kDa zu sehen. Auch in anderen Studien wurden YB-1 Spaltfragmente gesehen,
jedoch wurden diese nicht weiter charakterisiert (vgl. Kim et al., 2013). Obwohl das prokaryote
und eukaryote YB-1 Protein mit Pufferlosungen, die Proteaseinhibitoren und EDTA enthalten,
aufgeldst wurden und eine schnelle Uberfiihrung in den Frostzustand mit Hilfe von fliissigem
Stickstoff erreicht wurde, unterscheiden sich die Spaltungsmuster betrdchtlich. Ob eine
posttranslationale Modifikation die Degradation verhindert, gilt es in entsprechenden Analysen
zu eruieren. Womoglich kann eine nukledre Lokalisation das Protein vor den Proteasen
schiitzen, da YB-1 im Nukleus durch Proteininteraktion stabilisiert wird (di Martino et al.,
2016). Die Spaltung des YB-1 Molekiils geht anhand der GST-YB-1 Analysen und
Proteinaufreinigung vom C-terminalen Ende aus. Dabei ergeben sich mindestens fiinf
Spaltstellen im C-terminalen Abschnitt, zwei unmittelbar um die Kélteschockdoméne gelegen
und jeweils eine in der CSD sowie im N-terminalen Abschnitt. Aus Vorversuchen ist bekannt,

dass das 20S Proteasom YB-1 an AS 219 in 2 Fragmente spaltet. Weiterhin besteht die
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Hypothese einer Degradation durch das 26S Proteasom, welches sogenannte PEST (Prolin,
Glutamat, Serin, Threonin) Regionen erkennt und spaltet. Diese Aminosduresequenzen
befinden sich im YB-1 Molekiil an den Stellen 1-26, 2652, 118-137, 170-185, 205-231, 264—
279 und 304-324 (Kim et al., 2013). Interessanterweise ist das 26S Proteasom essentieller
Bestandteil der Antigenprésentation fiir T-Zellen (Kloetzel, 2004), sodass eine Verbindung
zwischen der YB-1 Spaltung und einer Immunantwort bestehen konnte. Die beschriebene
YB-1 Fragmentation (Abb. 3.5) stimmt womoglich mit den Spaltstellen des 26S und 20S
Proteasoms iiberein. Das C-terminale Fragment (AS 220-324) transloziert in den Nukleus und
bindet vermehrt geschidigte Dann (Kim et al., 2013). Die Funktionen der YB-1 Fragmente
iibernehmen, ist Gegenstand aktueller Forschungen (van Roeyen et al., 2013). Neben den
Spaltungsfragmenten von YB-1 konnten auch hochmolekulare Banden, die das
Molekulargewicht des Volllingenprotein YB-1 iibersteigen, visualisiert werden. Womdoglich
reflektieren einige der hochmolekularen Banden YB-1 Homomultimere (Evdokimova et al.,
2001). Allerdings konnte es sich dabei auch um Aggregate aus aufgereinigtem YB-1 Protein
und  ko-prézipitierten Proteinen handeln, die durch das Expressions- und
Aufreinigungsprotokoll mit eluiert wurden.

Rekombinantes His- und Flag-Protein wurden als Antigene fiir die Serum- und Plasmaproben
der gesunden Kontrollen und Tumorpatienten eingesetzt. Zunichst fillt auf, dass sdmtliche
Proben IgG-Autoantikorper gegen die bakteriell aufgereinigten Proteine besitzen. Diese sind
z.T. gegen das Volllingen-YB-1 Protein und YB-1-Proteinderivate, aber auch gegen zuvor
undefinierte Proteinbanden gerichtet. Niedermolekulare Banden v.a. im Bereich <25 kDa, aber
auch hochmolekulare Banden mit einem Molekulargewicht >130 kDa (Abbildung 3.7A)
konnten auch Reaktionen gegen bakterielle Proteine darstellen, die bei der His-Nickel bzw.
GST-Aufreinigung mit eluiert worden sind. Dadurch wird die Bandenzuordnung der
beschriebenen YB-1 Fragmente deutlich erschwert.

Die Kontrollgruppe zeigt im Vergleich zu den Tumorpatienten schwache Reaktionen gegen das
His-YB-1, wobei lediglich 3 der Seren Autoantikorper gegen das Volllingenprotein besitzen.
Zusiétzlich konnen ~5 weitere Fragmente detektiert werden. Aufgrund des hohen
durchschnittlichen Alters besteht die Mdoglichkeit, dass das Auftreten von YB-1
Autoantikorpern einen natlirlichen Prozess im Alter darstellt (Nagele et al., 2013).

Das 52 kDa YB-1 Vollldngenmolekiil wird durch die Immunglobuline der Tumorpatienten bei
8 von 15 getesteten Seren nachgewiesen. Dariiber hinaus ist ein komplexes Bandenmuster
eruierbar, das ~8 Fragmente umfasst. Dabei ist ein Fragment mit ca. 32 kDa Molekulargewicht

(Abbildung 3.7 A, <"3) besonders stark nachweisbar. Es liegt nahe, dass es sich hierbei um das
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AS 1-219 Fragment handelt, das durch Spaltung iiber das 20S-Proteasom entsteht. Diese
Spaltung ist mafigeblich fiir die nukledre Translokation verantwortlich, die in Tumorproben
deutlich erhoht ist (Basaki et al., 2007, van Roeyen et al., 2013). Eine weitere Bande wird bei
ca. 18 kDa Molekulargewicht (Abbildung 3.7 A, <*6), die als p18 markiert ist, visualisiert.
Diese Proteinbande korreliert mit der Groe des fiir Tumorseren spezifischen
Proteinfragmentes YB-1/p18. YB-1/p18 stellte sich in Tumorkohorten als sensitiverer und
spezifischerer Tumormarker, unabhéngig von der Tumorentitét, als die bisher etablierten
Marker dar. Da es sich bei diesem YB-1 Spaltfragment, das von AS 44-163 reicht, um ein
neues Fragment handelt, konnte es eine Autoimmunitit vermitteln und ein ,,Neoepitop*
aufweisen. Beide Untersuchungsgruppen zeigen auch Unterschiede in der Detektion von
Banden, die groBer als das Volllaingen-YB-1 Protein sind. Vor allem Proteine von 100 bis
130 kDa scheinen bei den Tumorpatienten immunogen zu sein.

Die Arbeitsgruppe von Prof. Mertens konnte in Vorversuchen zeigen, dass das beschriebene
YB-1/p18 Fragment eine starke Neigung zur Multimerisierung mit Proteingr6en von ~70 kDa,
100 kDa und 130 kDa aufweist (Scurt 2017, Promotionsarbeit). Es ist denkbar, dass diese
hochmolekularen Banden Proteinaggregate von YB-1/p18 wiederspiegeln. Der spezifische
YB-1 cold shock Antikorper, dessen Epitop in der Aminosduresequenz von YB-1/p18 liegt,
konnte diese vermeintlichen Multimere nicht detektieren. Womdglich verhindert die
Konformation des YB-1 Proteins die Bindung durch die spezifischen peptidaufgereinigten
polyklonalen YB-1 Antikorper.

Obgleich alle getesteten Humanseren Autoantikdrper gegen bakteriell exprimiertes His-YB-1
besitzen, lassen sich keine Autoantikdrper gegen das eukaryote Flag-YB-1 nachweisen.
HEK-293-T-Zellen sind wie menschliche Zellen in der Lage, Proteine posttranslational zu
modifizieren. Womoglich verhindern diese Verdnderungen die Autoantikdrperbildung durch
Verdnderung der Proteinstruktur oder -antigenitdt (Ellgaard et al., 2016). Der Einfluss
posttranslationaler Modifikationen des YB-1 Molekiils und deren Auswirkung auf seine
Autoantigenitdt wird Gegenstand zukiinftiger Forschung sein. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass trotz der Denaturierungsschritte eine divergente Konformation zum
bakteriellen Protein vorliegt, die die Autoantikorperepitope verdeckt.

Einen Hinweis auf die Funktion der YB-1 Autoantikdrper kann die Unterscheidung der
IgG-Subklassen bieten, da IgG1 und IgG3 vermehrt in akut entziindlichen Prozessen involviert
sind. IgG4 hingegen wirkt anti-inflammatorisch in chronischen Autoimmunerkrankungen
(Falkenburg et al., 2017; van de Stadt et al., 2013). Eine Untersuchung der Unterklassen

erfolgte in der vorliegenden Arbeit nicht.
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Um die von den Autoantikérpern erkannten Konformationsepitope néher zu klassifizieren,
wurden die zuvor definierten GST-YB-1 Proteinderivate im Western Blot verwendet. In der
Gegendtiberstellung der gesunden Kontrollprobanden und der Tumorpatienten zeigte sich, dass
die GST-YB-1 Proteinderivate durch vorhandene Autoantikérper gebunden werden, jedoch zu
unterschiedlichem Ausmafl. Analog zum rekombinanten His-YB-1 werden zuvor nicht
visualisierte Banden (<25 kDa und >100 kDa) detektiert. Da diese Bandenmuster bei vielen der
untersuchten Proben auftauchen, handelt es sich moglicherweise um bakterielle
Proteinbestandteile. Nichtsdestotrotz ist eine Eingrenzung der Bindungsepitope durch GST-
YB-1-Deletionsfragmente mdglich. Hierbei handelt es sich um Konformationsepitope, die
aufgrund der nativen Proteinfaltung hdufiger vorkommen. Sie werden anhand von
Schliisselaminosduren und sterischen Strukturen durch Antikorper gebunden (Forsstrom et al.,
2015; Thornton et al., 1986). Anhand der GST-YB-1-Proteinderivate befinden sich die
minimalen autoantigenen Konformationsepitope des YB-1 Molekiill am ehesten in der
N-terminalen Domidne sowie dem C-terminalen Abschnitt (Abbildung 3.8 C). Die
Kalteschockdoméne hingegen besitzt einen weitaus weniger immunogenen Effekt (Abb. 3.8
C). Moglicherweise verhindert die sterische Konformation des nativen YB-1 Proteins die
Bildung oder Bindung von Autoantikdrpern gegen die Kélteschockdoméne (Abbildung 4.1).
Da N- und C-Terminus die freien Enden der -barrel bilden, besitzen sie eine hohere Neigung
immunogen zu sein (Falkenburg et al., 2017; Kloks et al., 2002).

Eine Diversifizierung nach Bindungsepitop kann anhand der getesteten Gruppen ebenfalls nicht
vorgenommen werden. Eine eng gefasste Aussage iiber die Bindungsepitope, unter Anbetracht
der vermeintlichen Fragmentierung des GST-YB-1, ldsst sich aufgrund der Vielzahl
unspezifischer Banden nicht treffen.

Zur préaziseren Charakterisierung der Bindungsepitope wurden linear {iberlappende Peptide im
Rahmen eines YB-1 Peptid-Arrays verwendet. Dabei handelt es sich um lineare Epitope, die
nicht durch Proteinfaltungen verdeckt werden oder solche ausbilden. Lineare Epitope bestehen
zumeist aus Peptidsequenzen von 4-12 Aminosduren (Buus et al, 2012).
Im Unterschied zu den GST-YB-1 Proteinblots zeigen die Analysen, dass ein N-terminal
gelegenes Epitop selten auftritt (Abbildungen 3.9D und E; I: AS 41-75). Womdglich wirkt die
Struktur des N-terminalen Fragmentes stirker immunogen als die entsprechende lineare
Aminosduresquenz. Dariiber hinaus zeigen die Tumorserumproben ofter ein kurzes Epitop
innerhalb der Kélteschockdomine (AS 89-107). In diesem Aminosdureabschnitt liegt die fiir
die Tumorprogression relevante Phosphorylierungsstelle Serin 102 (Sutherland et al., 2005).

Eine Modifikation des YB-1 Molekiils konnte einen Erkldrungsansatz fiir dieses Phinomen
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geben. Dariiber hinaus konnte eine Spaltung des YB-1 Proteins die -barrel Struktur (Abb. 4.2)
und die Struktur von YB-1 verdndern, mit Freilegung von kryptischen Epitopen. ,,Neoepitope
mit Induktion von Autoantikorpern konnten hier eine Rolle spielen (Zaenker et al., 2016). Dazu
passend wiren 2 der 4 C-terminalen linearen Epitope, ndmlich AS 177-207 und 225-255, die
die 20S-Proteasom Schnittstelle (AS 219) flankieren. Ebenso konnte es sich mit den linearen
Epitopen I und III (Abbildung 3.9 D) verhalten, die die Kélteschockdomine umrahmen und
durch eine vermutete Prozessierung der YB-1 Kilteschockdomine ,,Neoepitope™ bilden.
Andererseits liegen die C-terminalen linearen Epitope in Proteinabschnitten, die stark positiv

geladen sind, so dass dies immunogen sind.

Abbildung 4.1: Riumliche Struktur der Kilteschockdoméne des YB-1 Molekiils.
Die Kilteschockdomine von YB-1 stellt sich als 5 Strang-anti-paralleles B-Fass dar (rot, blau, gelb, orange). Der
N-terminale Abschnitt ist hellgriin. Das C-terminale Ende ist in weifl dargestellt (nach Kloks et al., 2002).
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Abbildung 4.2: Konformationsepitope, lineare Epitope und Antigenitiitsindex des YB-1 Proteins.

A. Zusammenfassung der Konformationsepitope und linearen Epitope der Autoantikorper von Kontrollprobanden
und Tumorpatienten.

Die vermeintlichen Epitope sind hervorgehoben. Die Stirke der Autoantikorperbindung ist semiquantitativ
eingeteilt in abwesend, schwach oder stark.

B. Der Antigenitétsindex errechnet 9 Oligopeptidmotive im YB-1-Molekiil, die in besonderem Umfang antigen
wirken. Diese Stellen haben einen positiven Wert von bis zu 1,7 (vgl. Pu et al., 2013).

C. Aminoséduresequenzen der linearen Epitope.

Weiterhin auffallend ist die Uberlappung der YB-1 Spaltungsstellen (Abbildung 3.4 und 3.5),
der Autoantikorper-Epitope sowie der antigenen Bereiche im YB-1 Molekiil (Abbildung 4.2;
Pu et al., 2013). Interessanterweise stimmen diese mit den aus der Literatur vermuteten 26S-
Proteasom-Spaltungsstellen tiberein.

Aus vorangegangen Studien ist bekannt, dass YB-1 im Serum von Tumorpatienten nachweisbar
ist. Es bestand der Verdacht, dass endogene YB-1 Proteinspiegel sowie ein mogliches
Fragmentmuster durch die Autoantikorper alteriert vorliegt. Anhand der durchgefiihrten
Western-Blot Analysen konnte YB-1 sowohl in Gesunden als auch in Tumorpatienten in Hohe
von ca. 52 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3.10). Durch die gegen den N-Terminus und die
Kilteschockdoméne gerichteten Antikorper ldsst sich ein Proteinfragment bei ca. 18 kDa
detektieren.

Dabei erscheint eine Fragmentierung des YB-1-Molekiils durch Autoantikdrper eher
unwahrscheinlich, da sich diese zwischen den einzelnen Proben nicht unterscheidet, obgleich
Unterschiede in den Autoantikdrpern nachgewiesen wurden.

Es liegen zudem weitere YB-1-Derivate mit einer GroBe von >70 kDa Molekulargewicht vor,
wobei unklar ist, ob es sich um Multimere von YB-1 Spaltfragmenten oder YB-I
Proteinassoziationen mit anderen Proteinen handelt. Die Banden bei ca. 130 kDa und 250 kDa
stellen dabei moglicherweise Oligomere des C-terminalen YB-1 Fragmentes dar (Evdokimova
et al., 1995). Da sich jedoch die Multimerbildung zwischen den getesteten Seren bis 250 kDa
nur unwesentlich unterscheidet, besteht die Moglichkeit, dass die Multimerisierung von YB-1
ein normaler Vorgang ohne Krankheitswert ist. Die hochmolekularen YB-1
Bandenformationen kdnnten auch durch eine Poly-ADP-ribosylierung entstehen, die eine
typische Proteinmodifikation von YB-1 darstellt. (Alemasova et al., 2015). Weiterhin wire es
denkbar, dass es sich hierbei auch um Multimere des im Tumorserum vermehrt auftretende
YB-1/p18 Fragment handelt (Scurt Promotionsarbeit, 2017).

Abschliefend wurde versucht, funktionelle Aspekte der YB-1 Autoantikdrper auf den Abbau
des Proteins nachzuweisen. Dazu wurde rYB-1 mit Serumproben von Gesunden und
Tumorpatienten inkubiert. Das bakterielle His-YB-1 zeigt nach 16h in beiden Gruppen ein
Fragment von ca. 45 kDa Molekulargewicht (Abbildung 3.11 oben). Ob dieses Phdnomen ein
Effekt durch die im Serum enthaltenden Proteasen darstellt oder den Zerfall des YB-1s
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entsprechend seiner ,,Halblebenszeit™ darstellt, sollte in weiteren Versuchen eruiert werden. Die
Inkubation mit eukaryotem Flag-YB-1 zeigt hingegen in der Kontrollgruppe bereits nach 30
Minuten 2 zusitzliche Fragmente bei ~35 kDa und 30 kDa. Diese beiden Fragmente sind bei
Tumorpatienten schwicher oder erst nach 16h Inkubation nachweisbar. Da die untersuchten
Tumorpatienten Autoantikorper gegen das YB-1 Protein aufweisen, ist eine mogliche
Erkldrung, dass die ,,Halblebenszeit“ von eukaryotem YB-1 durch die Autoantikorper
verlangert wird. Eine Verldngerung der Halbelebenszeit von YB-1 konnte bei Patienten mit

Tumoren zu einer Akkumulation von extrazelluldarem YB-1 fiihren.
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5 Zusammenfassung

Das Kalteschockprotein Y-box binding protein-1 partizipiert in und vermittelt invasives
Zellwachstum. Es ist unbekannt, ob sich eine Autoimmunantwort gegen das von Tumorzellen
exprimierte YB-1 Protein mit posttranslationalen Modifikationen oder Prozessierungen
entwickelt. Diese Besonderheiten des YB-1 Proteins sind anzunechmen, da monoklonale
Antikorper spezifisch YB-1 in Tumorzellen detektiert. Wir fiihrten eine systematische Analyse
hinsichtlich Autoantikorper durch, die gegen Konformations- bzw. lineare Epitope innerhalb
des Proteins gerichtet sind. Hierzu wurde rekombinantes Volllingen YB-1 und gekiirzte YB-1
Deletionsfragmente in Prokaryoten (E. coli) und Eukaryoten (HEK-293T-Zellen) iiber
Vektoren exprimiert und aufgereinigt. Die Charakterisierung dieser Proteine zeigte ein Muster
von spontaner Proteinspaltung, vornehmlich bei Synthese in Prokaryoten. Autoantikdrper
gegen vornehmlich prokaryotes, jedoch nicht eukaryotes Protein lagen sowohl bei Volllingen-
YB-1 und YB-1 Proteinfragmenten vor. Eine Kartierung der immunogenen
Konformationsepitope wurde mittels gespaltener, von E. coli abgeleiteter GST-YB-1
Proteinderivate mit unterschiedlichen Residuen im N- und C-Terminus durchgefiihrt. Ein
Peptid-Array, bestehend aus sich konsekutiv um 4 Aminosduren verschiebenden,
tiberlappenden Oligopeptiden von jeweils 15 Aminoséuren Linge weist auf sechs verschiedene
antigene Regionen im YB-1 Protein hin, die von Autoantikdrpern der Tumorserumproben
erkannt werden, jedoch in deutlich geringerer Ausprigung bei gesunden Kontrollen.
Abschliefend wurde ein Proteinspaltungsexperiment mit rekombinanten, (Flag- bzw.
His-) markierten YB-1 Proteinen aus E. coli bzw. HEK-Zellen durchgefiihrt. Hier konnten
Unterschiede in der Spaltung bei Inkubation mit Tumorseren nachgewiesen werden.
Zusammenfassend weist die Arbeit eine spezifische autoimmune Antwort gegeniiber vor allem
prokaryote YB-1 Proteine nach, die sich bei Gesunden wie Tumorpatienten hinsichtlich der
erkannten Epitope unterscheidet. Sowohl lineare als auch Konformationsepitope werden

erkannt und koénnen die Halblebenszeit von zirkulierendem, extrazellulirem YB-1 beeinflussen.
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Anhang 1: Sekundirantikérperkontrolle.

Dargestellt sind die verwendeten Antigene sowie die Sekundérantikorper. Es zeigt sich keine Kreuzreaktivitit von
den Zweitantikorpern mit anderen Antigenen.
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Anhang 2: Epitop-Spezifitit der YB-1 Antikorper, basierend auf GST-YB-1 Proteinderivaten.

Die GST-YB-1 Proteinderivate wurden mittels Anti-YB-1 N-term (AS 21-33), cold shock (AS 100-109), C-term
1 (AS 188-214) und C-term 2 (AS 296-312) Antikorpern detektiert. Alle Antikorper visualisieren nur diejenigen
Proteinfragmente, die das entsprechende Antikdrperepitop enthalten. Diese Fragmente sowie die
Antikdrperepitope sind farblich hervorgehoben.
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Anhang 3: Immunoblots mit Serumproben von gesunden Kontrollprobanden mit GST-YB-1
Proteinderivaten.

GST markierte YB-1 Proteinderivate, die bereits in Abbildung 3.4 beschrieben wurden, sind mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Proben der Gesunden wurden als “Primédrantikdrper” auf die transferierten Proteine aufgetragen.
Anti-Mensch IgG Antikorper sowie ein HRP konjugierter Drittantikdrper wurden anschlieend inkubiert, um die
Banden zu visualisieren.
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Anhang 4: Immunoblots mit Tumorserumproben und GST-YB-1 Proteinderivaten.
GST markierte YB-1 Proteinderivate, die bereits in Abbildung 3.4 beschrieben wurden, sind mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Proben der Tumorpatienten wurden als “Primérantikérper” auf die transferierten Proteine
aufgetragen. Anti-Mensch IgG Antikdrper sowie ein HRP konjugierter Drittantikérper wurden anschlieSend

inkubiert, um die Banden zu visualisieren.
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Peptide 15AS, 11 AS Uberlappung

Peptid 1
Peptid 2
Peptid 3
Peptid 4
Peptid 5
Peptid 6

Peptide 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Peptide 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

1-15 5-19 9-23 13-27 17-31 | 21-35 | 25-39 | 29-43 33-47 | 37-51 41-55 | 45-59 | 49-63 53-67 | 57-71 61-75 | 65-79 | 69-83 73-87 7791 81-95 85-99 | 89-103 ' 93-107 97'111
101'115 105-119. 109-123° 113-127 117-131.121-135 125-139 129-143 133-147 137-151 141-155 145-159  149-163 153-167 157-171 161-175 165-179 169-183' 173-187 177-191 181-195 185-199 189-203  193-207 197_211
201-215 305-319 309-3231 313-327 217-231 221-235 225-239 229-243 233-247 237-251 241-255 245-259 249-263 253-267 257-271 261-275 265-279 269-283 273-287 277-291 281-295 285-299 289-303 293-307 297-311
301-315 305-319)309-323 310-324

Peptide 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
Peptide 76 77 78 79

Anhang 5: Schema zum Aufbau des YB-1 Peptid-Arrays.

Es ist die Uberlappung der Aminoséduren in den einzelnen Peptiden dargestellt. Die Verschiebung der

Aminosduresequenz erfolgt jeweils um 4 Aminosduren. Unten sind jeweils die Aminoséuresquenzen der einzelnen
»Spots“ sowie die entsprechenden Peptide dargestellt.
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1;1-15
2;5-19
3;9-23

4; 13- 27
5;17-31
6; 21- 35
7; 25-39
8;29-43
9; 33-47
10; 37-51
11;41-55
12; 45-59
13;49-63
14; 53-67
15;57-71
16; 61-75
17; 65-79
18; 69- 83
19; 73-87
20;77-91
21;81-95
22; 85-99
23;89-103
24;93-107
25;97-111

26; 101-115 RSVG

MBSE AETQQPPAAPP
AETQ QPPAAPPAAPA
QPPA APPAAPALSAA
APPA APALSAADTKP
APAL SAADTKPGTTG
SAAD TKPGTTGSGAG
TKPG TTGSGAGSGGP
TTGS GAGSGGPGGLT
GAGS GGPGGLTSAAP
GGPG GLTSAAPAGGD
GLTS AAPAGGDKKVI
AAPA GGDKKVI ATKV
GGDK KVI ATKVLGTV
KVI A TKVLGTVKWEN
TKVL GTVKWFNVRNG
GTVK WENVRNGYGFI
WENV RNGYGFI NRND
RNGY GFI NRNDTKED
GFI N RNDTKEDVFVH
RNDT KEDVFVHQTA
KEDV FVHQTAI KKNN
FVHQ TAI KKNNPRKY
TAI K KNNPRKYLRSV
KNNP RKYLRSVGDGE
RKYL RSVGDGETVEF
DGETVEFDWE

27;105-119 DGET VEFDVVEGEKG

Anhang 6: Aminosiurezusammensetzung der Oligopeptide des Peptid-Arrays.

Kontrollprobanden

ANHANG

28;109-123
29;113-127
30;117-131
31;121-135
32;125-139
33; 129- 143
34; 133- 147
35; 137-151
36; 141- 155
37; 145-159
38; 149- 163
39; 153- 167
40; 157-171
41; 161-175
42;165-179
43; 169- 183
44; 173- 187
45;177-191
46; 181- 195
47;185-199
48; 189- 203
49; 193- 207
50; 197- 211
51;201- 215
52;205- 219
53; 209- 223
54; 213- 227

VEFD VWEGEKGAEAA
WEG EKGAEAANVTG
EKGA EAANVTGPGGV
EAAN VTGPGGVPVQG
VTGP GGVPVQGSKYA
GGVP VQGSKYAADRN
VQGS KYAADRNHYRR
KYAA DRNHYRRYPRR
DRNH YRRYPRRRGPP
YRRY PRRRGPPRNYQ
PRRR GPPRNYQQNYQ
GPPR NYQQNYQNSES
NYQQ NYQNSESGEKN
NYQN SESGEKNEGSE
SESG EKNEGSESAPE
EKNE GSESAPEGQAQ
GSES APEGQAQQRRP
APEG QAQQRRPYRRR
QAQQ RRPYRRRRFPP
RRPY RRRRFPPYYMR
RRRR FPPYYMRRPYG
FPPY YMRRPYGRRPQ
YMRR PYGRRPQYSNP
PYGR RPQYSNPPVQG
RPQY SNPPVQGEVME
SNPP VQGEVMEGADN
VQGE VMEGADNQGAG

Tumorpatienten

55;217-231
56; 221- 235
57;225-239
58; 229- 243
59; 233- 247
60; 237- 251
61; 241- 255
62; 245- 259
63; 249- 263
64; 253- 267
65; 257- 271
66; 261- 275
67;265-279
68; 269- 283
69; 273- 287
70;277-291
71; 281- 295
72;285-299
73; 289- 303
74; 293- 307
75;297- 311
76; 301- 315
77;305-319
78; 309- 323
79; 310- 324

VMEG ADNQGAGEQGR
ADNQ GAGEQGRPVRQ
GAGE QGRPVRQNMYR
QGRP VRONMYRGYRP
VRQN MYRGYRPRFRR
MYRG YRPRFRRGPPR
YRPR FRRGPPRQRQP
FRRG PPRQRQPREDG
PPRQ RQPREDGNEED
RQPR EDGNEEDKENQ
EDGN EEDKENQGDET
EEDK ENQGDETQGQQ
ENQG DETQGQUPPQR
DETQ GQQPPQRRYRR
GQQP PQRRYRRNFNY
PORR YRRNFNYRRRR
YRRN FNYRRRRPENP
FNYR RRRPENPKPQD
RRRP ENPKPQDGKET
ENPK PQDGKETKAAD
PQDG KETKAADPPAE
KETK AADPPAENSSA
AADP PAENSSAPEAE
PAEN SSAPEAEQGGA
AENS SAPEAEQGGAE

K09

| ko5 | ko2 | kK14 [ Koe |

K11

| T14

T15

Anhang 7: Peptid-Array der Kontrollprobanden und Tumorpatienten.
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