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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Als Schutz vor den verschiedensten Arten von Pathogenen, denen unser Organismus
ausgesetzt ist, haben sich eine Reihe von hoch spezialisierten Zelltypen entwickelt, die das
Immunsystem des Korpers bilden. Die Zellen des Immunsystems entwickeln sich wie alle
zelluldren Bestandteile des Blutes aus hématopoetischen Stammzellen, die sich bei
ausgewachsenen Saugern im Knochenmark befinden. Die Stammzellen liefern durch standige
Teilung Vorldauferzellen, die sich zundachst zu myeloiden und lymphatischen Vorl&uferzellen
differenzieren. Die myeloiden Vorlauferzellen konnen sich zu Granulozyten und
Makrophagen weiter entwickeln, die als Hauptbestandteil des angeborenen Immunsystems
agieren. Die lymphatischen Vorlaufer entwickeln sich zu Lymphozyten, die sich in B-
Lymphozyten und T-Lymphozyten untergliedern. Die Lymphozyten sind an der adaptiven
Immunantwort beteiligt, bei der man die zellulare von der humoralen Immunantwort
unterscheidet. Die zelluldare Immunantwort ist fur die Erkennung und Beseitigung
intrazellularer Erreger wie z.B. Viren notwendig und wird von einer Gruppe der T-Zellen
initiiert, die als zytotoxische T-Zellen bezeichnet werden. Die humorale Immunantwort beruht
in erster Linie auf der Wirkung von Antikorpern, die von B-Zellen sezerniert werden. Die B-
Zellen werden dabei durch die T-Helferzellen unterstiitzt. Diese Interaktion wird auf ideale
Weise durch das Komplementsystem erganzt, welches zur Lyse der Erreger beitragt. Sowohl
B- als auch T-Lymphozyten unterliegen wéhrend ihrer Entwicklung einer strengen Selektion,
die auf die Bildung eines fir jede Zelle einzigartigen funktionalen und nicht autoreaktiven

Rezeptors ausgerichtet ist.

1.2 Die B-Zellentwicklung

B-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen, deren
Entwicklungsphasen hauptséchlich von der Bildung eines funktionalen B-Zell-Rezeptors (B
cell receptors -BCR) (Hesslein and Schatz, 2001) gepragt, aber auch durch die Expression
verschiedener Oberflachenproteine gekennzeichnet sind (Abb.1.1). Die Stammzellen
differenzieren zundchst zu friihen Pro-B-Zellen, in denen es durch somatische Rekombination
zu einer Neuanordnung der D- und J-Segmente im Immunglobulin Lokus (lg-Lokus) der
schweren Kette (IgH) kommt. Die Rekombination der VV-Segmente des Ig-Lokus an die D-
und J-Segmente markiert den Ubergang von der friilhen Pro-B-Zelle (B220°CD19°CD43"
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Einleitung

HSA") zu der spaten Pro-B-Zelle (B220°'CD19+CD43"HSA"). Wihrend der Rekombination
der V-, D- und J-Segmente der schweren sowie spéater der VV-J-Segmente derleichten Kette des
Immunglobulin-Lokus, fugt die Terminale Desoxynucleotidyltransferase (TdT) zwischen
diesen Elementen Nukleotide ein. Durch diesen Prozess wird die Antikorpervielfalt erhoht, es
kann jedoch auch zu einer Verschiebung des Leserahmens oder zu der Erzeugung eines
Stopp-Kodons kommen, wodurch das Protein trunkiert werden kann. Aus diesem Grund ist
eine Uberpriifung der Funktion der entstandenen schweren Kette (u-Kette) unbedingt
erforderlich (Gauss and Lieber, 1996; Rajewsky, 1992). Dazu wird die p-Kette in
Kombination mit A5 oder VpreB, exprimiert. Diese konnen die leichte Kette der
Immunglobuline ersetzen und mit einer funktionalen p-Kette einen Pre-B-Zell-Rezeptor (,,Pre
B Cell Receptor* = Pre-BCR) bilden (Bossy et al., 1991; Kudo and Melchers, 1987; Melchers
et al., 1993; Sakaguchi and Melchers, 1986). Nur wenn es der Zelle gelingt, einen
funktionalen Pre-BCR auf der Oberflache zu prasentieren, kann diese, als groRe Pre-B-Zelle
(B220"CD19*CD43"HSA™™) bezeichnete Zelle, in die nachste Phase der Differenzierung
gehen. In dieser werden die VJ-Elemente der leichten Ketten im Igk— oder IgA-Lokus
rearrangiert. In den meisten Fallen kommt es zunéchst zu einer Rekombination der Elemente
des lgk-Lokus. Kann die Zelle anschlieend keine produktive leichte Kette bilden, kommt es
zu einer Rekombination der Elemente des IgA Lokus. Ist die in dieser Phase als kleine Pre-B-
Zelle (B220°CD19"CD43'HSA™™) bezeichnete Zelle in der Lage, einen reifen B-Zell-
Rezeptor mit schwerer und leichter Kette auf der Oberflache zu prasentieren, werden weitere
Rekombinationsprozesse gestoppt (Rajewsky, 1996). Durch diesen als ,,allelic exclusion*
bezeichneten Prozess wird verhindert, dass die Zelle mehr als einen Typ funktioneller
Immunglobuline bildet (Kitamura et al., 1992; Kitamura and Rajewsky, 1992). Die danach als
unreife B-Zelle bezeichnete Zelle unterliegt im Knochenmark einer weiteren Selektion gegen
die Bildung eines autoreaktiven Rezeptors. Wird in dieser Phase durch die Bindung eines
kdrpereigenen Antigens ein B-Zell-Rezeptorsignal ausgeldst, kann die Zelle durch erneute
Rekombination der Elemente des noch nicht verwendeten Allels versuchen, einen nicht
autoreaktiven B-Zell-Rezeptor zu produzieren (Edry and Melamed, 2004). Gelingt es der
Zelle nicht, so leitet sie den eigenen Tod, die Apoptose, ein. Ist dieser als ,,receptor editing*
bezeichnete Prozess jedoch erfolgreich, oder ist es der Zelle vorher gelungen, einen nicht
autoreaktiven B-Zell-Rezeptor zu bilden, verlésst sie als unreife B-Zelle das Knochenmark
und zirkuliert in der Lymphe und im Blut. Die unreifen B-Zellen wandern von dort als so
genannte transitionelle B-Zellen (T-B-Zellen) in die Milz ein. Dort kdnnen sie sich zu

follikuléren oder Marginalzonen-B-Zellen (MZB) entwickeln. Wahrend die MZB-Zellen am
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Rand der Follikel verbleiben, sind die follikuldren Zellen mobil. Alle zirkulierenden IgM- und
IgD-positiven Zellen, die auch als naive B-Zellen bezeichnet werden, passieren immer wieder
die Follikel der sekundaren lymphatischen Organe, zu denen beispielsweise die Milz und die
Lymphknoten gehoren. Dort erhalten sie Uberlebenssignale von follikuldren-dendritischen
Zellen (FDC), wodurch sie weiter zirkulieren kénnen (Kosco and Gray, 1992). Da die Anzahl
der Follikel und der darin enthaltenen FDCs begrenzt ist, kann nur eine gewisse Anzahl an B-
Zellen Uberleben, wodurch deren Menge reguliert wird (Cyster et al., 1994). Insgesamt
gelangen nur etwa 10% der im Knochenmark gebildeten B-Zellen in die Peripherie. VVon
diesen sterben etwa 80% wahrend der ersten Tage, weshalb sich letztendlich nur etwa 3% der
im Knochenmark entstandenen unreifen B-Zellen zu langlebigen reifen B-Zellen entwickeln
kdnnen (Rajewsky, 1996). Dies veranschaulicht sowohl die starke Selektion, der die B-Zellen
in der frihen Entwicklung unterliegen, als auch die Energie, die der Organismus in ein gut

funktionierendes Immunsystem und somit in die Abwehr von Erregern investiert.

frihe spate grof3e kleine

Pro- Pro- Pre- Pre- unreife naiven reife MZ-

B-Zelle B-Zelle  B-Zelle  B-Zelle B-Zelle B-Zelle B-Zelle B-Zelle

M N N 1 1 Y
- -—
B \B
-»> -»> -> -»> -+ (e g » |\
Knochenmark periphere lymphoide Organe
CD40
B220
CD19
CDh21
IgD o s—
IgM
CD23
CDA3 _s———
HSA
IgH D-Jy V-DJy VDJy VDJy VDJy Symb0|e:
IgL Keimbahn Keimbahn Keimbahn V-3, AR Y Y
aIB a" o
PreBCR IgD IgM

Abbildung 1.1 Charakteristische Marker der B-Zellentwicklung

Darstellung der B-Zellentwicklung mit den fur die unterschiedlichen Stadien
charakteristischen B-Zell-Markern, sowie der Rekombinationsstatus der Immunglobulin-Loci
der Zellen Bkirzung: (MZB) Marginalzonen-B-Zelle (Benschop and Cambier, 1999).
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1.3 B-Zellaktivierung

Die T-Zell-abhéngige Immunantwort wird in der ,,periarteriellen lymphatischen Scheide*
(PALS) der Milz eingeleitet. Trifft eine naive B-Zelle auf ein T-Zell-abhéngiges Antigen,
welches sie mit ihrem Rezeptor binden kann, nimmt sie dieses zusammen mit dem Rezeptor
auf und présentiert es tber den ,,major histocompatibility complex 11* (MHC-Klasse-11) auf
der Zelloberflache (Abbl.2). StoRt die B-Zelle in dieser Phase auf T-Zellen, die durch
dasselbe Antigen bereits aktiviert wurden, konnen diese es erkennen und ihrerseits die B-
Zellen stimulieren (Parker, 1993). Die Aktivierung der B-Zelle erfolgt zum einen durch die
von T-Helferzellen ausgeschiitteten Zytokine und zum anderen durch die direkte Interaktion
mit den T-Zellen Uber die von diesen gebildeten Liganden, wie z.B. dem CD40-Liganden
(CD40L), der mit dem CD40-Rezeptor (CD40) der B-Zelle interagiert. Die aktivierten B-
Zellen wandern an den Rand der T-Zell-Zone, wo sie klonal expandieren (Zur Ubersicht
Janeway et al., 2005). In einem Teil der aktivierten B-Zellen kommt es zum Klassenwechsel
des Immunglobulin-Lokus. In diesem Prozess erfolgt durch nicht-homologe-Rekombination
der ,,Switch“-Region ein Wechsel der Isotypen von IgM zu IgG1 (Gray et al., 1996). Diese
Zellen differenzieren zu extrafollikularen Plasmazellen, die niederaffine Antikorper
sezernieren (MacLennan et al., 2003). Wahrend der eine Teil der aktivierten B-Zellen auf
diese Weise fur eine schnelle, jedoch nicht sehr spezifische Immunantwort sorgt, nimmt der
andere Teil an der Keimzentrumsreaktion teil, um hochspezifische Antikdrper zu entwickeln.

Dieser Teil der B-Zellen wandert zundchst in die primaren Lymphfollikel, wo die Zellen
weiter proliferieren und unter Stimulation durch Antigen préasentierende follikulére
dendritische Zellen Keimzentren (Germinal center (GC)) aufbauen (Jacob and Kelsoe, 1992)
(Abb. 1.2). Die schnell proliferierenden, als Zentroblasten bezeichneten B-Zellen, bleiben im
T-Zell-nahen Bereich des Keimzentrums. In ihnen werden durch somatische Hypermutation
etwa 107 bis 10 Mutationen je Base und Generation in den Genen der variablen Region des
Immunglobulins eingefligt (Papavasiliou and Schatz, 2002). Die Affinitdt des neuen
Rezeptors zum Antigen wird auf diesen als Zentrozyten bezeichneten Zellen Gberpriift. Bei
diesem Prozess spielen die FDCs eine wichtige Rolle. Sie présentieren Antigene, um deren
Bindung die B-Zellen konkurrieren. Nur Zentrozyten, die in der Lage waren, einen BCR zu
entwickeln, der mit hoher Affinitat an das Antigen bindet, konnen mit diesen lange genug in
Kontakt bleiben, um durch das BCR-vermittelte Signal zu berleben. Die Zellen durchlaufen
mehrere Runden dieser Proliferations-, Mutations- und Selektions-Phase, wodurch die
Bindungspezifitdt des B-Zell-Rezeptors weiter gesteigert wird, und es zur so genannten
Affinitatsreifung kommt (Liu et al., 1997). Neben dem Antigenkontakt bendtigen die
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Zentrozyten wieder die Kostimulation durch T-Helfer-Zellen, die das von den B-Zellen auf
den MHC-KIasse I1-Komplexen prasentierte Antigen erkennen. Bei diesem Prozess lésen die
T-Zellen erneut das durch den CD40-Rezeptor vermittelte Signal aus. Durch dieses Signal
wird der Klassenwechsel der B-Zellen eingeleitet, bei dem es zum Wechsel der Isotypen von
IgM und IgD zu IgA, 1gG oder IgE kommt (Hasbold et al., 1998; Jabara et al., 1990). Aus den
Zentrozyten bilden sich entweder Plasmazellen, die hochaffine Antikdrper sezernieren, oder
langlebige Gedachtnis-B-Zellen (McHeyzer-Williams and Ahmed, 1999).

@ naive B-Zellen
Antigen +

T-Helfer-Zelle CD40L [H
= Aktivierung Aktivierte Klassenwechsel
= Proliferation w :ggGl-Plasmablast

‘Zentroblast |g(31_Q

T-Helfer-Zellen |:> )
CD40L sezernierende

Plasmazelle
—> Klassenwechsel
FDC: BCR + |:>
EoL O Zentrozyte
= Uberleben

Antikdrper-sezernierende . langlebige 4-

" eLR. Antigenspezifitat
Plasmazelle Gedachtnis-B-Zelle des B-Zell-Rezeptors

Abbildung 1.2 B-Zellaktivierung und Keimzentrumsreaktion

Darstellung der Keimzentumsreaktion einer B-Zelle und damit verbundene Affinitatsreifung
des B-Zell-Rezeptors (BCR) nach Antigenkontakt. (A) Gefrierschnitt eines Follikels, in dem
die B-Zellen mit IgM-Aniktikorper in (rot), und die Keimzentrumszellen mit dem Marker
PNA (blau) detektiert wurden (Rose et al., 1980; Rose et al., 1981). Zeichen: (x)=T-Zell-
Zone; (*)= B-Zell Zone, (+)= Keimzentrum. Der Farbcode wurde im Schema tibernommen.

1.4 Der CD40-Rezeptor

Der CDA40-Rezeptor spielt bei verschiedenen Prozessen der B-Zellentwicklung eine
entscheidende Rolle. Er gehort zur Familie der ,,Tumor Necrosis Factor” -Rezeptoren (TNF-
R) und wurde zuerst auf B-Lymphozyten entdeckt, wird aber auch in Monozyten,

dendritischen Zellen (DC) sowie Endothel- und Epithelzellen exprimiert.
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Der CD40-Rezeptor der Maus besteht aus 305 Aminosauren (AS), mit einer 193 AS grolRen
extrazellularen Region, die die charakteristischen vier Cystein-reichen, repetitiven Motive der
TNF-R Proteinfamilie tragt. AuBerdem besitzt der Rezeptor eine 21 AS groRe ,leader
Sequence®, eine 22 AS lange Transmembrandomane und eine intrazellulédre Signaldomane
mit einer Lange von 90 AS. Als typisches Typ | Transmembranprotein befindet sich sein C-
Terminus innerhalb und der N-Terminus aullerhalb der Zelle, wobei es die Plasmamembran
nur einmal durchspannt. Die AS-Sequenz des menschlichen CD40 stimmt mit der des
murinen Rezeptors zu 62% tberein. Die Homologie der Signaldoméne liegt sogar bei 78%
und die der letzten 53 carboxyterminalen AS, welche die fir die Signaltransduktion
wichtigsten Aminoséuren enthalten, bei 100%. Die CD40-Rezeptoren der beiden Spezies sind
funktionell &quivalent. So konnte durch die Integration des humanen CD40 in CDA40-
defiziente M&use der normale Phanotyp der Mduse wieder hergestellt werden. Aus diesem
Grund kann davon ausgegangen werden, dass die Erkenntnisse, die beim Studium der
Signaleigenschaften von CD40 in einer der beiden Spezies gesammelt wurden auch fiir die
andere gilt (Harnett, 2004; van Kooten and Banchereau, 2000).

Die durch den CD40-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion wird durch die Bindung des
trimeren Liganden CD4O0L initiiert, der hauptsachlich auf aktivierten CD4 positive T-Zellen
exprimiert wird (Hollenbaugh et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor nur
als Trimer aktiv ist. Es ist jedoch umstritten, ob die Multimerisierung erst durch die
Ligandenbindung zustande kommt (Peitsch and Jongeneel, 1993; van Kooten and
Banchereau, 2000), oder ob der Rezeptor mdglicherweise vorher in trimerer Form vorliegt
und erst durch eine Konformationsénderung aktiviert wird (Chan et al., 2000).

Die Signaldoméne des CD40-Rezeptors besitzt selber keine katalytische Aktivitat, enthalt
jedoch zwei Bindestellen mit PxQxT-Motiven, an die TRAF-Proteine (TNF-Rezeptor
assoziierte Faktoren), binden (Abb.1.3). Es konnte die Interaktion mit den Proteinen TRAF 1,
2, 3, 5 und 6 nachgewiesen werden. Uber diese werden der kanonische und der nicht-
kanonische NFxkB-Signalweg (,,nuclear factor-xB), (Berberich et al., 1994; Coope et al.,
2002), der Jak-STAT-Signalweg (,,Janus-Kinase“; ,signaltransduktions aktivierter
Transkriptionsfaktor*) sowie ,,Mitogen-aktivierte-Proteinkinasen* (MAPK) wie p38, JNK
und ERK aktiviert (Dallman et al., 2003; Harnett, 2004; van Kooten and Banchereau, 2000).
Das CD40-Signal fuihrt zu einer verstarkten Expression der antiapoptotischen Proteine Bcl-2,
Bcl-x,, Al und A20, sowie Pim-1 und c-Myc. Auch die Expression von B-Zell
Aktivierungsmarkern und Adhéasionsmolekilen wie z.B. CD23, CD30, CD80, CD86, CD95,
MHC-Klasse Il, LFA-1, LFA3 und ICAM, sowie von léslichen Cytokinen wie IL6, 1L10,
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TNF-a. und TNF-B, wird durch das CD40-Signal induziert (Dallman et al., 2003; Harnett,
2004).
AS1

—1  CD40-Rezeptor

AS 193 J-

Plasmamembran

_______________ IKK
_______________ G
"!<| IKK l
_____ » 9

DNA AP-1 nicht-kanonischer kanonischer
NFxB-Weg NFkB-Weg

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung des CD40-Molekils mit Signaldoménen und
den von diesen induzierten Signalwegen

Modifiziert nach (van Kooten and Banchereau, 2000). Gestrichelte Linien: Signal erfolgt tiber
weitere, hier nicht aufgefiihrt Signalmediatoren.

Als man herausfand, dass das beim Menschen auftretende ,,X-linked-hyper-IgM*“ (HIGM)
Syndrom auf eine Mutation im CD40-Liganden (CD40L) zuriickzufuhren ist, wurde Klar,
welche grofle Bedeutung eine funktionale CD40-CD40L-Interaktion fiir den Organismus hat
(Ferrari et al., 2001; Ramesh et al., 1994). Patienten mit HIGM leiden an einer drastisch
reduzierten oder gar vollig fehlenden T-Zell-abhangigen humoralen Immunantwort. Die
Entwicklung ihrer B-Zellen ist im Stadium der naiven B-Zellen blockiert, und es kommt nicht
mehr zum Klassenwechsel der Immunglobuline. Dies &uRert sich in stark erniedrigten 19gG-
und IgA- sowie erhohten IgM-Antikorper-Spiegeln im Blut dieser Patienten (Notarangelo et
al., 1992). Mause mit CD40- oder CD40L-Defizienz zeigen genau wie HIGM Patienten
keinen Klassenwechsel, erhéhte IgM-Antikorper-Spiegel und sind nicht in der Lage,
Keimzentren zu bilden (Castigli et al., 1994; Kawabe et al., 1994; Xu et al., 1994). Durch
diese Beobachtungen wurde Klar, dass die CD40-CD40L-Interaktion fir die Aktivierung der
B-Zellen bei der T-Zell-abhangigen Immunantwort, dem Klassenwechsel der Immunglobuline

und der Selektion von B-Zellen mit hochaffinem BCR erforderlich ist.
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1.5 Das Epstein-Barr-Virus

Das Immunsystem ermdglicht es dem Organismus, flexibel auf den Angriff verschiedener
Viren zu reagieren und diese zu bekampfen. Diese haben ihrerseits unterschiedliche
Mechanismen entwickelt, das Immunsystem zu umgehen. Wéhrend einige die Strategie
verfolgen, sich so schnell wie moglich zu replizieren bevor sie durch das Immunsystem
eliminiert werden, versuchen andere, der Erkennung durch die Immunantwort zu entgehen.
Das Epstein-Barr-Virus (EBV) gehort zu den Viren, denen es gelungen ist, einen
Mechanismus zu entwickeln, der es ihm erlaubt, unerkannt vom Immunsystem lebenslang im
Menschen zu persistieren (Babcock et al.,1998).

Das Epstein-Barr-Virus wird auf Grund seiner Struktur den y-Herpesviren zugeordnet. Es
infiziert hauptsachlich humane B-Lymphozyten, die es zur Proliferation anregen kann. Nach
der Primarinfektion persistiert EBV in langlebigen Gedachtnis-B-Zellen.

Etwa 95% der Weltbevolkerung sind mit EBV infiziert. In den Entwicklungsléandern
infizieren sich die Menschen meist vor dem Erreichen des dritten Lebensjahres. In Landern
mit hohem Hygienestandard erfolgt die Serokonversion oft erst in der Pubertat. Wahrend die
Infektion im Kindesalter meist inapparent verlauft, kommt es bei einer spateren Infektion
héufig zur Auspragung der Infektiosen Mononukleose (IM), einer Krankheit, die im
Volksmund ,,Pfeiffersches Driisenfieber” genannt wird. Das Virus ist in der akuten Phase der
Infektion, die etwa vier bis sieben Wochen andauert, in bis zu 10% der im Blut zirkulierenden
B-Lymphozyten nachzuweisen. Die Infektion fuhrt zu einer starken Stimulation der T-Zellen,
die in der akuten Phase bis zu 50% der atypischen Lymphozyten im Blut ausmachen und flr
einen Grofteil der Symptome verantwortlich sind. Oft kommt es zu einem starken
Anschwellen der Lymphknoten im Halsbereich sowie zur Ausprdgung einer
Hepatosplenomegalie. Nach Ablauf der akuten Phase findet man die latent mit EBV
infizierten Gedéachtnis-B-Zellen im Blut und in den lymphatischen Organen, wobei von einer
Million Gedachtnis-B-Zellen nur 1 bis 50 infiziert sind (Thorley-Lawson, 2001).

1.6 Lebenszyklus des Epstein-Barr-Virus

EBV wird iber den Speichel von Mensch zu Mensch tbertragen. Das Virus infiziert zunachst
B-Zellen, die sich im Epithel des Oropharynx befinden. Wie in vitro gezeigt wurde, scheint
das Virus durch Bindung des Glykoproteins gp350/220 mit dem C3d-Komplementrezeptor
CR2 (CD21) auf reifen B-Zellen Kontakt aufzunehmen, um anschlieBend durch
rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle zu gelangen (Nemerow et al., 1985). Fir diesen

Prozess wird auBerdem die Interaktion des viralen Proteins gp42 mit dem zellularen HLA-DR
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benotigt (Haan et al., 2000; Speck et al., 2000). In der Zelle gelangt die virale doppelstréngige
DNA zuné&chst in den Zellkern, wo sie zirkularisiert und amplifiziert wird. Das virale Genom
bleibt in den B-Zellen in mehreren Kopien als Episom erhalten und wird bei der Zellteilung
an die Tochterzellen weitergegeben.

Wahrend der ersten Expansionsphase, die als Latenzphase 111 bezeichnet wird, werden neun
virale Proteine exprimiert. Diese so genannten latenten Proteine sind entweder im Kern (EBV
Nuclear Antigens) EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C und —LP oder in der Plasmamembran (Latente
Membran Proteine) LMP1, LMP2A und LMP2B der infizierten B-Zelle lokalisiert. Zusatzlich
werden zwei nicht polyadenylierte RNAs, EBER1 und EBER2 und die BARFO RNA
transkribiert (zur Ubersicht Cohen 2004). Die Expression dieser viralen Gene fiihrt zur
Aktivierung der infizierten B-Zellen. So konnten in diesen die verstarkte Expression von
Aktivierungsmarkern und Adhé&sionsmolekilen wie ICAM1, CD23, B7.1/CD80, B7.2/ CD86
und der Haupt-Histokompatibilitdts-Molekile MHC-Klassel und MHC-Klasse 1l
nachgewiesen werden. VVon den viralen Genen sind finf fur die Immortalisierung von B-
Zellen essenziell. Dazu gehdrt EBNAL, welches fir die Replikation des viralen Episoms
notwendig ist, EBNA2, EBNA3A und EBNA3C, die fur die Aktivierung und Regulierung der
Transkription der viralen Gene bendtigt werden, und LMP1, einem Signalprotein (Cohen,
2000). In der Latenzphase 111 kommt es zu einer starken Immunantwort gegen die infizierten
B-Zellen, da bis auf EBNA1 alle latenten Proteine Epitope tragen, die auf MHC-KIassel-
Molekiilen der B-Zelle présentiert werden und dadurch eine effektive T-Zell-Erkennung
ermoglichen. Durch eine bald nach der Infektion einsetzende spezifische T-Zell-Antwort der
CD8 positiven Zellen, wird eine unkontrollierte Expansion der infizierten B-Zellen verhindert
(Rickinson and Moss, 1997). Einige der EBV-positiven B-Zellen kdnnen den T-Zellen
entgehen, indem sie die EBV-Gene abschalten. In der Latenzphase 1/0, die in ruhenden
Gedé&chtnis-B-Zellen nachgewiesen wurde, werden EBNAL und die EBER RNAs oder auch
uberhaupt keine viralen Gene exprimiert. In diesem Zustand gelingt es dem Virus, der
Immunantwort zu entgehen und dauerhaft in den Zellen zu persistieren. Einige EBV-infizierte
B-Zellen exprimieren EBNAL, LMP1, LMP2A und die EBER RNASs. Es wird vermutet, dass
es sich bei dieser so genannten Latenzphase Il um ein Ubergangstadium zwischen der
proliferativen Phase und der Phase der viralen Persistenz handelt.

Der Mechanismus der Reaktivierung ist noch unbekannt. Es scheint sich dabei jedoch um
einen konstanten Prozess zu handeln, da bei infizierten Menschen immer eine geringe Menge
infektioser Partikel im Speichel nachweisbar ist (zur Ubersicht Rickinson and Kieff (Cohen,
2000)).
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Auf welche Weise EBV in Gedéchtnis-B-Zellen gelangt, wird momentan noch kontrovers
diskutiert. Die Arbeitsgruppe von Thorley-Lawson postuliert, dass EBV in vivo nur naive B-
Zellen infiziert, und diese die Keimzentrumsreaktion durchlaufen missen, um in das
Kompartment der Gedéchtnis-B-Zellen zu gelangen (Babcock et al., 2000). Die Gruppe von
Ralf Kiippers hingegen hat die Theorie aufgestellt, dass das Virus sowohl naive, als auch
Gedachtnis-B-Zellen infiziert und das Virus in diesen Gedachtnis-B-Zellen die viralen Gene
abschaltet um Persistenz zu entwickelt (Kurth et al., 2000).

Interessanterweise finden sich die viralen Expressionsmuster der verschiedenen
Latenzphasen, die bei gesunden Menschen und bei Patienten mit akuter IM identifiziert

wurden, in den Zellen verschiedener EBV-assoziierter Tumoren wieder.

1.7 EBV-assoziierte Erkrankungen

EBV ist &tiologisch eng mit verschiedenen malignen Erkrankungen des Menschen assoziiert,
wodurch das Virus von speziellem biomedizinischen Interesse ist. Zu diesen Erkrankungen
gehdren Burkitt-Lymphome (BL), Hodgkin-Lymphome (HD), einige T-Zell-Lymphome
sowie lymphoproliferative Erkrankungen bei immundefizienten Patienten. Auch einige
epitheliale Tumoren wie Magenkarzinome und Nasopharynxkarzinome (NPC) sind mit EBV
assoziiert (Niedobitek et al., 2001). Wahrend in gesunden Menschen die durch EBV
induzierte Proliferation von B-Zellen durch das kérpereigene Immunsystem kontrolliert wird,
kann es in immunsupprimierten Patienten zu einer unkontrollierten Proliferation der
infizierten B-Lymphozyten kommen. Transplantations- und AIDS-Patienten entwickeln daher
vermehrt EBV-assoziierte, lymphoproliferative Erkrankungen (Craig et al., 1993; Freter,
1990; Gratama et al., 1991; Thomas et al, 1993). Patienten mit ,X-linked-
lymphoproliferative-syndrome® (XLPS), einer X-chromosomal vererbten Immunschwéche,
fehlt die Fahigkeit des Immunsystems, effektiv auf die Infektion mit EBV zu reagieren
(Purtilo et al., 1975). Dies kann entweder zu einer tddlich verlaufenden Mononukleose oder
zu der Entstehung immunoblastischer Lymphome fihren. In den Tumorzellen
immunoblastischer Lymphome lassen sich Transkripte aller ebna-, Imp- und eber-Gene
nachweisen, was die Latenzphase Il widerspiegelt, in der das Virus B-Zellen zur
Proliferation anregt (Seemayer et al., 1995).

Das Burkitt-Lymphom gehort in Zentralafrika und Neuguinea zu den h&ufigsten Neoplasien
im Kindesalter und ist je nach Region in 20-97% der Falle mit EBV assoziiert. In allen Fallen
findet sich eine Chromosomentranslokation, die das Protoonkogen c-myc mit dem

Immunglobulin-Lokus fusioniert (Manolov and Manolova, 1972). In etwa 30% der Falle
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finden sich zusatzlich Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 (Farrell et al., 1989; Gaidano
et al., 1991). In den Tumorzellen der EBV-assoziierten BL-Erkrankungen wird EBNA1 als
einziges virales Protein exprimiert. Welchen Beitrag EBNAL bei der Entstehung dieser
Tumoren leistet, ist jedoch unklar.

Bei dem Nasopharynxkarzinom (NPC) handelt es sich um einen epithelialen Tumor im
Nasen-Rachen-Raum, welcher in China zu den haufigsten Tumorerkrankungen bei Mannern
zahlt. Seine Entstehung wird wahrscheinlich durch genetische Préadisposition sowie
Umweltfaktoren gefordert. So wird eine Verbindung mit Nitrosaminen vermutet, die dort in
groReren Mengen in der Nahrung vorkommen. Wie in den meisten anderen EBV-positiven
Tumoren, z.B. in Hodgkin-Lymphomen, in T-Zell-Lymphomen, in Magenkarzinomen, lassen
sich auch in EBV-positiven Nasopharynxkarzinomen die viralen Transkripte von EBNAL,
LMP1, LMP2 sowie die eber-Transkripte nachweisen, was der Latenzphase Il entspricht.
Welche Rolle diese viralen Proteine bei der Tumorentstehung spielen, ist in den meisten
Fallen noch unklar (Ubersicht Rickinson and Kieff 2001).

Das Hodgkin Lymphom (HL) ist eine der haufigsten malignen Lymphomerkrankungen. Es ist
in 50% der weltweit auftretenden Falle mit EBV assoziiert. Die Assoziation des klassischen
HL mit EBV ist regional jedoch sehr unterschiedlich. So sind die klassischen HL in einigen
afrikanischen Landern zu 90% und bei kenianischen Kindern sogar zu 100% mit EBV
assoziiert. Die Hodkgin-Lymphome entwickeln sich in den sekundaren lymphatischen
Organen wie der Milz oder den Lymphknoten. Typisch flur diese Erkrankung sind groRe
bizarr aussehende, einkernige Hodgkin Zellen (HD-Zellen), oder mehrkernige Hodgkin
Reed/Sternberg (HRS)-Zellen, die 1% des Tumorgewebes ausmachen und von normalen T-
und B-Zellen sowie Eosinophilen, Neutrophilen und Plasmazellen umgeben sind. Bei der
Analyse einzelner HRS/HD-Zellen zeigte sich, dass sie von Keimzentrums-B-Zellen
abstammen, die zu 25% keinen funktionalen BCR besitzen (Kuppers et al., 1994). Wahrend
das Fehlen eines BCR die B-Zellen normalerweise in die Apoptose treibt, scheinen die HRS-
und HD-Zellen, durch ein transformierendes Ereignis davor bewahrt zu sein. In EBV-
positiven HD-Lymphomen, die LMP1, EBNA1l und LMP2 exprimieren, koénnten die
notwendigen Uberlebenssignale, die die Zelle vom BCR und durch CD40-Stimulation
bekommt, durch die Signalaktivitat von LMP1 und LMP2A stammen (Kuppers et al., 2003;
Kuppers et al., 2002).
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1.8 Die latenten EBV- Proteine

Seit vielen Jahren wird untersucht, tGiber welchen Mechanismus die in der Latenz exprimierten
viralen Proteine zur Immortalisierung von B-Zellen und zur Tumorentstehung beitragen. In
den letzten Jahren wurde entdeckt, dass einige der viralen Proteine starke funktionelle
Ahnlichkeit mit zellularen Proteinen haben, die fiir die Differenzierung, Proliferation und das
Uberleben der B-Zellen wichtig sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass die viralen Proteine
durch die Nachahmung zelluléarer Proteine zur B-Zellimmortalisierung und wahrscheinlich
auch zur Tumorentstehung beitragen. So besitzt LMP2A wie der B-Zellrezeptor (BCR) ein
ITAM-Motiv  (Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motiv) in  seiner  Signaldomane,
wodurch es wie ein aktivierter BCR Protein-Tyrosin-Kinasen wie Syk oder Mitglieder der
Src-Kinasen-Familie rekrutieren kann (Fruehling and Longnecker, 1997; Fruehling et al.,
1998). In transgenen Mausen wurde bereits gezeigt, dass LMP2A die B-Zellrezeptor-Signale
ersetzen kann (Caldwell et al., 1998; Casola et al., 2004). Zwei weitere virale Proteine die
zellulére Proteine nachzuahmen scheinen sind LMP1, welches einen aktiven CD40-Rezeptor
zu imitieren scheint und EBNAZ2, das mdglicherweise einen aktiven Notch-Rezeptor
nachahmt. Im Gegensatz zu den zellul&ren Proteinen mussen die viralen Proteine nicht durch

die Bindung eines Liganden aktiviert werden und erzeugen konstitutive Signale.

1.8.1 Das latente Membranprotein 1 (LMP1) des Epstein-Barr-Virus

LMP1 ist absolut essenziell fiir die Immortalisierung von B-Lymphozyten durch EBV und
wird in vielen EBV-assoziierten Tumoren exprimiert. Es ist ein direktes Zielgen von EBNA2
und in latent infizierten Zellen fir die Proliferation und das Uberleben der Zellen notwendig
(Kilger et al.,, 1998). Wie anhand von Deletionsmutanten gezeigt wurde, sind fir die
transformierenden Eigenschaften sowohl die Transmembran- als auch die Signaldoméne
notwendig (Mosialos, 2001).

LMP1 hat ein Molekulargewicht von etwa 62kDa und besteht aus 386 Aminosauren, von
denen die 186 hydrophoben AS des Aminoterminus die Transmembrandoméne und die 200
carboxyterminalen AS die zytoplasmatische Signaldoméane bilden (Abb.1.4). Die
Transmembrandomane besteht aus sechs membrandurchspannenden Segmenten, die durch
kurze Schleifen verbunden sind und eine Aggregation mit anderen LMP1-Proteinen
vermitteln. Mit Hilfe dieser Doméne bilden die LMP1-Proteine in der Plasmamembran der
Zelle multimere Signalkomplexe, wodurch sie Liganden-unabhéngig ein konstitutiv aktives

Signal erzeugen.
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Abbildung 1.4 LMP1 induzierte Signalwege

Modifiziert nach (Li and Chang, 2003). Gestrichelte Linien: Signal erfolgt uber weitere, hier
nicht aufgefiihrt Signalmediatoren.

Auch wenn LMP1 keine groRe Sequenzhomologie mit den Mitgliedern der ,, Tumor-Nekrose-

Faktor-Rezeptor* (TNF-R) —Familie besitzt, teilt es mit diesen viele funktionelle
Gemeinsamkeiten. LMP1 interagiert Uber drei Subdomanen, den ,,C-terminalen aktivierenden
Regionen 1-3“ (CTARL1-3), mit vielen Proteinen, mit denen auch Rezeptoren der TNF-
Rezeptor-Familie interagieren. Dort binden TRAF 1, 2, 3 und 5 (Devergne et al., 1996), das
»TNFR-associated death domain protein“ (TRADD) (lzumi and Kieff, 1997) und das
»Rezeptor interagierende Protein“ (RIP) (Izumi et al., 1999). TRAF6 wird indirekt rekrutiert.
Uber die Bindung dieser Proteine kommt es zur Aktivierung des kanonischen und des nicht-
kanonischen NFkB-Signalwegs (Eliopoulos et al., 2003; Huen et al., 1995). Aullerdem
werden der Jak-STAT Signalweg (Gires et al., 1999), sowie die MAPK p38 JNK und ERK
aktiviert (Li and Chang, 2003; Roberts and Cooper, 1998). Uber diese Signalwege induziert
LMP1 in B-Zellen die Expression von Aktivierungs- und Adhédsionsmarkern wie CD54,
MHC-KIasse 1l, CD23, CD95 und CD86 und von antiapoptotischen Proteinen wie Bcl2, BclX
und A20 (Li and Chang, 2003).
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LMP1 ist das einzige virale Protein des Epstein-Barr-Virus, fir das ein direktes onkogenes
Potenzial nachgewiesen werden konnte. So kénnen Nagerfibroblasten in Kultur durch LMP1-
Expression transformiert werden (Baichwal and Sugden, 1988; Moorthy and Thorley-Lawson,
1993; Wang et al., 1985). Die LMP1-Expression in der Haut von transgenen Mausen fihrt zur
Entwicklung von epidermalen Hyperplasien (Wilson et al., 1996) und die B-Zell-spezifische
Expression von LMP1 fuhrt in Mausen die tber 12 Monate alt sind, verstarkt zur Bildung von
B-Zell-Lymphomen (Kulwichit et al., 1998).

LMP1 wurde auf Grund seiner Signaleigenschaften und der Bindung der TRAF-Proteine
bereits frih mit den Mitgliedern der TNF-Rezeptor Familie und vor allem dem auf B-Zellen
exprimierten CD40-Rezeptor verglichen. Sowohl LMP1 als auch CD40 interagieren mit
TRAF 1, 2, 3, 5 und 6. LMP1 aktiviert wie CD40 den kanonischen und nicht-kanonischen
NFxB-Signalweg, aulerdem den JAK-STAT-Signalweg sowie die MAPK, JNK, p38 und
ERK (Abb.1.4). Ein Vergleich der Eigenschaften von LMP1 und CD40 in vitro zeigte, dass
die Molekile sich teilweise ersetzen kdnnen. So kann LMP1 wie ein aktivierter CD40-
Rezeptor das Uberleben reifer B-Zellen in Kultur verlangern (Zimber-Strobl et al., 1996).
Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des CD40-Rezeptors die Funktion von
LMP1 bei der Aufrechterhaltung der B-Zellimmortalisierung ersetzen kann (Kilger et al.,
1998). Fur einen genaueren Vergleich der Signaleigenschaften der beiden Proteine wurden
Fusionsproteine mit der Transmembrandomé&ne von LMP1 und der zytoplasmatischen
Signaldoméne von CD40 und umgekehrt untersucht. In vitro zeigte sich, dass LMP1 und das
Fusionsprotein LMP1/CD40 den NFxB-Signalweg gleich stark aktivieren und die Expression
epidermaler Wachstumsfaktoren (EGF) induzieren kénnen (Busch and Bishop, 1999; Gires et
al., 1999; Hatzivassiliou et al., 1998).

Trotz der vielen gemeinsamen Interaktionspartner, gibt es eine Reihe von Unterschieden
zwischen den Signalen dieser Proteine. Obwohl sie mit den gleichen TRAF Proteinen
interagieren binden sie diese mit unterschiedlichen Affinitaten. AulRerdem interagiert CD40
beispielsweise direkt mit TRAF6, wéhrend LMP1 dieses nur indirekt aktivieren kann. LMP1
wiederum ist in der Lage an TRADD zu binden was CD40 nicht kann. Einer der
signifikantesten Unterschiede ist jedoch, das LMP1 durch seine Transmembrandoméne
unabhéngig aktiv ist, wahrend CD40 erst nach Bindung seines Liganden signalisieren kann
(zur Ubersicht Lam and Sugden 2002).

In den letzten Jahren konnte nachgewiesen werden, dass LMP1 in der Lage ist, CD40 auch in
vivo partiell zu ersetzen. So konnte in CD40-defizienten Mausen, in denen der

Klassenwechsel der B-Zellen sowie die Bildung von Keimzentren blockiert ist, der
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extrafollikulare Klassenwechsel durch LMP1-Expression wiederhergestellt werden. LMP1-
exprimierende CD40-defiziente Mé&use waren jedoch wie CD40-defiziente Mause nicht in der
Lage, Keimzentren und hochaffine Antikorper zu bilden. Uberraschenderweise fiihrte auch in
Mausen mit funktionalem CD40 die Expression von LMP1 zur Inhibition der
Keimzentrumsreaktion (Uchida et al., 1999).

1.8.2 Das Epstein-Barr-Virus-kodierte Kernantigen 2 (EBNA2)

1967 wurde eine Virusmutante (P3HR1) beschrieben, die die Fahigkeit verloren hatte, B-
Lymphozyten zu immortalisieren (Hinuma et al., 1967; Miller et al., 1974). Wie sich spéter
herausstellte, beruhte dieser Defekt auf einer Deletion von ebna2, sowie Teilen von ebna-Ip
(Bornkamm et al., 1982). Durch das Einbringen von ebna2 konnte die immortalisierende
Wirkung des Virus wiederhergestellt werden (Hammerschmidt and Sugden, 1989). EBNA2
ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren des Virus, und ist nicht nur fir die Initiation,
sondern auch fir die Aufrechterhaltung der Immortalisierung von B-Zellen durch EBV
notwendig (Kempkes et al., 1995).

In den verschiedenen EBV-Stammen kommen zwei Varianten des EBNA2-Proteins vor, die
EBNAZ2A und EBNA2B genannt werden und etwa 50% Sequenzhomologie aufweisen. Beide
Formen besitzen eine negativ geladene aminoterminale Region, die wahrscheinlich bei der
Dimerisierung eine Rolle spielt, sowie eine prolinreiche Region, die je nach Virusstamm 10
bis 40 Proline enthalt. Die EBNAZ2-Proteine besitzen auRerdem eine Diversitats-Domane, in
der die Sequenzen zwischen EBNA2A und EBNA2B am meisten voneinander abweichen und
eine RBP-J-Bindedoméne, die sich neben einem Arginin- und Glycin-haltigen Bereich
befindet. Carboxyterminal befinden sich zwei weitere Domanen, eine Transaktivierungs-
Doméne sowie ein Kern-Lokalisations-Signal (Abb.1.5 A) (Zimber-Strobl and Strobl, 2001).
Sowohl die RBP-J- Bindedomane als auch die Transaktivierungs-Domane sind fur die
Immortalisierung von B-Zellen notwendig (Cohen et al., 1991; Ling et al., 1993).

EBNAZ2 ist neben EBNA-LP das erste Gen, das nach der Infektion von B-Lymphozyten
exprimiert wird. Es transaktiviert alle weiteren viralen Gene, die in der Latenzphase IlI
exprimiert werden. Neben den viralen Genen moduliert EBNA2 auch die Expression
zellulédrer Gene. So konnte gezeigt werden, dass es die Expression von CD21, CD23,
EBI1T/EBL2 und c-MYC induziert und die Expression des IgH-Lokus reprimiert (Cordier et
al., 1990; Jochner et al., 1996; Kaiser et al., 1999; Wang et al., 1987).

EBNAZ2 aktiviert seine Zielgene durch Interaktion mit dem DNA-bindenden Faktor RBP-J
(auch als CBF1 und CSL bezeichnet), der im Promotorbereich von EBNA2-regulierten Genen
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bindet (Grossman et al., 1994; Henkel et al., 1994; Zimber-Strobl et al., 1994) (Abb.1.5 B). In
der Zelle interagiert hauptsachlich der aktivierte Notch-Rezeptor mit RBP-J, weshalb EBNA2

als ein funktionelles Aquivalent eines aktivierten Notch-Rezeptors angesehen wird.

A s B)
EBNA2 Pro

Diversitats- C)

Doméne

WS

RBP-J

Bindedoméne

Arg Gly

TAD

487 AS NLS

Abbildung 1.5 EBNA2

(A) Struktur des EBNA2-Proteins mit Dimerisierungsdomane (Dim), Prolin-reicher Region
(Pro), Diversitatsdomane (geringe Homologie zwischen EBNA2A und EBNA2B), Arginin-
Glycin reiche Region (Arg Gly), Transaktivierungs-Doméne (TAD) und Kern-Lokalisierungs-
Signal (NLS). (B) Bindung des Korepressor-Komplexes an Zielgene von Notch und EBNA2
durch RBP-J. (C) Spaltung des Notch-Rezeptors nach Aktivierung durch einen Liganden der
Delta oder Jagged-Familie. Nach der Abspaltung der Intrazellularen Doméne (NotchIC)
gelangt diese in den Kern, wo sie Koaktivatoren wie z.B. die ,Histon-Acetyltransferase*
(HAT) bindet und nach Verdrangung des Korepressor-Komplexes uber RBP-J-Bindung
Zielgene von Notch aktiviert. (D) EBNA2 kann zusammen mit Koaktivatoren, wie
Beispielsweise HAT den Korepressor-Komplex von RBP-J verdrangen, was zu einer
Aktivierung der Zielgene fuhrt. Modifiziert nach (Zimber-Strobl and Strobl, 2001).

Die Mitglieder der Notch-Rezeptor Familie spielen bei der Regulation verschiedenster
Differenzierungsprozesse eine wichtige Rolle. In der Hamatopoese ist Notchl an der
Entscheidung zwischen B- oder T-Zellentwicklung beteiligt. Dabei induziert ein Notchl-
Signal in lymphoiden Vorlauferzellen die Differenzierung zu T-Zellen (Pui et al., 1999;
Radtke et al., 1999). Die Expression eines konstitutiv aktiven Notch-Rezeptors (Notch-1C) in
T-Zellen fuhrt zu der Entstehung von T-Zell-Lymphomen (Pear et al., 1996). In reifen B-
Zellen wird hauptséachlich Notch2 exprimiert, welches fir die Entwicklung der MZB-Zellen
notwendig ist (Saito et al., 2003).
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Im Gegensatz zu EBNA2 miissen die Notch-Rezeptoren durch die Bindung eines Liganden,
zu denen Mitglieder der Delta- oder Jagged-Famile gehoren, aktiviert werden. Die
Ligandenbindung fuhrt zu mehreren proteolytischen Spaltungen des Proteins, worauf die
intrazellulare Doméne des Notch-Rezeptors (Notch-1C) in den Kern gelangen kann, um dort
mit RBP-J zu interagieren.

In  Abwesenheit von aktiviertem Notch und EBNA2 bindet RBP-J einen Co-
Repressorkomplex, der aus der Histondeacetylasel (HDAC1), SMRT/N-CoR, CIR, Sin3A
und SAP30 bestent (Lai, 2002), und fiihrt dadurch zu der Repression von Genen (Hsieh et al.,
1999; Kao et al., 1998). Die Bindung von EBNA2 und Notch-IC verdrangt diesen Co-
Repressor-Komplex und rekrutiert einen Ko-Aktivator-Komplex in den Promotorbereich. Es
wurde gezeigt, dass EBNA2 und Notch-IC mit den gleichen Koaktivatoren interagieren. Dazu
gehoren neben SKIP, die Histon-Acetyltransferase (HAT), PCAF/GCNS5 und p300/CBP (zur
Ubersicht Kempkes et al., 2005).

In vitro konnte gezeigt werden, dass Notchl-IC und EBNAZ2 sich teilweise gegenseitig
ersetzen kdnnen. Unter Verwendung von konditionalen B-Zelllinien konnte gezeigt werden,
dass sowohl Notch1-IC als auch EBNA2 die Transkription von Imp2A und cd21 induzieren,
und die von Igu reprimieren kann (Strobl et al., 2000). Im Gegensatz zu diesen gemeinsamen
Zielgenen konnte Impl, cd23 und c-myc nur von ebna2 induziert werden (Hofelmayr et al.,
2001; Strobl et al., 2000). Auch war Notchl-IC nicht in der Lage, EBNA2 bei der
Immortalisierung von B-Zellen zu ersetzen. Dies mag daran liegen, dass es nicht die Fahigkeit
besitzt, wie EBNAZ2 die Expression von c-Myc und LMP1, zwei Proteine die bei der
Immortalisierung eine zentrale Rolle spielen, zu induzieren (Gordadze et al., 2001; Hofelmayr
et al., 2001). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass EBNAZ2 in der Lage ist, Notch-1C bei der
Muskelzelldifferenzierung zu ersetzen (Sakai et al., 1998).

Obwohl EBNAZ2 fir die Initiation und Aufrechterhaltung der EBV-vermittelten B-
Zellimmortalisierung essentiell ist, wird es auBer in den immunoblastischen Lymphomen in
keinen der EBV-assoziierten Tumoren exprimiert. Der einzige Hinweis, dass EBNA2
onkogenes Potential besitzt, kommt aus der Analyse transgener EBNA2-Méuse, in denen das
EBNAZ2-Protein in Nierenzellen exprimiert wurde. Diese Mduse entwickelten nach einiger
Zeit Nierenkarcinome (Tornell et al.,, 1996). Ob EBNAZ2 in B-Zellen proliferations-
induzierende Aktivitat besitzt oder hauptsachlich fir die Steuerung der viralen Gene

verantwortlich ist, ist bis jetzt noch unbekannt.
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2 Fragestellung

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) infiziert humane B-Zellen und hat die Féahigkeit, diese zur
permanenten Proliferation anzuregen. An diesem Prozess der B-Zellimmortalisierung sind
eine Reihe von viralen Proteinen beteiligt, die wichtige Signalproteine der B-Zelle zu
imitieren scheinen. Zu diesen Proteinen gehéren unter anderem LMP1 und EBNAZ2, deren
Expression fur die Immortalisierung von B-Zellen essentiell ist.

Es ist bekannt, dass LMP1 dhnliche Signalwege wie ein aktiver CD40-Rezeptor induziert und
LMP1 CD40 in vivo teilweise ersetzen kann. So fuhrt die LMP1-Expression in CD40-
defizienten Mausen zur Rekonstitution des extrafollikularen Klassenwechsels jedoch nicht zur
Wiederherstellung der Keimzentrumsreaktion. Erstaunlicherweise hemmt die LMP1-
Expression sogar in  Gegenwart eines funktionellen  CD40-Rezeptors  die
Keimzentrumsbildung. Ein Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit LMP1 durch
die Nachahmung eines konstitutiven CD40-Signals die B-Zellentwicklung beeinflusst. Dazu
wurden transgene Mause generiert, die B-Zell-spezifisch ein Fusionsprotein exprimieren,
welches aus der Signaldomane von CD40 und der Transmembrandoméane von LMP1 besteht
und dadurch ein konstitutives CD40-Signal erzeugt. An diesen Mé&usen sollte untersucht
werden, ob das konstitutive CD40-Signal wie das LMP1-Signal zu einer Hemmung der
Keimzentrumsreaktion und zur Entstehung maligner Erkrankungen fihrt.

EBNAZ2 ist wie auch LMP1 fir die Immortalisierung von B-Zellen durch EBV essentiell. Es
aktiviert dhnliche Signalwege wie ein aktiver Notch-Rezeptor, der in B-Zellen fur die
Differenzierung von Marginalzonen-B-Zellen verantwortlich ist. AuBerdem ist EBNAZ2 in der
Lage, verschiedene zelluldre Proteine wie zum Beispiel CD21, CD23 und c-Myc zu
induzieren. Die Wirkung von EBNA2 auf B-Zellen wurde bisher nur in transformierten Zellen
wie z.B. in Burkitt-Lymphomlinien oder in lymphoblastoiden Zell-Linien in Verbindung mit
anderen viralen Proteinen untersucht, da EBNAZ2 selber nicht in der Lage ist B-Zellen zu
immortalisieren. Welchen Einfluss EBNA2 auf die Differenzierung von normalen B-Zellen
hat, ist daher momentan noch unklar. Um dieser Frage nach zu gehen wurde ein transgener
Mausstamm generiert und untersucht, in dem EBNA2 B-Zell-spezifisch exprimiert werden
konnte. Insbesondere sollte die Frage beantwortet werden, ob EBNAZ2 einen direkten
proliferativen Effekt auf B-Zellen hat, oder ob es bei der Immortalisierung von B-Zellen nur
fiir die Steuerung der Ubrigen viralen Gene, wie z.B. LMP1, verantwortlich ist, die flr die
Immortalisierung der B-Zellen bendtigt werden. Diese Arbeit soll zeigen, welchen Einfluss
LMP1 und EBNA2 auf B-Zellen in vivo ausiiben, um zu verstehen in wieweit sie dadurch zur
B-Zellimmortalisierung, der Etablierung der viralen Persistenz und der Entstehung maligner

Erkrankungen beitragen.
-18 -



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Einfluss eines konstitutiven aktiven CD40 auf die B-

Zellentwicklung in vivo

3.1.1 Generierung einer LMP1/CD40-exprimierenden Maus

Durch intensive Untersuchungen an LMP1 konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass
das virale Protein &hnliche Signaleigenschaften wie ein aktiver CD40-Rezeptor hat und diesen
teilweise ersetzen kann. In CD40-defizienten Mdusen, in denen der Klassenwechsel der B-
Zellen sowie die Bildung von Keimzentren blockiert ist, konnte durch LMP1-Expression zwar
die extrafollikulare Plasmazelldifferenzierung, nicht jedoch die Bildung von Keimzentren
rekonstituiert werden. Interessanterweise wurde in Mausen mit funktionalem CD40-Rezeptor
die Keimzentrumsbildung durch die Expression von LMP1 ebenfalls blockiert. Diese
Beobachtung flhrte zu der Frage, ob die konstitutive Aktivitat oder die Signaldoméne von
LMP1 dafiir verantwortlich ist, dass LMP1-exprimierende B-Zellen nach T-zellabhangiger
Immunisierung nicht mehr in der Lage sind, Keimzentren zu bilden.

Um zu untersuchen, ob ein konstitutives CD40-Signal in vivo einen &hnlichen Ph&notyp wie
LMP1 induziert, wurde ein transgener Mausstamm generiert, der ein Fusionsgen bestehend
aus der Transmembrandomane des viralen LMP1- (AS 1- AS 187) und der Signaldoméne des
humanen CD40-Proteins (AS 223- AS 280) (Abb.3.1B), konditional exprimiert. In vitro
wurde bereits gezeigt, dass dieses Fusionsprotein wie ein konstitutiv aktiver CD40-Rezeptor
wirkt (Gires et al., 1997). Das Fusionsgen wurde in den rosa26-Lokus integriert (Abb.3.1A).
Das rosa26-Gen besitzt drei Exons und kann ohne phanotypische Auswirkung homozygot
inaktiviert werden.

Das Impl/cd40-Gen wurde in die Xbal-Schnittstelle im ersten Intron des Gens integriert.
Dadurch kam das Transgen unter die Kontrolle des ubiquitér aktiven rosa26-Promotors
(Soriano, 1999). Um eine richtige Prozessierung der Imp1/cd40-RNA zu gewahrleisten, wurde
eine kunstliche ,,Splice-Akzeptor-Stelle* vor das Transgen inseriert und eine potentielle
»Splice-Akzeptor-Stelle” im ersten Exon des Transgens durch eine stille Mutation zerstort.
Um eine zellspezifische Expression von Imp1/cd40 zu erreichen, wurde zusammen mit dem
Transgen eine von loxP-Stellen flankierte Stopp-Kassette integriert, welche die Expression

des Fusionsproteins zundchst verhindert. Durch zelltypspezifische Expression der
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Rekombinase Cre kann die Stopp-Kassette deletiert werden, infolge dessen das

Fusionsprotein exprimiert wird (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1 Generierung einer transgenen Maus, die LMP1/CD40 konditional
exprimieren kann

Strategie fir die Insertion des Imp1/cd40 kodierenden Gens in die Xbal Schnittstelle im ersten
Intron des rosa26-Lokus (siehe Appendix1). Durch die zelltypspezifische Expression der
Rekombinase Cre kann die Stopp- und Selektionskassette entfernt und somit die Expression
des Transgens gesteuert werden. Das Schema zeigt die EcoRI-Schnittstellen mit der die
genomische DNA geschnitten wurde, sowie die Sonden, welche zum Nachweis der DNA-
Fragmente nach der homologen Rekombination, sowie der Deletion der Stopp-Kassette
verwendet wurden. Die erwarteten Fragmente, die nach einem Verdau der genomischen DNA
mit EcoRI durch die verschiedenen Sonden nachweisbar sind, wurden durch diinne Linien
gekennzeichnet.

Dargestellte Fragmente: (A) rosa26-Wildtyp-Lokus (B) rosa26-Lokus nach homologer
Integration des Impl/cd40-Targeting Vektors, (C) rosa26-Lokus nach homologer Integration
des Impl/cd40-Targeting Vektors und anschlieBender Cre-vermittelter Deletion der Stopp-
Kassette.

Abkulrzungen: Cre- Cre-Rekombinase; SAS- ,Splice-Akzeptor-Stelle”; RFP- Rotes
fluoreszierendes Protein; Neo"- Neomycin-Resistenzgen; FRT-Bindungsstelle der FLP-
Rekombinase; loxP- Bindungsstelle der Rekombinase Cre (Ort der Uberschneidung im
Bakteriophagen P1).

Die Integration des Fusionsgens in den rosa26-Lokus in embryonale Stammzellen (ES-
Zellen) wurde bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit (Koéln, Institut fur Genetik; 2001)
durchgefiihrt. Die homologe Rekombination des Fusionsgens mit dem rosa26-Lokus wurde in
diesen Zellen mittels Southern-Blot mit den Sonden 1, 2 und 3 tGberpruft.

Die rekombinanten embryonalen Stammzellen wurden in Kooperation mit Werner Miiller,

(GBF-Braunschweig) in Mausblastozysten injiziert und scheinschwangeren Mausen
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implantiert. Es wurden 16 Chimaren geboren, von denen eine Keimzellen trug, die von den
ES-Zellen mit dem inserierten Transgen stammten. Mit den Nachkommen dieser Chimare
wurde die transgene Maus-Linie LMP1/CD40"T° etabliert.

Um die Expression des Fusionsproteins LMP1/CD40 in unterschiedlichen Stadien der B-
Zellentwicklung zu erzielen, wurden Mause der LMP1/CD40" °-Linie mit CD19-Cre bzw.
CD21-Cre-Mausen gekreuzt (Rickert et al., 1997) (Kraus et al., 2004). Wahrend die Kreuzung
mit CD19-Cre-Mausen bereits zur Deletion der Stopp-Kassette in frihen Stadien der B-
Zellentwicklung fuhrt, wird diese nach Kreuzung mit CD21-Cre Mé&usen nur in reifen B-
Zellen deletiert.

Um die Effektivitat der durch Rekombinase Cre vermittelten Deletion zu Gberpriifen, wurden
B-Zellen aus (LMP1/CD40"T°"PxCD19cre)-Mausen isoliert und die Deletion der Stopp-
Kassette mittels Southern-Blot-Analysen Uberpriift (Abb.3.2A). In (LMP1/CD40" PPy
CD19cre)-Méusen hatten 49% der Knochenmarks-B-Zellen und 96% der Milz-B-Zellen die
Stoppkassette deletiert (Abb.3.2A). In (LMP1/CD40"™"PxCD21cre)-Mausen lag die
Deletionseffizienz in der Milz bei 78%, wéhrend im Knochenmark wie erwartet keine

Deletion nachzuweisen war (nicht gezeigte Daten).
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Abbildung 3.2 Deletion der Stopp-Kassette und Expression des Fusionsproteins
LMP1/CD40 in murinen B-Zellen

(A) Southern-Blot zum Nachweis der Deletionseffizienz der Stopp-Kassette: Aus
(LMP1/CD40™T™Px  CD19cre)-Mausen wurden durch ,magnetisch-assoziierter-Zell-
Sortierung” (MACS) CD19 positive B-Zellen der Milz (Spur 1-3) und des Knochenmarks
(KM) (Spur 4-6) isoliert. Als Kontrollen dienten B-Zellen von Wildtyp-Ma&usen (Spur 2 und
5) und Mause mit dem LMP1/CD40"T°_Allel (Spur 1 und 4). Aus den Zellen wurde die
DNA isoliert, mit EcoRI geschnitten und nach Auftrennung im Gel auf eine Membran
geblottet. Die Fragmente wurden anschlieend mit der Sonde 1 nachgewiesen. Das 15,4 kb
Fragment weist den wt rosa26-Lokus, das 7,1 kb den Lokus mit integriertem Transgen und
das 5,2 kb Fragment den Lokus mit Transgen, nach Cre vermittelter Deletion der Stopp-
Kassette nach. (B) Expression des Fusionsproteins: Der Western-Blot wurde mit
Proteinlysaten von Milzzellen aus (LMP1/CD40"T°"PxCD21cre)-Mausen (Spuren 1 und 2)
und LMP1/CD40™T°"" Mausen (Spur 3) beladen. Als Positivkontrolle wurden Proteinlysate
von 293 Zellen (Spur 4), verwendet, die transient mit einem LMP1/CD40-Expressionsvektor
(pSG5-LMP1/CD40) transfiziert worden waren. Das 34 kDa groRe Fusionsprotein wurde mit
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einem a-CD40-Antikorper, welcher gegen den zytoplasmatischen Teil des humanen CD40
gerichtet war, detektiert. Abklirzungen: n.s: nicht spezifische Bande.

Um zu untersuchen, ob nach Deletion der Stopp-Kassette das Transgen in B-Zellen exprimiert
wird, wurden Lymphozyten aus der Milz von (LMP1/CD40™™""xCD19cre)- und
(LMP1/CD40™™PPxCD21cre)-Mausen isoliert und durch Western-Blot-Analysen die
Protein-Expression von LMP1/CDA40 analysiert. Als Kontrolle wurden 293 Zellen verwendet,
die mit einem LMP1/CD40-Expressions-Plasmid (pSG5-LMP1/CD40) transfiziert worden
waren. Das LMP1/CD40 Protein konnte sowohl in den Milzzellen von
(LMP1/CD40xCD21cre)- als auch (LMP1/CD40xCD19cre)-Méusen nachgewiesen werden
(Abb. 3.2B; nicht gezeigte Daten). In Zellen die kein Cre Allel besalien, konnte kein
LMP1/CD40-Protein detektiert werden, was zeigt, dass die Stopp-Kassette die Transkription

des Transgens effektiv blockiert.

3.1.2 Das Fusionsprotein LMP1/CD40 kann wie ein aktiver CDA40-

Rezeptor Klassenwechsel induzieren

Es ist bekannt, dass Milz-B-Zellen, die in Gegenwart von agonistischen a-CD40-Antikérpern
und IL4 kultiviert werden, einen Isotypwechsel von IgM zu 1gG1 durchfuhren (Hasbold et al.,
1998; Jabara et al., 1990). Um zu uberprifen, ob das Fusionsprotein ein aktives CD40-Signal
erzeugt, wurden B-Zellen aus der Milz von LMP1/CD40-exprimierenden Mausen
(LMP1/CD40™™PPxCD19cre) sowie von entsprechenden Kontrollen (LMP1/CD40"5T°%)
isoliert und in Medium ohne Zusétze bzw. unter der Zugabe von IL4 oder agonistischen o.-
CD40-Antikorpern und IL4 kultiviert. Nach fiinf Tagen wurde die IgG1- und IgM-Expression
auf der Zelloberflache mittels Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. Wie in Abb. 3.3A
gezeigt, exprimierten 12,3% der LMP1/CD40-exprimierenden Zellen, die unter Zusatz von
IL4 kultiviert worden waren, 1gG1 auf der Oberfldche, wéahrend bei den Kontrollen weniger
als 1% der Zellen 1gG1 positiv waren. Wurden die Kontrollzellen hingegen mit IL4 und
agonistischen a-CD40-Antikorpern kultiviert, konnten ebenfalls 15,5% IgG1-positive Zellen
detektiert werden.

Bei der Stimulation von B-Zellen mit CD40 und IL4 werden nicht nur membranstandige,
sondern auch l6sliche 1gG1-Antikdrper gebildet, die sezerniert werden. (Abb. 3.3B). Um die
IgG1-Spiegel im Kulturiiberstand zu bestimmen, wurde das Medium, in dem die Zellen
sieben Tage mit den verschiedenen Zusatzen kultiviert worden waren, abgenommen, und die

IgG1-Konzentrationen in diesen mittels IgG1-spezifischer ELISA -Analysen gemessen.
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Waéhrend bei LMP1/CD40-exprimierenden Zellen durch Stimulation mit IL4 1gG1-Antikorper
im Medium nachweisbar waren, mussten die Kontrollzellen mit IL4 und agonistischen -
CD40-Antikorpern kultiviert werden, um eine Sekretion von IgG1-Antikdrper ins Medium zu
induzieren (Abb. 3.3B).
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Abbildung 3.3 LMP1/CD40 imitiert einen konstitutiv aktiven CD40-Rezeptor

(A) Aus der Milz von (LMP1/CD40™ ™" xCD19cre)-Mausen (LMP1/CD40) und Kontrollen
(LMP1/CD40™™) wurden B-Zellen durch Depletion der CD43-positiven Zellen isoliert
und anschlieBend kultiviert. Die Zellen wurden entweder in Medium ohne Zusétze (0), mit
IL4 oder mit agonistischen a-CD40-Antikérpern (a-CD40) und 1L4 5 Tage lang kultiviert.
AnschlieBend wurde die Expression von IgM und IgG1 auf der Zelloberflache untersucht. Der
Anteil der umrahmten 1gG1-positiven Zellen ist in Prozent angegeben. Im FACS-Blot der
Kontrolle ohne Zusédtze wurden insgesamt weniger Zellen aufgetragen, da nur ein geringer
Teil der Zellen ohne stimuli finf Tage in Kultur tiberleben konnten dort nur wenige Zellen
analysiert werden (siehe Abb. 3.19).

(B) IgG1-Antikorper-Titer im Uberstand der unter A beschriebenen Zellen nach sieben Tagen
in Kultur. Die Mengen der 1gG1l-Antikorper wurden mit Hilfe von ELISA-Analysen
bestimmt.

Diese Ergebnisse zeigten, dass LMP1/CD40 die Interaktion des CD40-Rezeptors mit seinem
Liganden bei der Induktion des Klassenwechsels funktionell ersetzen kann, und somit ein
aktives CD40-Signal erzeugt.
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3.1.3 Die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 in der Maus

fuhrt zu einer Zunahme der B- und T-Zellen in den sekundar
lymphatischen Organen

Nachdem gezeigt worden war, dass LMP1/CD40 ein konstitutives CD40 Signal in B-Zellen
der transgenen LMP1/CD40-Mause erzeugen kann, wurde untersucht, welche Auswirkung die
B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 auf das lymphatische System der M&ausen
hat. Sowohl (LMP1/CD40" ™"’ xCD19cre)- als auch (LMP1/CD40" ™" xCD21cre)-Mause
entwickelten eine stark ausgepragte Splenomegalie (Abb. 3.4A). Die Milzen in LMP1/CD40-
exprimierenden Ma&usen, waren im Durchschnitt 3-mal schwerer als die altersgleicher

Kontrollen (Abb. 3.4B).
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Abbildung 3.4 Die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 fuhrt in Mausen zu

einer Splenomegalie
(A) LMP1/CD40-exprimierende Mdause (LMP1/CD40) zeigten im Vergleich zu altersgleichen

Kontrollen (Wildtyp-Mause (wt) und Mause, die die Stoppkassette noch enthielten
(LMP1/CD40™ ") eine Splenomegalie. (B) Vergleich des Milzgewichts verschiedener
Kontrollméduse  (CD19cre+/-; CD2lcre+/-; LMPL/CD40™™")  mit LMP1/CD40-
exprimierenden (LMP1/CD40™™"PxCD19cre; LMP1/CD40 "T°PxCD21cre) -Mausen im

Alter von 8-16 Wochen. Je Gruppe wurden 3-7 Mause untersucht.

Um zu untersuchen, ob die LMP1/CD40-Expression neben der Splenomegalie auch zu einer
Veranderung der mikroskopischen Milzstruktur fuhrt, wurden Gefrierschnitte der Milzen
angefertigt und durch Doppelfarbung mit a-IgM- und a-CD3-Antikdrpern die B- und T-
Zellen in den Follikeln angeféarbt. Wie in Abbildung 3.5 gezeigt, besalRen die Follikel
LMP1/CD40-exprimierender Mause eine klar definierte B- und T-Zell-Zone, jedoch waren
die Follikel im Vergleich zu Wildtyp-Mausen stark vergroRert (Abb. 3.5). Es zeigte sich
aullerdem, dass die B-Zell-Zone im Vergleich zur T-Zell-Zone in LMP1/CD40-
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exprimierenden Mausen vergroRert war, was darauf hinweist, dass der B-Zellanteil in diesen

Mausen erhoht ist.

L MP1/CD4Q"SToPP LMP1/CD40

Ter

IgM CD3

Abbildung 3.5 Die LMP1/CD40-Expression fuihrt zu einer Follikelhyperplasie
Gefrierschnitte der Milz von (LMP1/CD40"™"PxCD19cre)- (LMP1/CD40) und
Kontrollmausen (LMP1/CD40"™""). In den Schnitten wurden IgM-positive B-Zellen mit a-
IgM-Antikorpern (rot) und T-Zellen mit o-CD3-Antikorpern (blau) nachgewiesen. Die
Farbung macht die B- und T-Zellzonen der Follikel sichtbar.

VergroRerung 50-fach.

Um die Gesamtanzahl der B- wund T-Lymphozyten zu bestimmen, wurden
Einzelzellsuspensionen aus der Milz gewonnen, und die Gesamtzellzahl bestimmt. Danach
wurden die Zellen mit «-B220- und o-CD5-Antikérpern gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Aus der Gesamtzellzahl und dem ermittelten Anteil
der B- (B220") und T-Zellen (CD5'B220°) wurden die absoluten Zahlen der B- und T-Zellen
errechnet. Wie in Abb. 3.6A gezeigt, war die Gesamtanzahl der B-Zellen in der Milz
LMP1/CD40-exprimierender Mé&use etwa sechsmal und die der T-Zellen etwa dreimal hoher
als in Kontrollmausen (LMP1/CD40"™""). Um zu tberpriifen, ob auch in anderen
lymphatischen Organen die B-Zellzahlen durch die LMP1/CD40-Expression erhéht wird,
wurde der Anteil der B-Zellen (B220+) in den inguinalen Lymphknoten (LN), im
Knochenmark (KM) und in der Peritonealhthle mittels FACS-Analysen bestimmt und wie
oben beschrieben auf die Gesamtzellzahl der B-Zellen zurtickgerechnet. Die Zahl der B-
Zellen in den inguinalen Lymphknoten war in LMP1/CD40-exprimierenden Méusen ebenfalls
erhoht (Abb. 3.6B). Im Gegensatz dazu war die Gesamtzellzahl der B-Zellen im
Knochenmark von (LMP1/CD40™T"PxCD19cre)-Mausen normal (Abb. 3.6C). In der
Peritonealhohle zeigte sich eine tendenzielle Reduktion der B-Zellen.
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Abbildung 3.6 Die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 fihrt zur Zunahme
der B- und T-Zell-Zahlen in den peripheren Organen

(A) Gesamtanzahl der B-Zellen (B220%) und T-Zellen (B220,CD5") in der Milz von
(LMP1/CD40™™PxCD19cre)-Mausen (LMP1/CD40) und Kontrollen (LMP1/CD40"ST%%).
(B) Gesamtanzahl der B-Zellen (B220%) je eines inguinalen Lymphknotens und des
Knochenmarks eines Unterschenkelknochens von (LMP1/CD40™"°"xCD19cre)-Mausen
(LMP1/CD40) und Kontrollen (LMP1/CD40""°""). (C) Gesamtanzahl der B-Zellen (B220")
der Peritonealhdhle von (LMP1/CD40™™Px CD19cre)-Méausen (LMP1/CD40) und
Kontrollen (LMP1/CD40"STOP),

Die aufgefuhrten Daten wurden von mindestens fiinf M&usen je Gruppe erhoben. Die Anzahl
der Zellen wurde aus dem durch FACS-Analysen bestimmten Anteil der B200+ Zellen und
der Gesamtzahl der isolierten Zellen berechnet.

3.1.4 Durch die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 wird die
frihe B-Zellentwicklung nicht beeinflusst, jedoch die Rezirkulation

der reifen B-Zellen ins Knochenmark behindert

Um zu Uberprifen, ob die B-Zellentwicklung im Knochenmark durch die Expression von
LMP1/CD40 beeinflusst wird, wurden die verschiedenen B-Zellpopulationen des
Knochenmarks durch die Farbung mit Antikérpern gegen IgM, B220, CD43 und IgD naher
untersucht. Die unterschiedlichen B-Zellpopulationen lassen sich anhand der Expression
spezifischer Marker und auch durch die Expressionstidrke unterscheiden. In dieser Arbeit
wurden Marker flr die die Populationen positiv waren mit ,,+*, fir die sie negativ waren mit

- gekennzeichnet. Marker die von einzelnen Populationen sehr stark exprimiert wurden,
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wurden mit ,hoch* und Marker die nur schwach exprimiert wurden mit ,niedrig*

gekennzeichnet.
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4% 6 %

0% 10" 10® 103 104

102 103 10% 700 10! 102 103 104

B220
00 101 102 10% 10%

102 108 10% —p ' 103 104
CDA43

v

Abbildung 3.7 Durch die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 wird die frihe
B-Zellentwicklung nicht beeinflusst

FACS-Analyse  von  Knochenmarkszellen — von  (LMP1/CD40™™""xCD19cre)
(LMP1/CD40//CD19cre) und  (LMP1/CD40™™PxCD21cre)-Mausen  (LMP1/CD40
//CD21cre) und entsprechenden Kontrollen (LMP1/CD40"™") " durch Farbung mit B220,
CD43 und IgM. Die Prozente geben bei der oberen Farbung den Anteil der Pro/Pre-B-Zellen
(BZZO”'ed”glghM'), unreifen B-Zellen (U) (B220"1gM™) und reifen rezirkulierenden B-Zellen
(R) (B220™"lgM*) an. Die zweite Farbung ermoglicht neben der Identifizierung der
rezirkulierenden B-Zellen (CD43B220™") auch die Unterscheidung von Pro-
(CD43"'B220"*"%) und Pre- (CD43'B220"") B-Zellen. Die ersten beiden und die letzten
beiden FACS-Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen. Aufgrund leichter
Varianzen bei den Farbungen werden die Kontrollen pro Analyse gezeigt.

Die Farbungen der Knochenmarkszellen LMP1/CD40-exprimierender Mé&use mit Antikorpern
gegen B220 und IgM zeigte, dass das Verhéltnis der Pro/Pre-B-Zellen (B220"*"91gM") zu
unreifen B-Zellen (B220"1gM™) durch die Expression von LMP1/CD40 nicht beeinflusst
wurde (Abb. 3.7). Auch waren die Pro- (CD43""B220") und Pre-B-Zellen (CD43""B220") in
normalen Verhéltnissen vorhanden. Beide Férbungen lielen jedoch vermuten, dass die
rezirkulierenden B-Zellen (IgM*1gD*B220"*"CD43") sowohl bei den
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre) als auch bei den (LMP1/CD40"™"PxCD21cre)-Mausen von
20-25% auf etwa 3-10% reduziert waren (Abb. 3.7, 3.8). Um dies zu Uberprifen, wurde eine
weitere Férbung mit a-IgM- und a-1gD-Antikdrpern durchgefuhrt. Diese Farbung bestatigte,
dass der prozentuale Anteil der reifen B-Zellen (IgM™,IgD") im Vergleich zu den unreifen
(IgM*,1gD") stark reduziert ist.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die fruhe B-Zellentwicklung durch die Expression von
LMP1/CD40 nicht beeinflusst wird, jedoch LMP1/CD40-exprimierende reife B-Zellen nicht

mehr aus der Peripherie in das Knochenmark zurtickkehren kénnen.
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Abbildung 3.8 Die Expression von LMP1/CD40 in B-Zellen verhindert die Rezirkulation
der reifen B-Zellen ins Knochenmark

(A) FACS-Analysen von Einzelzellsuspensionen des Knochenmarks (KM) von
(LMP1/CD40™™"PxCcD19cre) (LMP1/CD40//CD19cre) und (LMP1/CD40"™"PxCD21cre)-
Mausen (LMP1/CD40//CD21cre) und entsprechenden Kontrollmausen (LMP1/CD40"1ToP
CD21cre™"). Diese wurden mit a-lgM-Anikorpern und a-1gD-Antikérpern gefarbt und mittels
FACS-Analysen untersucht. In den gezeigten FACS-Blots sind nur Zellen dargestellt die im
FACS B220+ sind. Die Prozente zeigen den Anteil der reifen rezirkulierenden B-Zellen (R)
(IgM*1gD") und der unreifen B-Zellen (U) (IgM*1gD"). Die ersten beiden und die letzten
beiden FACS-Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen.

3.1.5 Die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 fuhrt zu einer

Vermehrung von follikularen und Marginalzonen- B-Zellen

Da die Anzahl der B-Zellen in der Milz und in den Lymphknoten stark erhéht war (Abb. 3.6),
stellte sich die Frage, ob die verschiedenen B-Zellpopulationen in dquivalentem Malie daran
beteiligt sind, oder moglicherweise nur eine bestimmte Zellpopulation expandiert ist.

Fir die Klarung dieser Frage wurden zundchst Einzelzellsuspensionen von Milz und
Lymphknoten mit Antikorpern gegen IgM, IgD und B220 gefarbt und anschlieBend durch
FACS-Analysen untersucht.

Diese Farbungen zeigten, dass die expandierte B-Zellpopulation sowohl IgM+IgD+
follikulare B-Zellen (FO-Zellen) als auch IgM™"lgD™¥" transitionale- und Marginalzonen-
B-Zellen (MZB-Zellen) beinhaltete (Abb. 3.9). In den Lymphknoten war der Anteil der FoB-
Zellen (IgM*IgD"), die den Hauptanteil der B-Zellen in den Lymphknoten ausmachen, im

Vergleich zu anderen Zellen des Lymphknotens ebenfalls erhoht.
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Abbildung 3.9 Durchflusszytometrische Analysen (FACS) von Einzelzellen der Milz und
der inguinalen Lymphknoten (LN) LMP1/CD40-exprimierender M&use

(A) Lymphozyten der Milz und der Lymphknoten, von (LMP1/CD40™™""xCD19cre)-
Mausen (LMP1/CD40//CD19cre) und (LMP1/CD40fST°""xCD21cre)-Mausen (LMP1/CD40
//CD21cre) und entsprechenden Kontrollen (LMP1/CD40" "), wurden in Hinblick auf ihre
IgM- und IgD- Expression nach Farbung mit spezifischen Antikorpern mittels FACS-
Analysen untersucht. Die Prozentzahlen geben in der Milz den Anteil der (IgM*lgD")
follikularen B-Zellen, sowie der (IgM*IgD™") transitionalen und Marginalzonen-B-Zellen an.
In den LN ist der Prozentsatz der (IgM*IgD") follikularen B-Zellen (FO) angegeben. Die
ersten beiden und die letzten beiden FACS-Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte
Analysen.

Um die in der Milz expandierten B-Zellpopulationen néher zu charakterisieren, wurden
weitere Farbungen durchgefuhrt. Bei den B-Zellen der Milz unterscheidet man FoB-Zellen,
MZB-Zellen und transitionale B-Zellen (T-B-Zellen). Die transitionalen B-Zellen aus denen
sich MZB und FoB-Zellen entwickeln kdnnen, werden wiederum in transitionale-Typ1-B-
Zellen (T1-B-Zelle) und Typ2-B-Zellen (T2-B-Zelle) unterteilt (Loder et al., 1999). Bei den
T1-B-Zellen, die durch ein IgM™"IgD"CD21°CD23'B220"HSA™" Expressionsmuster
gekennzeichnet sind, handelt es sich um frisch aus dem Knochenmark ausgewanderte B-
Zellen, die sich zu T2-B-Zellen weiter entwickeln (Abb. 3.10). Diese T2-B-Zellen die
IlgM*IgD*CD21"CD23"B220"HSA™™" sind, konnen zu FoB-Zellen oder MZB-Zellen
differenzieren. Die FoB-Zellen, die die zahlenmaRig grofite B-Zellpopulation der Milz bilden,
kénnen durch die etwas geringere Expression von HSA (IgM*IgD*CD21"CD23"B220"HSA")
von T2-B-Zellen unterschieden werden. Die MZB-Zellen liegen aulRerhalb des Marginalen-
Sinus, einer Makrophagen-reichen Region, die den Follikel umgibt und sind durch die
Expression der Oberflachenmarker CD21*CD23™"1gM™"1gD"e¥9 7y erkennen.
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Abbildung 3.10 Expressionsstarke von Oberflachenmarker auf B-Zellen der Peripherie

Mit einer B220/HSA/CD21-Farbung wurden die relativen Anteile der unreifen T-B-Zellen zu
den reifen follikuldren und Marginalzonen-B-Zellen bestimmt. Wie in Abbildung 3.11 zu
sehen ist, waren in LMP1/CD40-exprimierenden Mausen T-B-Zellen im Vergleich zu den
reifen B-Zellen (FO-Zellen und MZB-Zellen) verringert. Die T1-B-Zellen (HSA™"CD21"
B220%) waren etwa um das Dreifache und die T2-B-Zellen (HSA™"CD21*B220") etwa um
das Zweifache verringert (Abb. 3.11). Bei den reifen B-Zellen war sowohl der Anteil der
follikularen (HSA'CD21B220%) als auch der Marginalzonen-B-Zellen
(HSA™"CD21""B220") erhoht.
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Abbildung 3.11 Die Expression von LMP1/CD40 in B-Zellen fuhrt zu einer Expansion
der FoB- und MZB-Zellen

Lymphozyten der Milz von (LMP1/CD40™T"PxCD19cre)- und
(LMP1/CD40"T"PxCD21cre)-Mausen  (LMP1/CD40//CD19cre; LMP1/CD40//CD21cre)
und Kontrollen (CD19cre+/-; CD21cre+/-) wurden in Hinblick auf ihre HSA, CD21 und B220
Expression mittels FACS-Analysen untersucht. Die FACS-Analysen zeigen nur Zellen die im
FACS positiv fiir den B-Zell-Marker B220 waren. Der Anteil der T1-B- (HSA"™"CD21"
B220%), T2-B-(HSA™"CD21'B220%), MZB- (HSA™"CD21""B220") und FoB-B-Zellen
(FO) (HSA'CD21"B220") ist in den FACS-Blots markiert.

Um die prozentualen Anteile der FoB- und MZB-Zellen besser bestimmen zu kénnen, wurden

Milzlymphozyten mit a-B220-, a-CD21- und a-CD23-Antikérpern gefarbt und im FACS
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analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die MZB-Zellen (CD21""CD23"*"9B220") in
LMP1/CD40-exprimierenden Mausen anteilméRig mehr zunehmen als die FoB-Zellen
(CD21°CD23'B220%) (Abb. 3.12A).

Die Berechnung der Gesamtzellzahlen der einzelnen B-Zellpopulationen ergab, dass im
Vergleich zu den Kontrollen die Zellzahl der FoB-Zellen um das Achtfache und die der MZB-
Zellen um das Zwdlffache erhoht war. (Abb. 3.12B). Die Anzahl der transitionalen T1-B-
Zellen war hingegen um etwa die Halfte reduziert. Der Anteil der T2-B-Zellen konnte nicht

bestimmt werden, da eine Trennung von den FoB-B-Zellen durch diese Farbung nicht

maoglich war.
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Abbildung 3.12 In LMP1/CD40-exprimierenden Mausen ist die Gesamtzellzahl der
follikularen und Marginalzonen-B-Zellen stark erhoht

(A) FACS-Farbung von Milzzellen von (LMP1/CD40™™""xCD19cre*")-Mausen
(LMP1/CD40) und Kontrollmausen (LMP1/CD40™™") mit o-CD21- und a-CD23-
Antikorpern MZB-Zellen kennzeichen sich durch CD21"9"CD23" und follikulare B-Zellen
(Fo) durch CD21*CD23". (B) Gesamtzellzahl der MZB-Zellen (B220"CD21""CD23"¥9),
der follikularen B-Zellen (Fo) (B220°CD21*CD23") und T1-B-Zellen (HSA™"CD21'B220")
von (LMP1/CD40™T"PxCD19cre)- (LMP1/CD40) und LMP1/CD40"T°"" Mausen. Zur
Bestimmung der Anzahlen wurden die Anteile der Populationen durch Farbung der
angegebenen Marker und anschlieBender FACS-Analyse bestimmt und auf die
Gesamtzellzahl umgerechnet. Fir die Bestimmung der Zellzahlen wurden je Gruppe
mindestens 5 M&use berucksichtigt

Da die Anzahl der Marginalzonen-B-Zellen stark erhéht war, wurde in histologischen

Schnitten untersucht, ob die gesamte Marginalzone vergroRert ist. Die Schnitte wurden mit .-

IgM- und a-Momal-Antikorpern gefarbt. Der Momal ist ein typischer Marker der

metallophilen Makrophagen, die entlang des marginalen Sinus, der die follikuldre Zone von

der Marginalzone trennt, angeordnet sind. Mit dem a-IgM-Antikorper wurden die B-Zellen

sichtbar gemacht. Die IgM positiven (rot) MZB-Zellen, die sich auflerhalb des hier durch
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o—Momal-Antikorper gefarbten Marginalen Sinus (blau) befinden, konnten in den
LMP1/CD40-exprimierenden Mé&usen entlang des gesamten Follikelrandes nachgewiesen
werden (Abb. 3.13). In den Schnitten scheint die MZB-Zell-Zone von LMP1/CD40-

exprimierenden Mausen insgesamt leicht vergréRert zu sein.

LMP1/CD40MSTOPP LMP1/CD40

MOMA-1, IgM

Abbildung 3.13 LMP1/CD40-exprimierende Mause haben eine definierte MZB-Zell-
Zone, die entlang des gesamten Follikelrandes sichtbar ist

Gefrierschnitte der Milz von einer (LMP1/CD40"T""xCD19cre)-Maus (LMP1/CD40) und
einer Kontrollmaus (LMP1/CD40"™""). Die Schnitte wurden mit a-MOMA1-Antikérpern in
blau angefarbt und a-IgM-Antikorper in rot. MOMAL ist ein typischer Marker der
»metallophilen“ Makrophagen, die sich im marginalen Sinus der Follikel befinden. Die Pfeile
kennzeichnen die MZB-Zellen. VergréRerung 50-fach.

3.1.6 Die Expression von LMP1/CD40 in B-Zellen flhrt zu einer

Reduktion der B1-Zellen in der Peritonealhthle

Da gezeigt werden konnte, dass in der Milz und in den Lymphknoten von LMP1/CD40-
exprimierenden Mé&usen die Population der B2-Zellen, zu denen follikuldare und MZB-Zellen
gehoren, deutlich expandieren, sollte untersucht werden, ob die LMP1/CD40-Expression auch
zu einer VergrofRerung des B1-Zellpools fuhrt. B1-Zellen befinden sich hauptsachlich in der
Peritonealhdhle und kdnnen mit niedriger Affinitat ein breites Spektrum an Antigenen binden.
Sie reagieren meist auf korpereigene und bakterielle Antigene (Fagarasan et al., 2000). Man
unterscheidet bei den B1-Zellen, die Bla- (B220"*"CD43*CD23"*" CD5") und B1b-Zellen
(B220™*"9C D43 CD23"MC D5 ).

Durch die Farbung mit a-CD23- und a-CD43-Antikérpern konnte gezeigt werden, dass der
Anteil der B1-Zellen (CD43""CD23"*"9) stark reduziert war (Abb. 3.14 oben). Um die Bla-
von den Blb-Zellen unterscheiden zu kénnen, wurde eine weitere Farbung mit o-CD5- und

a-B220-Antikorpern durchgefiihrt. Wie unten in der Abbildung 3.14 gezeigt, waren sowohl
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die Bla-Zellen (B220"*"9CD5") als auch die B1b-Zellen (B220"*"CD5"*"% reduziert. Die
Reduktion der B1-Zellen zeigte sich sowohl in (LMP1/CD40™™°""xCD19cre) als auch in
(LMP1/CD40™™PPxCD21cre)-Mausen.
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Abbildung 3.14 In der Peritonealhdhle ist der Anteil der Bla- und Blb-Zellen stark
vermindert

FACS-Analyse der Lymphozyten der Peritonealhdhle einer (LMP1/CD40"ST°"PxCD19cre)-
Maus (LMP1/CD40//CD19cre), einer (LMP1/CD40™™PPxCD21cre)-Maus
(LMP1/CD40//CD21cre) sowie von Kontrollmausen (LMP1/CD40"T°""; CD19cre+/-). Der
Anteil der B1- und B2-Zellen der aus der Peritonealhdhle isolierten Lymphozyten wurde
durch FACS-Analysen bestimmt. Im oberen Teil der Abbildung sind ausschliel3lich Zellen
dargestellt die im FACS B220 positiven sind. Gekennzeichnet wurde der prozentuale Anteil
der Bl1- (CD23"9CD43"™") und B2-Zellen (CD23'CD43"*"%) and der dargestellten
Popultion. Der untere Teil zeigt die prozentualen Anteile von Bla- (B220™""“CD5"), B1b-
(B220"%"9 CD5"I19) ynd B2-Zellen (B220""CD5"). Die ersten beiden und die letzten beiden
FACS-Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen.

3.1.7 Die peripheren T-Zellen zeigen in LMP1/CD40-exprimierenden
Mausen einen aktivierten Phanotyp

Da die LMP1/CD40-Expression in B-Zellen zu einer erhéhten T-Zellzahl in der Milz fihrt

(Abb. 3.6A), stellte sich die Frage, welche T-Zellpopulationen an dieser Expansion beteiligt

sind. Die Lymphozyten der Milz wurden daher mit a-CD4, a-CD8, a-CD62L und a-CD44-

Antikorpern gefarbt. Diese Farbung ermdglichte, die prozentualen Anteile der naiven-T-
Zellen (CD62L™"CD44™%9) der zentralen Gedachtnis-T-Zellen (CD62L""CD44"") sowie
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der Gedachtnis-T-Zellen (CD62L"*"9CD44™") und der aktivierten Effektor-T-Zellen
(CD62L"M9C D44 innerhalb der CD4- und CD8-positiven Populationen zu bestimmen.
Wie in Abbildung 3.15 gezeigt wird, war sowohl in der CD4-positiven als auch in der CD8
positiven Fraktion der Anteil der naiven-T-Zellen (CD62L""CD44""%) und der zentralen-
Gedachtnis-Zellen (CD62L""CD44™™ in LMP1/CD40-exprimierenden Mausen leicht
verringert. Im Gegensatz dazu war der Anteil der CD4+ und CD8+ Gedachtnis-
(CD62L""*"9C D44 und der aktivierten Effektor-T-Zellen (CD62L"*""9CD44"") erhoht.

LMP1/CD4QMSTOPP LMP1/CD40 LMP1/CD40™TP" | MP1/CD40
CD4+ CD8+
1“]‘ <+ ~ =t
g = =) =)
2 ] 3% ol 32% 129 <L ] oLl 18% 126%
© | T e | - | : T ¥
8 ol GIA} ol o of TR
o 139% s o | 53%: e o, o | 50% )
> . S > | s . > Sl
0% 10 102 10% 10% M10® 10! 102 10% 104 100 101 102 10%5 104 00 10! 102 10° 104

»

CD44

Abbildung 3.15 Der Anteil der Gedachtnis-T-Zellen und aktivierten T-Zellen an der T-
Zellpopulation der Milz ist erhéht

Durchflusszytometrische  (FACS)-Analysen der T-Lymphozyten der Milz von
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre™")- (LMP1/CD40) und Kontrollmausen (LMP1/CD40"ST%P).
Einzellsuspensionen der Milz, wurden mit «-CD4, o-CD8, «-CD44 und a—-CDG62L-
Antikdrper durchgefiihrt. Die Prozentangaben zeigen den Anteil der naiven T-Zellen (N)
(CD62L""CD44™ "), der zentralen Gedachtnis-T-Zellen (ZG) (CD62L"*"CD44™") sowie
zusammengefasst den Anteil der Gedachtnis-T-Zellen (G) (CD62L"*"*CD44"") und
aktivierten T-Zellen (A) (CD62L"*9C D44,

3.1.8 LMP1/CD40-exprimierende B-Zellen zeigen einen aktivierten
Phéanotyp

Die Analysen der B-Zellpopulationen in den verschiedenen lymphatischen Organen zeigten,
dass die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 zu einer Reduktion der B1-Zellen
und zu einer starken Expansion der B2-Zellen fiihrt. Es stellte sich die Frage, ob sich die
LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen phanotypisch von den B-Zellen der Kontrollen
unterscheiden. Da die B-Zellen LMP1-exprimierender Mé&use einen aktivierten Phénotyp
zeigten, wurde Uberprift, ob auch die LMP1/CD40-Expression zu einer Aktivierung der
Zellen fihrt (Uchida et. al. 1999).
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Es ist bekannt, dass aktivierte B-Zellen gréRer sind als ruhende B-Zellen (zu Ubersicht
Janeway et. al 2001). Aus diesem Grund wurde die GroRe der Milz-B-Zellen mittels des
»Forward Scatters” im FACS bestimmt. Je héher der Wert des ,,Forward Scatters* ist, umso
groRer sind die Zellen. Aus der Milz isolierte B-Zellen von LMP1/CD40-exprimierenden
Mausen waren generell groRer als die von Kontrollmdusen praparierten B-Zellen, was auf
eine Aktivierung hindeutet (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16 LMP1/CD40-Expression fuihrt zu einer GréRenzunahme der B-Zellen
FACS-Analyse der Milz-B-Zellen in LMP1/CD40-exprimierenden Mausen (LMP1/CD40)
und entsprechenden Kontrollen (LMP1/CDA40"STOPP) der Ziichtungen
LMP1/CD40™™°"xCD19cre und LMP1/CD40™™""xCD21cre. Die Milzzellen wurden
zundchst mit o-B220-Antikorpern und TOPRO-3 geféarbt. In den Histogrammen sind die
Zellen nach ihrer GroRe im ,Forward Scatter” aufgetragen, die im FACS als lebende
(TOPRO-3) B-Zellen (B220%) identifiziert wurden.

CD40-Signale fuhren zu einer Induktion verschiedener Aktivierungsmarker und
Adhasionsmolekulen, wie z.B. MHC-Klasse 11, CD80, CD86, CD95 und ICAML1. Deshalb
wurde die Expressionsstarke dieser Proteine auf B-Zellen (B220+) LMP1/CD40-
exprimierender Mause Gberprift. Wie am Beispiel von (LMP1/CD40™™""xCD19cre)-
Mausen ersichtlich, fihrte die Expression von LMP1/CD40 zu einer deutlich verstarkten
Expression von CD95 und ICAML1 (Abb. 3.17). Die Expression von MHC-Klasse Il sowie
CD80 und CD86 waren leicht aber reproduzierbar erhoht.

Die Zunahme der ZellgroRe und die verstarkte Expression von Aktivierungsmarkern und
Zelladhésionsmolekdilen zeigten, dass sich die LMP1/CD40-exprimierenden Zellen in einem

aktivierten Zustand befanden.
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Abbildung 3.17 Verschiedene Aktivierungsmarker werden durch LMP1/CD40-
Expression induziert

Lymphozyten der Milz und der inguinalen Lymphknoten wurden durch FACS-Analysen auf
die Expression von B220 und den angegebenen Aktivierungs- und Adhé&sionsmarker
untersucht. Die Zellen stammen von altersgleichen (LMP1/CD40""°*"xCD19cre)-Mausen
(LMP1/CD40) und Kontrollméusen (LMP1/CD40"""). Die Histogramme zeigen eine
Uberlagerung der Expressionsstirke der jeweiligen Aktivierungsmarker der im FACS B220-
positiven B-Zellen.

3.1.9 Die LMP1/CD40-Expression in B-Zellen fuhrt zur spontanen

Proliferation und zum verlangerten Uberleben der B-Zellen.

Da die Anzahl der B-Zellen in der Milz von LMP1/CD40-exprimierenden Ma&usen stark
erhoht war, stellte sich die Frage, wodurch die Vermehrung der Zellen verursacht wird. Die
Zunahme der B-Zellzahlen konnte sowohl durch verlangertes Uberleben als auch durch eine
verstérkte Proliferation der B-Zellen hervorgerufen werden.

Aus in vitro Versuchen ist bekannt, dass die CD40-Stimulation in Kombination mit IL4,
ruhende B-Zellen zur Proliferation anregen kann (Banchereau and Rousset, 1991). Daher
wurde untersucht, ob die Expression von LMP1/CD40 eine Auswirkung auf die proliferativen
Eigenschaften von B-Zellen hat. Aus Einzelzellsuspensionen der Milz von
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre)-Mausen sowie entsprechenden Kontrollen wurden mittels
MACS-Separation B-Zellen isoliert. Diese wurden anschlieBend mit Carboxy-fluoreszin-
diacetat-succinimidyl-Ester (CFSE) markiert und 5 Tage Kkultiviert. CFSE st ein
Succinimidylester, der bei der Bindung an intrazelluldre Proteine zu einem fluoreszierenden

Produkt umgesetzt wird. Bei einer Zellteilung wird CFSE gleichmé&lig auf die Tochterzellen
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verteilt, so dass die einzelnen Zellen nur noch halb so stark fluoreszieren. Auf diese Weise
kdénnen mehrere Zellteilungen mit Hilfe von FACS-Analysen verfolgt werden. Die CFSE
markierten Zellen wurden in Medium ohne Zusatze, mit IL4, mit agonistischen o-CD40-
Antikorpern, oder auch mit einer Kombination von IL4 und agonistischen a-CDA40-
Antikdrpern, kultiviert. Als Positivkontrolle wurden einige B-Zellen mit LPS oder einer
Kombination von LPS und agonistischen a-CD40-Antikorpern stimuliert, was wie bereits
bekannt ist zu einer starken Proliferation der B-Zellen fihrt.

Wie in Abbildung 3.19 zu sehen ist, hatten sich nach finf Tagen 20,5% der ohne Zusatze
kultivierten LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen geteilt. Bei Stimulation mit IL4 stieg ihr
Anteil auf 28,3%. Eine Stimulation der Zellen mit IL4 und agonistischen a-CD40-Antikorper
fuhrte sogar in 31,4% der Zellen zu einer Teilung. In der Kontrolle hatten sich nach flnf
Tagen nur 5,4% der Zellen geteilt und bei Zugabe von 1L4 8,8%, also weit weniger als in den
LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen. Durch die Zugabe von agonistischen a-CD40-
Antikdrpern teilten sich doppelt so viele Zellen wie ohne Zusatze. Wie erwartet zeigte sich in
den Kontrollzellen erst nach Stimulation mit IL4 und agonistischen a-CD40-Antikdrpern ein
groRerer Anteil (18,4%) von proliferierenden Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass
LMP1/CD40-exprimierende Zellen zur spontanen Proliferation neigen.

Um zu Uberprifen, ob die LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen langer tberleben kénnen,
wurden B-Zellen aus (LMP1/CD40™™"Px CD19cre)-Mause und entsprechenden Kontrollen
durch MACS-Separation isoliert und anschlieBend in Medium mit oder ohne Zusatz von
agonistischen a-CD40-Antikdrpern kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde dann im Abstand
von 24 Stunden mit ,,TOPRO-3*, geféarbt und anschlieend im FACS analysiert. Bei TOPRO-
3 handelt es sich um einen fluoreszierenden Farbstoff, der an DNA von Zellen bindet. Da er
von lebenden Zellen nicht aufgenommen wird, wird nur die DNA Toter Zellen angefarbt.
Parallel wurde die Anzahl der Zellen in den Kulturen durch Zellzdhlung bestimmt. Es zeigte
sich, dass bei Kontrollzellen, die ohne Zusatz von o-CD40-Antikdrper kultiviert worden
waren, der Anteil der lebenden Zellen nach funf Tagen auf 5% gesunken war (Abb. 3.18A).
Bei Kultivierung der Kontrollzellen in Gegenwart von agonistische a-CD40-Antikérpern
konnten hingegen nach funf Tagen noch tber 40% lebende Zellen nachgewiesen werden.
LMP1/CD40-exprimierende Zellen uberlebten &hnlich lange wie die CD40-stimulierten
Kontrollzellen, wobei die Stimulation des endogenenCD40 Rezeptor nahezu keinen weiteren

positiven Effekt mehr auf das Uberleben der Zellen hatte.
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Diese Daten zeigen, dass LMP1/CD40-exprimierende Zellen wesentlich langer in Kultur
Uberleben konnen als Widtypzellen. Wahrend die Gesamtzellzahl der Kontrollen innerhalb
von 5 Tagen rapide sank, blieb diese bei LMP1/CD40-exprimierenden Zellen annahernd
konstant (Abb. 3.18 B). Die Anzahl der LMP1/CD40-exprimierenden Zellen war nach finf
Tagen annahernd gleich und zeitweilig sogar gestiegen.

Es ist daher davon auszugehen, dass an der Expansion der B2-B-Zellen in LMP1/CD40-
exprimierenden Zellen sowohl eine vermehrte Proliferation als auch ein langeres Uberleben

der Zellen beteiligt ist.
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Abbildung 3.18 Primare B-Zellen kénnen durch die Expression von LMP1/CD40 langer
in Kultur tberleben als Kontrollzellen

(A) B-Zellen der Milz aus (LMP1/CD40" """ xCD19cre)-Mausen (LMP1/CD40) und
Kontrollmausen (LMP1/CD40""°"") wurden mittels MACS-Separation isoliert und fir bis zu
finf Tage in Kultur gehalten. Ferner wurden sie mit (helle Balken) und ohne Zusatz (dunkle
Balken) von agonistischen a-CD40-Antikorpern kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurde der prozentuale Anteil der lebenden Zellen in Kultur, mittels TOPRO-3-Féarbung und
FACS-Analyse bestimmt. Da TOPRO-3 nur Tote Zellen farbt, sind die lebenden entsprechend
TOPRO-3 negativ (B) Die Anzahl der lebenden Zellen in der unter A beschriebenen in vitro
Kultur wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten durch Zellzdhlung bestimmt.
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Abbildung 3.19 LMP1/CD40-Expression induziert Proliferation

Milzzellen wurden aus (LMP1/CD40"T°""xCD19cre) (LMP1/CD40) und Kontrollmausen
(LMP1/CD40"™™") isoliert, B-Zellen durch Depletion von CD43 positiven Zellen gereinigt
und mit CFSE gefarbt. Die gefarbten Zellen wurden anschliefend in Medium ohne Zusatze,
mit agonistischen a-CD40-Antikorpern, mit IL4, mit 1L4 und a-CD40-Antikorper, mit LPS
oder mit LPS und a-CD40-Antikorper kultiviert. Die FACS-Analysen erfolgte 5 Tage nach
dem Ansatz der Kultur. Die Histogramme zeigen nur lebende Zellen. Tote Zellen wurden
durch Farbung mit TOPRO-3 detektiert und im FACS bei der Analyse ausgeschlossen. Da nur
sehr wenige Wildtyp-B-Zellen in Medium ohne Zuséatze langer als 3-4 Tage Uberleben, ist der

Wert der Wildtyp-Zellen an Tag 5 entsprechend gering.
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3.1.10 LMP1/CDA40 aktiviert hauptsachlich den nicht-kanonischen NFxB-

Signalweg

In LMP1-exprimierenden Mausen wurde neben der Expression von Aktivierungsmarkern
auch eine starke Aktivitat des NFxB-Signalweges nachgewiesen (Uchida et al., 1999). Es ist
bekannt, dass sowohl LMP1 als auch CD40 den kanonischen und den nicht-kanonischen
NF«B-Weg aktivieren. Die Aktivitat dieser beiden NFkB-Signalwege fiihrt zur Freisetzung
unterschiedlicher NFxB-Komponenten, die als Homo- oder Heterodimere in den Kern

transloziert werden.

CD40; LMP1
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IKKp Aktivierung IKKa Aktivierung
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l p100 Prozessierung

Abbildung 3.20 Aktivierung des kanonischen und nicht-kanonischen NFxB-Signalweges
durch LMP1 und CD40

LMP1 und CD40 sind sowohl in der Lage den kanonischen als auch den nicht-kanonischen
Signalweg zu aktivieren. Durch ein LMP1 oder CD40 Signal kommt es zundchst zu einer
Aktivierung der Kinasen IKKa/B. Im kanonischen Signalweg kommt es danach zu einer
Phosphorylierung des Inhibitors 1kBo der anschlieRend ubiquitinyliert und dann degradiert
wird. Dadurch werden die Komponenten des kanonischen NFxB-Signals p65 und p50 oder
p52 freigesetzt, die anschliefend als Homo oder Heterodimere in den Kern translozieren und
Gene aktivieren. Im nicht-kanonischen Signalweg kommt es durch die Kinasen zur
Phosphorylierung des Inhibitors p100. Danach wird der NFxB Faktor p52 von diesem Protein
abgespalten und RelB freigesetzt. RelB und p52 konnen anschlielend in den Kern
translozieren, wo sie die Zielgene des nicht-kanonischen Signalweges aktivieren.

Modell nach (Lam and Sugden, 2003; Pomerantz and Baltimore, 2002).

Zu dem kanonischen NFkB-Signalweg gehéren die Proteine p50, p65(Rel-A) und c-Rel, die
die Komplexe p65/p50 oder c-rel/p50 bilden. Die Aktivierung des nicht-kanonischen
Signalweges fihrt zur Freisetzung von p52 und RelB, die als p52/RelB Heterodimere in den

- 40 -



Ergebnisse

Kern gehen. Es konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche NFkB-Komponenten
unterschiedliche Zielgene aktivieren (Abb. 3.20) (Pomerantz and Baltimore, 2002).

Um zu untersuchen, ob der aktivierte Phanotyp der LMP1/CD40-exprimierenden Zellen durch
eine verstarkte NFkB-Aktivitat zu erklaren ist, wurden ,Electro Mobility Shift Assays*
(EMSA) durchgefiihrt. Aus Einzelzellsuspensionen der Milz von LMP1/CD40-
exprimierenden Mausen und entsprechenden Kontrollmausen wurden durch Depletion aller
CDA43-positiven Zellen, B-Zellen isoliert und aus diesen Kernextrakte gewonnen. Vor der
Kernextraktpréparation wurden die B-Zellen entweder eine Stunde in Medium ohne Zuséatze

oder in Medium mit agonistischen a-CD40-Antikorpern inkubiert.
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Abbildung 3.21 Durch LMP1/CD40-Expression wird der nicht-kanonische NFkB-
Signalweg aktiviert

Gelshift-Experiment mit Kernextrakten aus Milz-B-Zellen von
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre)-Mausen (LMP1/CD40) und entsprechender ~Kontrollen
(LMP1/CD40"™ ") die durch Depletion der CD43+ Zellen aus der Milz isoliert wurden. Ein
Teil der B-Zellen wurde vor der Isolation fur eine Stunde mit agonistischen CD40-
Antikdrpern (a-CD40) in vitro stimuliert. Je Spur wurden 2ug B-Zell-Kernextrakt geladen.
Als Sonde wurde ein 29bp langes Oligo mit einer NFkB-Bindestelle verwendet. Die einzelnen
NF«B Komponenten wurden mit spezifischen Antikdrpern gegen p50, p53, p65, Rel-B und
cRel ,super-geshiftet (Spuren6-15). In der Abbildung wurde die Bande in der das
Heterodimer Relb/p52, welche zu dem nicht-kanonischen Signalweg gehort, mit Pfeil
markiert.

Entgegen jeder Erwartung war der kanonische NFkB-Signalweg in LMP1/CD40-

exprimierenden Mausen nicht aktiver als in den entsprechenden Kontrollmdusen. Dies
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spiegelte sich in der Signalstarke des p50/p65- bzw. p50/c-Rel-Komplexes wieder (Abb.3.21
Spuren 3, 6, 8). Stattdessen bildete sich mit Kernextrakten von unstimulierten LMP1/CD40-
exprimierenden B-Zellen ein Komplex, der RelB beinhaltete, und demzufolge eine
Aktivierung des non-kanonischen NFk-B-Signalweges widerspiegelte (Spur 3 (Pfeil); Shift
Spur 10). Die Aktivierung des endogenen CD40-Rezeptors fuhrte in Wildtyp-Zellen, wie
erwartet zu einer starken Aktivierung des kanonischen NFxkB-Signalwegs, was durch ein
verstarktes Auftreten des p50/p65-Komplex (Spur 2, 11, 13) nachgewiesen werden konnte,
und zur schwachen Aktivierung des nicht kanonischen Signalweges, wie durch die Bildung
des p52/RelB-Komplexes gezeigt wurde (Spur 2, 12, 15). Im Gegensatz dazu fiihrte die
CDA40-Stimulation LMP1/CD40-exprimierender Zellen nur zu einer schwachen Aktivierung
des kanonischen NFxB-Weg jedoch nicht zu einer verstarkten Aktivierung der Komponenten
des nicht-kanonischen Signalweges (Spur 4).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich das NFkB-Signal in LMP1/CD40-exprimierenden B-
Zellen von dem Signal unterscheidet, das durch die kurzfristige Aktivierung des CD40-
Rezeptors in Wildtyp-Zellen hervorgerufen wird.

3.2 Einfluss eines konstitutiv aktiven CD40-Signals auf die T-Zell-

abhangige Immunantwort von B-Zellen

3.2.1 LMP1/CD40-exprimierende Mause sind nach der Immunisierung
mit T-Zell-spezifischem Antigen nicht in der Lage, Keimzentren in
der Milz zu bilden

Eine der zentralen Fragen war, ob ein konstitutives CD40-Signal wie LMP1 die Bildung von
Keimzentren hemmt. Um dies zu untersuchen wurden LMP1/CD40"T°""xCD19cre-Mause
und entsprechende Kontrollmause mit dem an Hihner-Gammaglobulin konjugiertem Hapten
Nitrophenylacetyl (NP;;-CGG), das eine T-Zell-abhéngige-Immunantwort  (TD-
Immunantwort) auslést, immunisiert. Die Mause wurden sieben, vierzehn oder
einundzwanzig Tage nach Immunisierung prépariert und Gefrierschnitte der Milz sowie der
Lymphknoten angefertigt. Die Keimzentren wurden mit ,,peanut agglutinin® (PNA), einem
spezifischen Keimzentrumsmarker, angefarbt (Rose et al., 1980; Rose et al., 1981). Um die
Struktur der Follikel besser erkennen zu kénnen, wurden die B-Zellen zusétzlich mit a-IgM-
Antikdrpern sichtbar gemacht. Wéahrend in den Kontrollen die meisten Keimzentren 14 Tage

nach Immunisierung zu sehen waren, konnten in LMP1/CD40-exprimierende Mausen zu
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keinem Zeitpunkt die Bildung von Keimzentren nachgewiesen werden (Abb. 3.22A). Um zu
Uberprifen, ob sich im Gewebe der Milz LMP1/CD40-exprimierender Mause moglicherweise
vereinzelt Keimzentrumszellen bilden konnten, die jedoch keine Keimzentrumsstrukturen
bilden konnten, wurden aus der Milz von immunisierten Mdusen Einzelzellensuspensionen
hergestellt und mittels FACS-Analysen auf PNA-positive Zellen untersucht. Es zeigte sich,
dass 14 Tage nach Immunisierung keine Keimzentrumszellen (B220'PNA") in den Milzen
von LMP1/CD40-exprimierenden Mause auftreten (Abb. 3.22B).

A) B)
LMP1/CD4Q"SToPP

B220

LMP1/CD40

Tag 0 Tag7 Tagl4a Tag 21

Abbildung 3.22 LMP1/CD40-Expression verhindert die Bildung von Keimzentren nach
T-Zell-abhangiger Immunisierung

Gefrierschnitte der ~ Milz von (LMP1/CD40™™""xCD19cre)- (LMP1/CD40) oder
Kontrollmausen (LMP1/CD40"7°"")  die entweder nicht immunisiert oder 7, 14 oder 21 Tage
nach Immunisierung mit 100ug NP1s-CGG prépariert wurden. Die B-Zellen (rot) wurden in
diesen Schnitten mit a—IgM-Antikérpern und die Keimzentrumszellen mit PNA (blau)
nachgewiesen. Fir die FACS-Blots wurden Einzelzellsuspensionen der Milz der oben
beschriebenen Mause verwendet, die 14 Tage zuvor mit 100ug NP1s-CGG immunisiert
worden waren.

3.2.2 Die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 hat keinen

Einfluss auf die Keimzentrumsbildung in Peyerschen Plaques

Die Peyerschen Plaques sind Bestandteil des Darm-assoziierten-Immunsystems, dessen Zellen
stdndig von Antigenen stimuliert werden, die mit der Nahrung aufgenommen werden oder
von Darmbakterien stammen. Durch die andauernde Stimulation kommt es in den Peyerschen
Plaques zu einer kontinuierlichen Bildung von Keimzentren, weshalb sie zu einem hohen

Anteil aus Keimzentrumszellen bestehen. Es stellte sich die Frage, ob die Expression von
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LMP1/CD40 in B-Zellen auch mit der Bildung der Keimzentren in Peyerschen Plaques
interferiert. Daher wurden Gefrierschnitte der Peyerschen Plaques von LMP1/CD40-
exprimierenden Mausen und von Kontrollméausen hergestellt. Die Keimzentrumszellen
wurden in den Schnitten mit PNA, und die B-Zellen mit a-lgM-Antikérpern detektiert.
Uberaschenderweise konnten in den Peyerschen Plaques LMP1/CD40-exprimierender Méause,
genau wie in den Kontrollen, Keimzentren, nachgewiesen werden (Abb. 3.23). In
LMP1/CD40-exprimierenden Mé&usen waren diese jedoch durchschnittlich etwas kleiner.

LMP1/CD40QMSTOPP LMP1/CD40

Abbildung 3.23 Keimzentrumsbildung in Peyerschen Plaques wird von der B-Zell-
spezifischen Expression von LMP1/CD40 nicht beeinflusst

Gefrierschnitte der  Peyerschen Plaques einer (LMP1/CD40"™""xCD19cre)-Maus
(LMP1/CD40) und einer entsprechenden Kontrollmaus (LMP1/CD40%T°"). Die B-Zellen
(rot) wurden in diesen Schnitten mit a—IgM-Antikdrpern und Keimzentrumszellen mit PNA
(blau) nachgewiesen.

3.2.3 LMP1/CD40-exprimierende Mause haben anndhernd normale
Antikdrper Titer im Blut, sind aber nicht in der Lage nach

Immunisierung spezifische Antikérper zu produzieren

Die Antikorper Titer der verschiedenen Isotypen im Blut sind ein Indiz fir den Zustand des
Immunsystems. Man kann daran ablesen, inwieweit die B-Zellen in der Lage sind einen
Klassenwechsel der Immunglobuline durchzufiihren. Um die allgemeinen Antikorper-Titer
und die Verteilung der Isotypen im Blut LMP1/CD40-exprimierender Mause zu bestimmen,
wurden ELISA-Analysen, die flir die unterschiedlichen Subklassen der Immunglobuline
spezifisch sind, durchgefuhrt. Insgesamt konnten nur relativ geringe Unterschiede der
Konzentrationen der verschiedenen Subklassen zwischen LMP1/CD40-exprimierenden
Mausen und den Kontrollen detektiert werden (Abb. 3.24). Lediglich der IgM Spiegel war in
Mausen, die LMP1/CD40 exprimierten leicht erhoht, wahrend die Mengen von 1gG2b sowie
IgA leicht verringert waren. Die Menge der 1gG1-, 1gG2a- und IgE-Antikdrper im Serum war

annahernd identisch.
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Abbildung 3.24 Die Immunglobulin-Spiegel im Blutserum LMP/CD40-exprimierender
Mause sind nur leicht verandert

Die Abbildung zeigt die allgemeinen Konzentration der Immunglobuline im Serum nicht
immunisierter (LMP1/CD40™"T°"PxCD19cre)-Mause (LMP1/CD40) und von Kontrollmausen
(LMP1/CD40™™""). Je Gruppe wurden die Seren von mindestens fiinf verschiedenen
Mausen analysiert.

Durch die Bestimmung der Titer spezifischer Antikdrper kann untersucht werden, inwieweit
das Immunsystem in der Lage ist, auf spezifische Antigene zu reagieren. Da das CD40 Signal
eine besondere Rolle in der T-Zell-abhdngigen Immunantwort der B-Zellen spielt, wurden
Mause mit T-Zell abhédngigem Antigen immunisiert. Nach Immunisierung kommt es zunéchst
zur Bildung niederaffiner Antikorper, die von Plasmazellen sezerniert werden, die bei der
extrafollikularen Plasmazelldifferenzierung entstanden sind. Nach sieben bis vierzehn Tagen
finden sich hochaffine Antikérper im Serum. Diese stammen von Plasmazellen, deren

Vorlaufer durch die Keimzentrumsreaktion gegangen sind.

Um zu (berprifen, ob LMP1/CD40-exprimierende Mdause in der Lage sind, nach der
Immunisierung mit T-Zell-abh&dngigem Antigen (TD-Antigen) (NP1s-CGG), eine
Immunantwort durchzufiihren, wurde 7 und 14 Tage nach Immunisierung die Mengen NP-
spezifischer Antikdrper durch ELISA-Analysen gemessen. Sowohl 7 als auch 14 Tage nach
der Immunisierung wurden in LMP1/CD40-exprimierenden Madusen wesentlich weniger
niederaffine NP-spezifische IgM und 1gG1-Antikorper nachgewiesen werden, als in den
Kontrollen (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25 LMP1/CD40 exprimierende Mause bilden wesentlich weniger NP-
spezifische Antikdrper nach Immunisierung mit NP16-CGG als entwprechende
Kontrollen

Serumtiter der NP-spezifischen IgM- und 1gG1-Antikérper in (LMP1/CD40"T°"PxCD19cre)-
Mausen (LMP1/CD40) und in Kontrollmausen (LMP1/CD40" ") vor Immunisierung
(Tag0) und jeweils 7 und 14 Tage nach Immunisierung mit 100ug NP1-CGG.

Es stellte sich die Frage, ob es sich bei den gebildeten NP-spezifischen-Antikdrpern um hoch-
oder  niederaffine  Antikbrper  handelt. = Wahrend niederaffine  Antikorper
keimzentrumsunabhangig gebildet werden, ist die Bildung hochaffine Antikorper direkt von
der Keimzentrumsreaktion abhangig. Obwohl in der Milz LMP1/CD40-exprimierender
Mé&use keine Keimzentren nachzuweisen waren, ist es trotzdem mdglich, dass in den
Lymphknoten oder auBerhalb von Keimzentrumsstrukturen Plasmazellen entstanden sind, die
hochaffine Antikorper sezernieren. Daher wurde in den Blutseren von LMP1/CD40-
exprimierenden Méausen und den entsprechenden Kontrollen das Verhaltnis der hochaffinen
zu den niederaffinen AntikOrpern tberpruft.

In den Seren von LMP1/CD40-Mé&usen war ein wesentlich geringerer Anteil der NP-
spezifischen Antikorper hochaffin als in den Kontrollen (Abb. 3.26). Daraus lasst sich
schliefen, dass in LMP1/CD40-exprimierenden Mausen nach T-Zell-abhangiger
Immunisierung keine Keimzentrumsreifung der B-Zellen erfolgt und daher keine

Plasmazellen gebildet werden konnen, die hochaffinen Antikdrper sezernieren.
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Abbildung 3.26 Der Anteil der Hochaffinen-Antikorper im Blut LMP1/CD40
exprimierender Mause ist wesentlich geringer als bei Wildtypmausen

Dargestellt ist das Verhaltnis der hochaffinen-NP-spezifischen 1gG1l Anitkorper zu den
niederaffinen Antikorpern. Dazu wurde die Menge der Antikorper die an 17fach gekoppeltes
NP binden (NP17), was sowohl nieder als auch hochaffine-NP-Antikdrper kdnnen, mit der
Menge der Antikorper verglichen, die in den gleichen Seren in der Lage waren an zweifach
gekoppeltes NP zu binden (NP2) und daher als hochaffin bezeichnet werden. Um die
Mittelwerte der Anteile der hochaffinen- an den affinen Antikérpern zu ermitteln, wurden die
ELISA-Werte der Seren von mindestens fiinf (LMP1/CD40™™°""xCD19cre)-Mausen
(LMP1/CD40) und Kontrollmausen (LMP1/CD40" ™) 14 Tage nach Immunisierung mit
100pg NP16-CGG ausgewertet.

3.2.4 LMP1/CD40-Expression kann in CD40-defizienten Mausen keinen

Klassenwechsel rekonstituieren

CDA40-defiziente Méuse konnen nicht auf T-Zell-abhdngige Antigene antworten. In ihnen
findet keine Keimzentrumsreaktion und kein Klassenwechsel statt, wodurch sie sehr viel IgM
aber nur geringe Mengen anderer Immunglobuline im Blutserum haben (Castigli et al., 1994;
Ferrari et al., 2001; Kawabe et al., 1994). Durch die Expression von LMP1 in CD40-
defizienten Maéusen konnte der extrafollikuldare Klassenwechsel von IgM zu IgGl
rekonstituiert werden, was zur Sezernierung niederaffiner 1gG1-Antikorper fuhrte (Uchida et
al., 1999). Es stellte sich die Frage, ob der Klassenwechsel in CD40-defizienten M&usen
durch LMP1/CD40 genau wie durch LMP1 wiederhergestellt werden kann. Um dies
nachzupriifen, wurden LMP1/CD40" ™" Mzuse mit CD40-defizienten (-/-) Mausen und
CD19cre Méusen gekreuzt. Die Nachkommen dieser Kreuzung wurden mit NPy-CGG
immunisiert und nach sieben und 14 Tagen die Konzentrationen NP-spezifischer IgM- und
IgG1-Antikdrper im Blutserum bestimmt.
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Abbildung 3.27 Konzentrationen NP-spezifischer Antikorper im Blutserum CDA40-
defizienter Mause, die LMP1/CD40 B-Zell-spezifisch exprimieren

Serumtiter der NP-spezifischen IgM- und 1gG1-Antikérper in (LMP1/CD40"ST%"Px
CD19cre)-Méausen (LMP1/CD40) und der Kontrollen (LMP1/CD40"™°"") mit (CD40+/-) und
ohne (CD40-/-) CD40-Rezeptor, vor Immunisierung und jeweils 7 und 14 Tage nach
Immunisierung mit 100pg NP16-CGG. Je Gruppe wurden drei Mause analysiert.

LMP1/CD40-exprimierende Mé&use, die CD40-defizient waren, produzierten weniger o-NP-
spezifische-IlgM-Antikorper als LMP1/CD40-exprimierende Mause, die den endogenen
CDA40-Rezeptor exprimierten (Abb. 3.27). a-NP-spezifische-lgG1-Antikdrper waren in
CD40-defizienten Mé&usen unabhéngig davon, ob sie LMP1/CD40 exprimierten oder nicht,
nicht nachweisbar. Auch die Bildung von PNA-positiven Keimzentren blieb in CDA40-
defizienten Mausen mit und ohne LMP1/CD40-Expression aus (Abb. 3.28).

LMP1/CD40"STOPP LMP1/CD40STOPP LMP1/CD40
CD40+/- CD40-/- CD40-/-

Abbildung 3.28 Die B-Zell-spezifische LMP1/CD40-Expression fuhrt in CD40-
defizienten Mausen nach TD-Immunisierung nicht zu der Bildung von Keimzentren
Gefrierschnitte  der  Milzen  (LMP1/CD40xCD19cre)-Méause  (LMP1/CD40) und
entsprechender Kontrollmause (LMP1/CD40™™") mit (CD40+/-) und ohne (CD40-/-)
endogenen CD40-Rezeptor. Die Mause wurden 14 Tage nach Immunisierung mit 100ug
NP16-CGG prépariert und die danach angefertigten Schnitte mit a—IgM-Antikdrpern (rot)
PNA (blau) geféarbt.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass B-Zellen, die LMP1/CD40 exprimieren und keinen endogenen
CD40-Rezeptor besitzen, nicht auf Antigene reagieren kdnnen die eine T-Zell-abhéngige-
Immunatwort induzieren. Das steht im Gegensatz zu der Féhigkeit von LMP1, den
extrafollikuldren Klassenwechsel nach TD-abhangiger Immunisierung zu induzieren.

Um zu untersuchen, ob die LMP1/CD40-Expression Klassenwechsel in CD40-defizienten
Mausen generell nicht wieder herstellen kann, wurden die Konzentrationen der
unterschiedlichen Immunglobulin-Isotypen in den Seren von nicht immunisierten Méausen
mittels ELISA untersucht. (Abb. 3. 29). Es ist bekannt, dass CD40-defiziente M&use erhohte
IgM-Spiegel im Blut haben. Auch LMP1/CD40-exprimierende Mé&use zeigten unabhéngig
davon, ob sie CD40-defizient waren oder nicht, diesen Phanotyp. Die Mengen aller anderen
Isotypen waren bis auf 1gG3 in allen CD40-defizienten Mausen stark reduziert. Die
Expression von LMP1/CD40 fuhrte in der Regel zu einer zusétzlichen Senkung der
Immunglobulin-Konzentrationen.

Aus diesem Ergebnis kann geschlossen werden, dass das von LMP1/CD40 ausgehende
konstitutive CD40-Signal allein nicht ausreicht, um Klassenwechsel in CD40-defizienten
Mausen zu induzieren. Tendentiell scheint die LMP1/CD40-Expression in CD40 defizienten

Mausen sogar zu einer weiteren Reduktion der 1gG1-, 1gG2a- und 1gG2b-Antikdérper zu

fuhren.
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Abbildung 3.29 Serumtiter der unterschiedlichen Immunglobulin-Isotypen in CD40-
defizienten Mausen mit und ohne LMP1/CD40-Expression

Die Konzentrationen der verschiedenen Isotypen der Immunglobuline von
(LMP1/CD40™™"Px CcD19cre)-Mausen (LMP1/CD40) und Kontrollen (LMP1/CD40"5T9%")
mit funktionellem CD40 oder ohne funktionellen (CD40-/-) CD40-Rezeptor wurden mittels
ELISA bestimmt. Pro Gruppe wurden die Seren von 4 bis 5 M&usen untersucht.
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3.3 LMP1/CD40-Expression fuhrt zu der Entstehung von

Lymphomen

3.3.1 Lymphoproliferative Erkrankungen in LMP1/CD40-exprimierenden

Mausen

Mause, die LMP1 B-Zell-spezifisch exprimieren, entwickeln im Alter von 12-18 Monaten mit
einer 32%igen Wahrscheinlichkeit Lymphome. Bei Madusen tber 18 Monaten liegt die
Wahrscheinlichkeit sogar bei 42% (Kulwichit 1998). Es ist jedoch unklar, ob die
Transformation der Zellen durch die LMP1-Signalaktivitat an sich oder vorallem durch das
konstitutive Signal ausgelost wird. Da die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40
bereits in jungen Mdusen zu einer Expansion des B- und T-Zell-Pools fiihrte, wurden einige
dieser Méuse Uber langere Zeit beobachtet.

In einem Alter zwischen 12 und 18 Monaten entwickelte ein hoher Prozentsatz LMP1/CD40-
exprimierender M&use Anzeichen starker lymphoproliferativer Erkrankungen. Bisher sind 9
von insgesamt 28 LMP1/CD40-exprimierenden Mdusen, die ein Alter zwischen 12 und 18
Monaten erreicht haben, erkrankt, was einer H&ufigkeit von 31% entspricht. Um eine
maoglichst gute Vergleichbarkeit der LMP1/CD40-exprimierenden Mause mit den Kontrollen
zu gewadhrleisten, wurde parallel zu jeder LMP1/CD40-exprimierenden Maus eine
gleichaltrige Kontrolle gehalten. Bisher entwickelte keine der Kontrollmduse eine
lymphoproliferative Erkrankung.

Bei den in Tabelle 1 aufgefiihrten Méusen handelt es sich um Tiere, die analysiert wurden, da
ihr  Gesundheitszustand sich so verschlechtert hatte, dass sie mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit innerhalb der ndchsten Tage verendet wéren.

Die Phanotypen der Mause lassen sich grob in Il Gruppen einteilen. Die Gruppe | umfasst
jene Méuse, die eine extreme Splenomegalie entwickelt hatten (Abb. 3.31). Ihr Milzgewicht
war im Vergleich zu den Kontrollen um das 20- bis 40-fache erhoht (siehe Tab.1). AulRerdem
waren die inguinalen Lymphknoten stark vergrofert (Abb. 3.31 C, Tab.1) und es traten
zusétzliche Knoten an der Innenseite der AuBenhaut auf (Abb. 3.30 C), die wie Lymphknoten
einen hohen Anteil an B-Lymphozyten besaBen (nicht gezeigte Daten). Die Analysen der
Milz-Lymphozyten im ,,Forward Scatter* zeigten, dass der berwiegende Anteil der B-Zellen
vergroRert war (Abb.3.31B, Tab. 1).
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In Mdusen der Gruppe | waren nicht nur die lymphatischen Organe verandert, sondern es trat,
wie hier beispielhaft an der Maus #142 gezeigt, in fast allen Fallen begleitend eine
Hepatomegalie auf (Abb. 3.30 A, D). Zusétzlich zeigte sich in einigen der erkrankten Mause
die fur eine Anamie typische farbliche Veranderung der Knochen und Nieren, was auf einen
Mangel an roten Blutkorperchen zurlickzufiihren ist und auf eine Stérung der Hamatopoese
hinweilit (Abb. 3.30 E, F). AuRerdem entwickelten bis auf eine Ausnahme alle Mé&use der

Gruppe | Tumore im Halsbereich.

Gruppe | 1 Kontrollen
Mause # 34 | 142 | 176 | 197 | 230 | 364 | 247 | 282 | 201
Alter in Monaten 17 | 14 | 18 | 14 | 13 | 12 | 15 | 12 | 14 12-17

el e e e B R s +

Splenomegalie /g 462|428 307 [/ [196| / / 10,550,388 |0,12 (+/-0,02)
Hepatomegalie e+ | | |+ | | A | | - /
Tumor im Halsbereich + + + - + + + + +
VergroBerte Lymphknoten ++ ++ ++ | +++ + + + + +

GroRe der B-Zellen im FSC/Median | 476 | 386 | 359 | 425 | 326 | 280 | 276 | 375 | 263 | 252 (+/-39,9)

Anteil B-Zellen (B220+) in der Milz | 48%* | 88% | 35% | 37% | 59% | 35% | 9% | 25% | 1,3% | 59%(+/-9,3)

Anteil T-Zellen (Thy1.2+) in der Milz | 29% | 6% | 28% | 26% | 19% | 28% | 46% | 3% | 58% | 34%(+/-7,8)

Marker Expression auf B-Zellen
(B220+) cob2l | - - - - - - - | 82%+| 1 | +78%(+-38)
CD23 - - - - - - - | 8%t | +87% (+/-4,5)

Tabelle 3.1 Charakterisierung der an lymphoproliferativen Erkrankungen leidenden
Mause

In der Tabelle sind die an lymphoproliferativen Erkrankungen leidenden Mause aufgefihrt.
Es handelt sich in allen Fallen um LMP1/CD40-exprimierenden Mause (LMP1/CD40"ST°"Px
CD19cre) (#230 ist zusétzlich CD40 defizient). Parallel zu diesen wurden Kontrollen gleichen
Alters prépariert, diese sind unter der Rubrik ,,Kontrollen* zusammengefasst. Die in dieser
Rubrik angegebenen Werte errechnen sich aus mindestens funf Kontrollen, die zwischen 12
und 17 Monate alt waren. Zeichen: (/) Daten liegen flr diese Kategorie nicht vor; (-)
Phanotyp tritt nicht auf oder war nicht nachweisbar; (+) Phé&notyp ist aufgetreten; (++)
Phanotyp stark ausgepragt; (+++) Phanotyp besonders stark ausgepragt.

Die Angaben der letzten vier Zeilen wurden durch FACS-Analysen der Milz-Lymphozyten
erhoben. B-Zellen wurden durch den Marker B220, T-Zellen durch Thyl1.2 charakterisiert.
Als MaR fir die GrolRe der B-Zellen (B220+) wurde der Mittelwert aller B-Zellen im
»Forward Scatter” bestimmt (siehe Abb. 3.20). Das bei den Kontrollen angegebene Gewicht
errechnet sich aus dem Mittelwert des Gewichtes von 4 verschiedenen 12-17 Monate alten
Mausen. Standardabweichungen sind in Klammern geschrieben. *Diese Mé&use hatten eine
hohe Anzahl CD19-positiver Zellen, die jedoch B220-negativ waren, weshalb der Anteil der
B-Zellen anhand der CD19-Farbung durch FACS-Analysen bestimmt wurde.
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A LMP1/CD4Q"STo% LMP1/CD40 B LMP1/CD40

Abbildung 3.30 Beispiel einer LMP1/CD40-exprimierenden Maus, die mit 14 Monaten
an einer stark ausgepragten lymphoproliferativen Erkrankung gelitten hat

(A) Rechts ist eine LMP1/CD40-exprimierende Maus (#142) (LMP1/CD40"™""xCD19cre)
(LMP1/CD40) zu sehen, die im Alter von 14 Monaten eine stark entwickelte
lymphoproliferative Erkrankung aufwies. Links ist eine altersgleiche Kontrollmaus
(LMP1/CD40"TPP) (#143) zu sehen. (B) Zeigt den Tumor im Halsbereich der Maus (#142).
In (C) ist einer der inguinalen Lymphknoten (gefullter Pfeil) der Maus # 142 und die auf der
Innenseite der Aullenhaut auftretenden Knoten dargestellt. (D) Lebern der Mduse #142 und
#143. (E) Unterschenkelknochen der Mause #142 und #143. (F) Abbildung der linken Niere
der Mduse #142 und #143.

Der Gruppe Il wurden die Mduse zugeordnet, deren Splenomegalie nicht starker ausgepragt
war, als bei jungen, 8-16 Wochen alten LMP1/CD40-exprimierenden Mé&usen, die jedoch wie
die Mduse der Gruppe | einen Tumor im Halsbereich entwickelt hatten und deshalb getotet
und analysiert wurden (Abb. 3.30 B).
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Abbildung 3.31 In 12-17 Monate alten LMP1/CD40-exprimierenden Mausen treten
vermehrt lymphoproliferative Erkrankungen auf

(A) Rechts ist die Milz einer LMP1/CD40-exprimierenden Maus (#197) (LMP1/CD40"™"Px
CD19cre) zu sehen, die im Alter von 14 Monaten eine stark entwickelte lymphoproliferative
Erkrankung aufwies. Links ist die Milz einer altersgleichen Kontrollmaus (#199)
LMP1/CD40™ T gezeigt. (B) FACS-Analysen: B-Zellen (B220+) LMP1/CD40-
(LMP1/CD40"T°"PxCD19cre)-exprimierender Mause im Alter von 8 Wochen und einer 14
Monate alten Maus (#142) mit altersgleichen Kontrollen (LMP1/CD40"T°""). Der Blot zeigt
die Verteilung der lebenden (TOPRO-3-) B-Zellen (B220+) im ,,Forward Scatter”. (C) Rechts
ist einer der inguinalen Lymphknoten einer 14 Monate alten (LMP1/CD40"™°""x CD19cre)-
Maus (#197) und links einer altersgleichen Kontrolle gezeigt (#229).

3.3.2 In den Milzen der erkrankten Mause dominiert meist eine B-

Zellpopulation

Um zu untersuchen, ob in den Méusen, die eine starke lymphoproliferative Erkrankung
entwickelt hatten, die Expansion einer bestimmten Zellpopulation nachzuweisen ist, wurden
aus verschiedenen lymphoiden Organen Einzelzellsuspensionen prépariert. Diese wurden mit
unterschiedlichen gegen Lymphozytenmarker gerichteten Antikdrperkombinationen gefarbt
und im FACS analysiert. Bei jeder Analyse wurde eine gesunde Kontrollmaus gleichen Alters
mitgefihrt. In Méusen der Gruppe | war meist eine spezifische B-Zellpopulation expandiert,
die sich in ihrem Phéanotyp von den IgM/IgD-positiven follikularen B-Zellen, die in gesunden
Méusen die Haupt-B-Zellpopulation in der Milz ausmachen, unterschied. Die expandierte
Population ist in den hier gezeigten Beispielen mit einem roten Pfeil gekennzeichnet
(Abb.3.32). Die Lymphozytenpréparationen der Mause der Gruppe Il waren phanotypisch
heterogener. Bei der Maus #282 grenzte sich keine B-Zellpopulation so stark von den andern

Zellen ab wie bei den anderen Beispielen. Es schienen sich jedoch zwei kleine B-
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Zellpopulationen mit spezifischem Expressionsmuster entwickelt zu haben. In der Maus # 201
waren fast alle Zellen IgM’IgD” und CD3", was darauf hinweist, dass die bei dieser Maus
beobachtete lymphoproliferative Erkrankung zum {berwiegenden Teil von T-Zellen

dominiert waren und sich deshalb phanotypisch sehr von den Gbrigen unterschieden.
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Abbildung 3.32 FACS-Analysen der Milz-B-Zellen der erkrankten Mause
FACS-Analysen der  Milzzellen  erkrankter ~LMP1/CD40-exprimierender — Mé&use
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre) F1 (LMP1/CD40) und einer Kontrolle LMP1/CD40"STo
nach der Farbung mit a-1gM und a-IgD-Antikérpern. Weil unterlegt finden sich Beispiele fir
erkrankte Méause der Gruppe | (oben), und grin unterlegt, erkrankte Mause der Gruppe Il
(unten). Ungewohnliche B-Zellpopulationen, die in Wildtyp-Mé&usen nicht in dieser Form
auftreten, sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet.

Die Milz-B-Zellen der LMP1/CD40-exprimierenden Mausen der Gruppe | waren nicht nur in
ihrem IgM- und IgD-Expressionsmuster verédndert sondern waren im Gegensatz zu B2-Zellen
der Kontrollen CD21 und CD23 negativ. Dies ist in Abbildung 3.33 am Beispiel der Maus
#142 gezeigt. CD21 und CD23 werden normalerweise von allen follikuldren B-Zellen
exprimiert und wurdn auch auf den B2-Zellen von LMP1/CD40-exprimierenden Mdusen, die
keine Tumore entwickelt hatten, nachgewiesen (Abb. 3.12). In einigen Mé&usen der Gruppe |
waren die B220" IgM™* B-Zellen zusatzlich CD43", ein Protein das normalerweise von frithen
B-Zellen im Knochenmark oder von B1-B-Zellen exprimiert wird. Es zeigte sich jedoch, dass
diese CD43-positive Zellen kein CD5 exprimierten, einem weiteren B1-Zellmarker,
(Abb.3.33 unten). Diese Zellen, die durch B220 oder CD19 Expression als B-Zellen
identifiziert wurden, zeigten somit einen Phanotyp der sich normalerweise weder bei B1-

noch bei B2-Zellen von Wildtyp-Mausen findet. Eine solche Verdnderung wird oft bei
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Lymphomzellen beobachtet, es kann daher vermutet werden, dass diese Mause an
Lymphomen erkrankt waren.

Auf den Milz-B-Zellen von Mause der Gruppe Il konnte sowohl CD21- als auch CD23-
Expression nachgewiesen werden, wobei zu beachten ist, dass die Maus #201 insgesamt nur
sehr wenige B-Zellen besal3 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.33 Milz-B-Zellen der erkrankten LMP1/CD40-Mause zeigen eine starke
Veranderung der Oberflachenmarker

Die Abbildung zeigt Beispiele fur FACS-Analysen, die mit Milzzellen der erkrankten
LMP1/CD40-exprimierenden Maus #143 (LMP1/CD40) und einer entsprechenden Kontrolle
(LMP1/CD40™ ") durchgefiihrt wurden. Die CD21/CD23-Farbung erméglicht es
Marginalzonen-B-Zellen (MZB) (CD23""CD21™" und follikulare B-Zellen (Fo)
(CD23'CD21%) zu unterscheiden. Die Histogramme oben zeigen den Anteil (Prozentangabe)
der B220+ Zellen der Milzzellen. In den unteren Abbildungen wurden nur B220-positive
Zellen aufgetragen. Durch die Farbung von CD23 und CD43 kénnen im Wildtyp die B2-B-
Zellen (CD23CD43") von den B1-B-Zellen (CD23"CD43") getrennt werden. In der Féarbung
CD5, CD43 kénnen die B1-B-Zellen (CD5'CD43") detektiert werden.

3.3.3 Die fruhe B-Zellentwicklung ist in Mausen mit lymphoproliferativen

Erkrankungen stark beeinflusst

Ein typisches Merkmal von Lymphomen ist, dass im fortgeschrittenen Stadium Tumor-Zellen
oft nicht nur das primar befallene Organ besiedeln, sondern auch in andere Organe
einwandern wie z.B. in das Knochenmark. Im Knochenmark werden dann oft die
Lymphozyten-Vorlaufer von den einwandernden Zellen verdrédngt, wodurch es zu einer

Storung der frihen Hamatopoese kommt. Um zu tberprifen, ob auch die B-Zell Populationen
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des Knochenmarks der erkrankten LMP1/CD40 exprimierenden Mause Veranderungen
zeigen, wurde dieses prépariert, mit verschiedenen Antikdrperkombinationen gefarbt und im
FACS analysiert.

fISTOPP
LMP1/CD40 LMP1/CD40
#142 - #230 ——a 201
= v 3% =T sy 15 Rl osw
4,4% | - 8,0% .| . =
% 41% |§ 3.2%
_ > ~ | SN ey :
0% 101 102 103 104 709 107 102 102 10* 70? 107 102 102 104 700 107 102 103 101 700 107 102 103 104
IgM-PE IgM-PE
IgM Y
>
® 3 % k)
[N o Q¥ 2
& Sk M| ~ o o =
5 = T =" : g
2f O Tef e 2
o L IEE | <, o | < A o LN
oY 10! 102 10° 10t F00 101 107 108 10*  T00 10! 102 0% 10 Fa0 10l 102 103 10?
IgDFITC
IgD
| -
v -
6%
(e -
d‘:ND o
S
1,8% 82 “13,6%
101 102 108 104 309 10" 102 10% 10%
CD5-APC CD5-APC

Abbildung 3.34 Im Knochenmark von LMP1/CD40-exprimierenden Mause mit
lymphoproliferativer Erkrankung lassen sich wieder reife B-Zellen nachweisen
FACS-Analysen der Knochenmarks-Zellen erkrankter (LMP1/CD40"T°"PxCD19cre)-Mause
(LMP1/CD40) und einer Kontrollmaus (LMP1/CD40"T°""), nach der Farbung mit a-1gM- o-
IgD- und a-B220-Antikérpern. In der ersten Reihe sind die Anteile der Pro/Pre-B-Zellen
(BZZO*I%M'), der unreifen B-Zellen (U) (B220"IgM™) und der rezirkulierenden Zellen (R)
(B220™"1gM™) in Prozent angegeben. Beispiele fiir erkrankte Mause der Gruppe | sind weiR
und die der Gruppe Il griin unterlegt. Ungewdhnliche Populationen sind mit einem roten Pfeil
gekennzeichnet. Da sich in der Maus # 201 hauptsachlich T-Zellen in der Milz befanden,
wurde fiir diese Maus der Anteil der T-Zellen (B220'CD5") im Knochenmark mittels FACS
analysiert.

Der Anteil der Pro/Pre-B-Zellen (B220"1gM") sowie der unreifen B-Zellen (B220"IgM*) war
in allen untersuchten Mé&usen stark reduziert (Abb. 3.34). In der Maus #142 wurden auf3erdem
B-Zellen im Knochenmark gefunden, die wie die B-Zellen welche in der Milz stark
expandiert (Abb. 3.32) waren, sehr viel IgM und B220 jedoch kein IgD auf der Oberflache
exprimierten. In der Maus #230 konnte ebenfalls eine kleine Population (IgM""B220"°")
identifiziert werden, die sich in der IgM/IgD-Farbung jedoch nicht auftrennen liel3. Diese
Zellen zeigten den Phanotyp rezirkulierender B-Zellen, die in den jungen LMP1/CD40-

exprimierenden Mausen normalerweise stark reduziert sind (Abb. 3.8).
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Da in der Maus #201 der Gruppe Il hauptsichlich T-Zellen in der Milz nachgewiesen
wurden, wurden die Zellen des Knochenmarks auf die Expression von CD5 und B220
untersucht. Im Knochenmark dieser Maus konnte im Vergleich zu der Kontrolle eine
ungewohnliche B220" CD5" T-Zellpopulation nachgewiesen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die friihe B-Zellentwicklung in allen erkrankten M&usen stark
verandert war und in einigen Féllen Zellen im Knochenmark nachgewiesen werden konnten,

die phanotypisch den in den Milzen expandierten Zellpopulationen sehr ahnlich waren.

3.3.4 LMP1/CD40-exprimierende  Mause mit lymphoproliferativen

Erkrankungen, haben weniger Immunglobuline im Blutserum

Da die B-Zellen der erkrankten Mause einen stark veranderten Phanotyp haben, stellte sich
die Frage, ob diese noch funktionell aktiv sind. Ein Hinweis auf die Funktion der B-Zellen
kdnnen die in das Blut sezernierten Immunglobuline liefern. Es konnte gezeigt werden, dass
die Immunglobulin-Konzentrationen im Serum im Vergleich zu den Kontrollen stark
reduziert waren. Lediglich zwei der erkrankten Mé&use, #142 und #137, zeigten erhohte IgM-
Titer (Abb. 3.35). Dieses Ergebnis spiegelt wie erwartet eine starke Einschrdnkung des

Immunsystems dieser Tiere wider.
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Abbildung 3.35 Quantifizierung der Immunglobuline im Serum erkrankter Mé&use tber
ELISA

Die Abbildung zeigt die Mengen der Immunglobulinkonzentrationen verschiedener Isotypen
in (LMP1/CD40"""x CD19cre)-Mause (LMP1/CD40) (#230 auRerdem CD40-/-) und
Kontrollmause (LMP1/CD40™™") im Alter von 12-17 Monaten. Je Gruppe wurden die
Seren von mindestens funf verschiedenen Mdusen analysiert. Die Nummern kennzeichnen die
unterschiedlichen Seren der Tumormause: #34 (1), #142 (2), # 137 (3), #197(4), #230 (5),
#282 (6), #201 (7).
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3.3.5 Die in den erkrankten Mausen expandierte B-Zellpopulation ist

monoklonal

Bei Lymphomerkrankungen kommt es in der Regel zu der Expansion eines oder einiger
weniger B-Zellklone. Daher wurden die Zellen der Milz durch Southern-Blot-Analysen auf
Monoklonalitat der B-Zellen untersucht. Der Blot wurde mit einer IgH-Sonde hybridisiert, die
spezifisch an einen Teil des IgH-Lokus bindet. Durch die verschiedenen Umlagerungen im
Immunglobulin-Lokus wahrend der Generierung des B-Zell-Rezeptors, detektiert die Sonde
in normalen B-Zellen Fragmente unterschiedlichster Langen. Im Southern-Blot kann daher
bei normalen B-Zellen keine distinkte Bande, sondern nur ein DNA-Schmier detektiert
werden. Nur wenn es zu einer Expansion eines einzelnen B-Zell-Klons kommt, kommen
genugend Fragmente einer Lange vor, um sie als Bande auf der Membran detektieren zu
kdnnen. In zwei der sieben erkrankten Mause der Gruppe | konnte ein spezifisches Fragment
nachgewiesen werden. (Abb. 3.36). Aufgrund der relativ geringen Sensitivitat kann mit
diesem Versuch nicht ausgeschlossen werden, dass es in den anderen Mausen dieser Gruppe
ebenfalls zu einer Expansion einiger weniger Klone gekommen ist. Dieses Ergebnis zeigt
jedoch, dass zumindest zwei der Mause mit hoher Wahrscheinlichkeit Lymphome entwickelt

haben die von einem Klon dominiert werden.

#34 #142

IgH ohne
Rearrangement

Abbildung 3.36 Nachweis monoklonaler B-Zellpopulationen mittels Southern-Blot
Southern-Blot mit EcoRIl geschnittener DNA aus Milz Zellen der LMP1/CD40-
exprimierenden Mé&use #34 und #142. Der IgH-Lokus wurde mit einer spezifischen IgH-
Sonde nachgewiesen (Gao et al., 2000). Die obere Bande zeigt den IgH-Lokus der Zellen, in
denen keine Umlagerung des Lokus stattgefunden hat. Sie stammt von DNA der nicht-B-
Zellen der Milz oder vom anderen Allel der Zellen. Die mit Pfeilen gekennzeichneten Banden
zeigen das IgH-Fragment spezifischer in diesen Mdusen expandierten B-Zell Klone.

- 58 -



Ergebnisse

3.3.6 Die follikulare Struktur der Milz ist in erkrankten Mausen stark

verandert und zum grofiten Teil vollig aufgeldst

Wie die FACS-Analysen bereits zeigten, ist der Anteil der B- und T-Zellen in der Milz der
erkrankten Mause verdndert und von einzelnen Zellpopulationen stark dominiert. Es stellte
sich daher die Frage, ob diese Zellen noch in der Lage sind, sich normal in den zellularen
Kontext einzugliedern, oder ob es zu einer Verdrangung der follikularen Zellen durch die
neoplastischen Zellen kommt.

#34 142

Abbildung 3.37 In den Milzen der erkrankten Ma&use ist die Struktur der Follikel
zerstort

Gefrierschnitte der Milz aus LMP1/CD40-exprimierenden Mausen (LMP1/CD40"ST"Px
CD19cre) (LMP1/CD40), die eine lymphoproliferative Erkrankung entwickelten. In den
Schnitten wurden die B-Zellen mit a-lgM-Antikérpern (rot) und die T-Zellen mit o-CD3-
Antikorpern (blau) angefarbt. Gefrierschnitte der Milz von Mausen der Gruppe | sind weil3
unterlegt, die der Gruppe Il sind griin unterlegt.

Um einen Uberblick uber die Verteilung der Zellen im Gewebe zu bekommen, wurden
Gefrierschnitte angefertigt, und die B-Zellen mit a-IgM-Antikorpen bzw. die T-Zellen mit a-
CD3-Antikdrpern angeféarbt. Wie in Abbildung 3.37 zu sehen ist, war bei allen Tieren der
Gruppe | die Follikel-Struktur stark gestort beziehungsweise eine normale Gliederung der
Zellzonen nicht mehr vorhanden. Mit Ausnahme der Maus #282, die der Gruppe Il
zugeordnet wurde, war es nicht mehr moglich, die B- und T-Zell-Zone innerhalb der wei3en

Pulpa, der lymphozytenreichen Region, zu unterscheiden. Dieses Ergebniss ist ein weiterer
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Hinweis darauf, dass alle Mduse der Gruppe I, auch in den Féllen in denen bisher keine

Monoklonalitat nachweisbar war, B-Zell-Lymphome entwickelt haben.

3.3.7 LMP1/CD40-exprimierende Mause entwickeln follikulare
Lymphome

Um die Tumore der hier untersuchten Mause naher Klassifizieren zu koénnen, wurde
erganzend zu der Phénotypisierung der einzelnen Zellen eine histologische Tumordiagnostik
durchgefihrt. Dazu wurde die Hilfe der Pathologin Frau Dr. Quintanilla-Fend (GSF) in
Anspruch genommen. Bei der Tumordiagnostik werden eine Reihe verschiedener Techniken,
wie unter anderm histologische Analysen und immunohistochemische Farbunge angewandt.
Die Tumore kdnnen oft bereits durch die Lokalisation und Morphologie der Zellen, sowie des
Gewebes, klassifiziert werden. Durch die Kombination mit molekularbiologischen Analysen
lassen sich Tumore genauer charakterisieren und eindeutiger zuweisen. Die hier gezeigten
Schnitte und die Befundung wurden von Frau Dr. Quintanilla-Fend durchgefuhrt. Es wurden
Paraffin-Schnitte verschiedener Organe der Méuse #34, #142, #143, #201, #230, #672 und
#673 angefertigt und mit Hamatoxilin-Eosin (HE) geféarbt. Zusatzlich wurden in einigen der
hier gezeigten Schnitten die B-Zellen mit a-B220-Antikorper (B220) oder die T-Zellen mit a-
CD3-Antikorper (CD3) detektiert.

In der Milz von Wildtyp-Méausen (Beispiel: Abb. 3.38, Maus #143) sind die Follikel der Milz
durch die Farbung mit Hamatoxilin-Eosin (HE), bereits gut zu erkennen. Die
lymphozytenreiche weiRe-Pulpa der Follikel hebt sich dunkel von der roten-Pulpa ab. Auch
deutlich zu erkennen ist der Marginale-Sinus mit den aulRerhalb des Sinus liegenden MZB-
Zellen, die sich als heller Rand vom Follikel abheben. Die mit Hamatoxilin und o-B220-
Antikorper oder a-CD3-Antikorper gefarbten Schnitte zeigen einzelne Follikel in einer
starkeren Vergrof3erung. In diesen sind die B-Zell-Zonen und die um die zentralen Arteriolen
(Abb.3.38 (A)) angeordneten T-Zell-Zonen gut zu erkennen.

In den HE-Farbungen aller untersuchten Milzen von erkrankten Mausen zeigten sich nodulére
Infiltrate von kleinen und grofRen lymphoiden Zellen (Beispiel in Abb. 3.38). Nodulére
Infiltrate kennzeichnen sich durch die knotenférmige Aggregation von neoplastischen
lymphoiden Zellen, die die normalen lymphatischen Zellen verdrangen. Bei den
infiltrierenden Zellen handelt es sich, wie in den Farbungen mit a-B220 Antikdrpern und o.-
CD3-Antikdrpern sichtbar wird, hauptsachlich um B-Zellen, die mit einer Anzahl von T-
Zellen durchmischt sind. Beispiele sind in der Abbildung 3.38 (#142, #230, #672) gezeigt. In
den Mdusen #34 und #673 wurden die B-Zellen mit einer immunohistochemischen Farbung
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von CD79b und Pax5 nachgewiesen (nicht gezeigte Daten), da sie kein B220 auf der
Oberflache exprimierten (Beispiel: siehe Abb. 3.39).

' Milz #143

L it YN
Milz#230

Milz #672

Abbildung 3.38 Paraffin-Schnitte
LMP1/CD40-Exprimierenden Mause
Héamatoxylin-Eosin gefarbte Paraffin-Schnitte der Milzen einer Wildtyp Maus (oberste Reihe)
und von (LMP1/CD40™T"PxCD19cre) Mausen mit malignen Erkrankungen (Reihen zwei
bis vier). In den mit B220 gekennzeichneten Hamatoxilin gefarbten Schnitten wurden die B-
Zellen  zusétzlich mit einem a-B220-Antikorper angeféarbt (braun). In denen mit CD3
gekennzeichneten Schnitte wurden die T-Zellen mit einem a-CD3-Antikdrper angefarbt.
Zeichen: (*) Zellen in Mitose;(+) reaktive T-lymphozyten; (gestrichelte Linie) Beispiel fur
ein nodulares Infiltrat; (A) Arteriole, Pfeile polymorphe B-Zellen.
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Abbildung 3.39 Paraffin- Schnltte zur histologischen Analyse einer erkrankten
LMP1/CD40-exprimierenden Maus

Héamatoxylin-Eosin geférbte Paraffin-Schnitte der Milz sowie des in der Speicheldriise
entstandenen Tumors der Maus #34. In dem mit B220 gekennzeichneten Hamatoxilin
gefarbten Schnitt wurden die B-Zellen mit einem o-B220-Antikorper angeféarbt (braun). In
dem CD3 gekennzeichneten Schnitt wurden die T-Zellen mit einem o-CD3-Antikorper
angefarbt. Zeichen: (X) epithelioide Histozysten; (S) Speicheldriisen Gewebe; (gefullter Pfeil)
degenerierte Zysten; (offener Pfeil) normale Zyste der Speicheldriise
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Dass es sich bei den infiltrierten Zellen um Tumorzellen handelt, zeigt sich zum einen daran,
dass die Zellen sich nicht in die follikuldren Strukturen eingegliedern, sondern diese verdrangt
hatten. Zum anderen sind die Kerne morphologisch verandert und zeigen nicht mehr die fir
B-Zellen typische runde Form, sondern sind polymorph (Beispiel: 37, Reihe 2 VergroRerung
der HE-Farbung (Pfeile)). Auffallig war aullerdem, dass die B-Zellen in der Milz von drei
Mausen mitotisch hoch aktiv waren (siehe Abb. 3. 38 (*)). Neben den B-Zellen waren die
Milzgewebe wie in den mit CD3- gefarbten Schnitten zu sehen ist, mit einer Anzahl kleiner
T-Zellen durchsetzt. Da sie im ganzen Gewebe verteilt sind, handelt es sich bei diesen
wahrscheinlich um reaktive T-Zellen, die oft in Lymphomen auftreten.

Besonders anzumerken ist, dass in den zwei Mausen (#34, #673), die den B-Zell-Marker
B220 nicht auf der Oberflache exprimierten, die noduldre Struktur nur noch schwach
erkennbar war und die Milzen von einer Reihe epithelioider Histozyten durchsetzt waren
(Beispiel: siehe Abb. 3.39 Reihe 1 (x)).

Die Untersuchung weiterer Organe der beiden Mé&use # 672 und #673 ergab, dass auch in den
Lymphknoten, den Nieren, der Leber und der Lunge noduldre Infiltrate von kleinen und
grofRen lymphatischen Zellen zu sehen waren. Zusatzlich wurden in der Lunge Adenome und
Adenokarzinome gefunden (nicht gezeigte Daten).

Da es sich bei den neoplastischen Zellen um kleine oder grolie polymorphkernige B-Zellen
handelt, die in nodulérer Form hauptsachlich die Milz, aber auch andere Organe infiltrieren,
konnten die Neoplasien aller sechs Mause nach den Richtlinien des ,,Bethesda Proposal* flr
die murinen hdmatologischen Neoplasien als follikulare Lymphome klassifiziert werden.

Fast alle Mé&use der Gruppe | und der Gruppe Il hatten Tumore im Halsbereich entwickelt.
Auf Grund des den Tumor umgebenden Gewebes (Beispiel: Abb. 3.39 (S)) zeigte sich, dass
sich die Tumore aus Gewebe der Speicheldriise entwickelt hatten. Diese Tumore gingen
aullerdem mit einer zystischen Degeneration (Abb. 3.39 Pfeile) einher. Aufgrund der Lage am
Hals, sowie mit Hilfe von histologischen Schnitten, konnten diese Tumore als gering

differenzierte Karzinome der Speicheldriise identifiziert werden.

3.4 Einfluss von EBNA2 auf B-Zellen in vivo

3.4.1 Generierung einer EBNA2-exprimierenden Mauslinie

EBNAZ2 (,EBV nuclear antigen 2%) ist als einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren des
Epstein-Barr-Virus fir die Immortalisierung von primaren B-Zellen essenziell. Es ist eines

der ersten viralen Gene, die von den Zellen nach Infektion mit dem Virus exprimiert werden
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und steuert die Expression anderer viraler Gene, wie z.B. LMP1 und LMP2A. EBNA2
aktiviert seine Zielgene genau wie die Proteine der Notch-Familie Gber RBP-J. Aus diesem
Grund wird angenommen, dass EBNA2 einen konstitutiv aktiven Notch-Rezeptor imitiert.
Waihrend die Aktivitdt von Notch jedoch unter anderem durch Ligandenbindung reguliert
wird, wirkt EBNA2 Liganden-unabhangig (zur Ubersicht Zimber-Strobl and Strobl, 2001;
Kempkes et.al. 2005). Wie anhand von Virus Mutanten entdeckt wurde, ist EBNA2 fir die
von EBV vermittelte Immortalisierung von B-Zellen essentiell (Hinuma et al., 1967; Miller et
al., 1974).

Ob EBNAZ in vivo selber Einfluss auf B-Zellen hat, ist bislang nicht bekannt. Anhand der in
vitro Studien Uber EBNAZ2 l&sst sich dies nur schwer klaren, da das Protein immer in bereits
transformierten Zellen, wie Tumorzellinien, oder in Verbindung mit anderen Proteinen des
Epstein-Barr-Virus exprimiert wurde. Es stellt sich daher die Frage, ob bei der
Immortalisierung von B-Zellen in vivo durch EBV EBNAZ2 nur die transkriptionelle
Regulation der EBV-Gene ubernimmt oder auch durch die direkte Aktivierung zellulérer
Gene Einfluss auf diesen Prozess nimmt. Um diese Frage zu beantworten, wurde ein
transgener Mausstamm generiert, der eine B-Zell-spezifische Expression von EBNA2

ermoglicht.

3.4.2 Generierung der transgenen Mauslinie EBNA2"T

Das ebna2 Gen wurde wie bei der zuvor beschriebenen LMP1/CD40-Mauslinie, in die Xbal-
Schnittstelle im ersten Intron des rosa26-Lokus integriert, wo es vom Rosa 26-Promotor
gesteuert werden kann (Abb. 3.40). Die Integration erfolgte mit Hilfe eines Targeting-Vektors
(Appendix 2), der zwei zum rosa26-Lokus homologe Bereiche besal3. Diese erstrecken sich 5
Uber einen 1kb langen Bereich, der das erste Exon des rosa26-Lokus bis zur Xbal-
Schnittstelle im ersten Intron beinhaltet und 3" einen 4kb langen Bereich, der die Sequenz von
der Xbal-Schnittstelle im ersten Introns bis kurz vor das zweiten Exon enthalt (Abb. 3.41).
Um die Expression von EBNA2 zellspezifisch steuern zu kdnnen, wurde vor dem Transgen
eine von loxP-Stellen flankierte Stopp-Kassette integriert, welche die Expression des Proteins
zunachst verhindert. Durch spezifische Expression der Rekombinase Cre kann die Stopp-
Kassette jedoch zelltypspezifisch deletiert werden, infolge dessen EBNA2 exprimiert wird
(Abb. 3.40).

Fur die homologe Integration des ebna2-Targeting-Vektors wurden embryonale Stammzellen

(ES-Zellen) der Linie Bruce4 verwendet.
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Abbildung 3.40 Integration des ebna2-Targeting-Vektors in den rosa26-Lokus

Strategie fiir die Insertion des ebna2 kodierenden Gens (Die ebna2 kodierende Sequenz
wurde aus dem Plasmid GA986/20 (MABA) isoliert, Targeting Vektor siehe Appendix2) in
die Xbal-Schnittstelle im ersten Intron des rosa26-Lokus. Durch die zellspezifische
Expression der Rekombinase Cre kann eine Stopp- und Selektionskassette entfernt und somit
die Expression des Transgens gesteuert werden. Im Schema sind auBerdem die Sonden (1, 2,
3) verzeichnet, welche zum Nachweis der homologen Integration sowie der Deletion der
Stopp-Kasset te verwendet wurden. Die erwarteten Fragmente, die nach einem Verdau der
genomischen DNA mit EcoRI durch die verschiedenen Sonden nachweisbar sind, wurden
durch dunnen Linien gekennzeichnet und mit ihren ungeféhren GroRen in kb beschriftet. (A)
rosa26- Wildtyp Lokus (B), rosa26-Lokus nach homologer Integration des EBNA2 Targeting
Vektors, (C) rosa26-Lokus nach homologer Integration des EBNA2 Targeting Vektors und
anschlieBender Cre vermittelter Deletion der Stopp-Kassette.

Die richtige Integration des Targeting-Vektors wurde durch Southern-Blot-Analysen anhand
von drei verschiedenen Sonden nachgewiesen. Um zu Uberprifen, ob EBNA2 vollstandig in
den Lokus integriert war, wurde mit EcoRI gespaltene DNA im Southern-Blot mit der Sonde
1 hybridisiert. Die Sonde 1 bindet an den rosa26-Lokus in einem Bereich, der 5" aul3erhalb
der homologen Sequenzen des Targeting-Vektors liegt. Bei ES-Zell-Klonen, die den
Targeting Vektor nicht homolog integrieren konnten, detektiert sie ein ca. 15kB grofRes
Fragment und nach homologer Rekombination ein 7,1kb groRes Fragment. Insgesamt konnte
in 5 von 380 Klonen die nach homologer Rekombination erwartete 7,1kb Bande

nachgewiesen werden (Abb. 3.41).
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Abbildung 3.41 Southern-Blot-Analyse zum Test der homologen Integration des
EBNAZ2-Targeting-Vektors in den rosa26-Lokus mit der Sondel

Southern-Blot mit EcoRI gespaltener DNA die mit der Sondel (Abb. 3.40) hybridisiert wurde.
Die Klone D4ll, D10Il, F8IIl, F9Ill und H1O0Ill sind die ES-Zell-Klone, in denen der
Targeting-Vektor durch homologe Rekombination in den rosa26-Lokus integriert ist, was an
der 7,1kb Bande zu sehen ist. Die 15kb groRe Bande detektierte den Wildtyp rosa26-Lokus.
Die 15kb Bande in den Klonen mit homologer Integration des Targeting-Vektors detektiert
das zweite nicht verénderte Allel. Als negative Kontrolle (K) wurde DNA von ES-Zellen
ohne Integration des Vektors geladen.

AnschlieBend wurden die Klone, bei denen homologe Rekombination nachgewiesen worden
war mit der Sonde2, die innerhalb des Vektors am Neo-Selektionsgen bindet untersucht (Abb.
3.42). Mit dieser Sonde konnen neben dem homolog integrierten Transgen auch zufallige
Integrationen des Targeting-Vektors in das Genom der Zellen detektiert werden. Bei einer

homologen Integration detektiert die Sonde ein 7,1kb groRes EcoRI-Fragment. Bei nicht

homologer Integration zeigen sich meist Fragmente anderer GroRe.
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Abbildung 3.42 Southern-Blot-Analyse zum Test der homologen Integration des
EBNAZ2-Targeting-Vektors in den rosa26-Lokus mit der Sonde2

Southern-Blot mit EcoRI gespaltener DNA die mit der Sonde2 (Abb.3.40) hybridisiert wurde.
Die Klone DA4ll, D10Il, F8I1I, FOIIl und H1O0Ill sind die ES-Zell-Klone, in denen der
Targeting-Vektor durch homologe Rekombination in den rosa26-Lokus integriert ist, was an
der 7,1kb Bande zu sehen ist. Als negative Kontrolle (K) wurde DNA von ES-Zellen ohne
Integration des Vektors geladen. Der Klon CHK zeigt ein Beispiel einer doppelten nicht-
homologen Integration des Targeting-Vektors in das Genom. In der letzten Spur ist nur DNA
der Embryonalen Feeder-Zellen (EF-Zellen) geladen, auf denen die ES-Zellen Kultiviert
wurden. Die 1,6kb groRe Bande stammt vom Neomycin-Resistenzgen, welches im Genom der
»Feeder-Zellen* integriert ist. Diese Bande ist auch in den anderen Spuren zu sehen, da die
ES-Zell-Klone in Kokultur mit EF-Zellen gehalten wurden.
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Alle finf Klone, in denen durch die erste Sonde homologe Rekombination gezeigt wurde,
wiesen keine zuséatzlichen Integrationen des Vektors auf (Abb. 3.42 Spur 1-5). Ein Beispiel
fur gleich zwei nicht homologe Integrationsereignisse in einem Klon, zeigt der Klon CHK
(Abb. 3.42.Spur 5). In diesem Klon konnten zwei Banden detektiert werden, die kleiner als
7,1kb sind. Bei der 1,6 kb grofRen Bande handelt es sich um ein Fragment aus dem Neo-
Selektionsgen der Embryonalen-Feeder-Zellen (EF-Zellen) (Spur 8) auf denen die ES-Zellen
kultiviert wurden. Als Kontrollen wurde DNA von ES-Zellen ohne Integration des Targeting-
Vektors und DNA der EF-Zellen aufgetragen. In beiden Fallen (Abb. 3.42 Spur 6 und 8)
zeigte sich wie erwartet nur die 1,6 kb groRRe Banden.

Um zu Uberprifen, ob das Transgen vollstandig in den rosa26-Lokus integriert war, wurde
mit EcoRI geschnittene DNA der homologen Rekombinanten mit der Sonde 3 hybridisiert.
Diese Sonde bindet an die ebna2-Sequenzen und sollte bei vollstandiger Integration des
Transgens ein 3,16 kb langes Fragment nachweisen. Dieses Fragment konnte wie in
Abbildung 3.43 gezeigt in den Klonen D4ll, D10II, F8l1I, FOIll nachgewiesen werden, was
zeigt, dass das Transgen in diesen Zellen vollstandig integriert wurde.

Zur weiteren Kontrolle wurde die Targeting Kassette mit dem ebna2 Gen lber PCR aus dem
Klon D101l amplifiziert und anschlieBend sequenziert. ES wurde sowohl die lox P flankierte
Region als auch EBNA2 zwischen den beiden Ascl Schnittstellen sequenziert. (siehe
Apendix) Es konnten keine Mutationen oder Deletionen in der Sequenz des Targeting
Konstruktes und ebna2 Gens festgestellt werden.

DA4ll
D101l
F8IlI
Falll

3,16 kb—

Abbildung 3.43 Southern-Blot zum Test der vollstandigen Integration des EBNA2-
Transgens

Southern-Blot mit EcoRI gespaltener DNA, die mit der Sonde3 hybridisiert wurde. Die 3,16
kb grofle Bande zeigt ein Fragment, das sich Uber die gesamte L&nge des ebna2-Gens
erstreckt. In der ersten Spur ist DNA der EF-Zellen als Kontrolle (K) aufgetragen, auf denen
die ES-Zellen kultiviert wurden, um mogliche Kreuzreaktionen bei den anderen Klonen mit
EF-Zell-DNA ausschief3en zu kdnnen.
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Um sicherzustellen, dass EBNAZ2 nach der Deletion der Stopp-Kassette vom rosa26-Promotor
exprimiert werden kann, wurde ein Teil der ES-Zellen des Klons D10Il mit dem Cre
Rekombinase Expressions-Plasmid (pGK-cre-bpA) transient transfiziert. Die Deletion der
Stopp-Kassette wurde anschliefend tber Southern-Blot-Analysen mit der Sonde 1 tberprift
(Abb. 3.41A Spuren 3-5). In Klonen mit deletiertem Stopp war in bei EcoRI geschnittener
DNA ein 5,9 kb groRes Fragment detektierbar. In Klonen, die die Stopp-Kassette noch trugen,
zeigten sich 7,1 kb grolRe Fragmente.

In den Zellen, die die Stopp-Kassette erfolgreich deletiert hatten, konnte die Expression von
EBNA2 mittels Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden (Abb. 3.41B). In Zellen mit
intakter Stopp-Kassette liel3 sich das Protein wie erwartet nicht nachweisen. Als Positiv-
Kontrolle wurde Proteinextrakt von EBV-positiven Raji-Zellen geladen, die EBNA2
exprimieren. Es zeigte sich, dass in den ES-Zellen weniger EBNA2 Protein detektiert werden
konnte als in den Raji Zellen. Daraus konnten jedoch noch kein Rickschluss auf die
Expression von EBNAZ2 in den B-Zellen transgener Mause gezogen werden, da der Rosa26-

Promotor in B-Zellen méglicherweise eine andere Aktivitat besitzt als in ES-Zellen.
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Abbildung 3.44 Analyse von ES-Zellen mit homologer Rekombination des Targeting-
Vektors vor und nach Deletion der Stopp-Kassette durch die Rekombinase Cre

(A) Southern-Blot mit EcoRI gespaltener DNA, die mit der Sondel hybridisiert wurde. Die
Klone D101l und A1K dienen als Beispiele fir Klone, in denen der Targeting-Vektor durch
homologe Rekombination in den rosa26-Lokus integriert ist, was an der 7,1kb-Bande zu
sehen ist. Die Klone A7A, B1 A und B8 A wurden nach der transienten Transfektion des
Klons D101l mit dem Cre-Rekombinase-Expressions-Plasmid isoliert. Die 5,9kb groRen
Banden zeigen die erfolgreiche Deletion der Stopp-Kassette in diesen Klonen an. (B)
Western-Blot zum Nachweis der Expression des EBNA2-Proteins in ES-Zellen nach der
erfolgreichen Deletion der Stopp-Kassette (ASTOPP). Als Positivkontrolle wurden Lysate der
EBNAZ2-exprimierenden Zell-Linie Raji aufgetragen. Fir die Kontrolle wurden zwei
Expositionszeiten dargestellt. Als negative Kontrolle wurden Lysate von Wildtyp-ES-Zellen
(WT) und des Klons D10l ohne Deletion der Stopp-Kassette aufgetragen. Das Protein wurde
mit dem EBNA2-spezifischen Antikorper a-EBNA2-R3 detektiert.
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Die rekombinaten embryonalen Stammzellen des Klons D10Il wurden in Kooperation mit
Werner Miller (GBF-Braunschweig) in Mausblastozysten injiziert und scheinschwangeren
Mausen implantiert. Es wurden insgesamt acht chimére Mause geboren, von denen zwei
Keimzellen trugen, die von den transgenen ES-Zellen stammten. Mit diesen M&usen konnte
die Mauslinie EBNA2"STOP® etabliert werden (Abb. 3.45).

Maus 1 2 3 4 5 6

Abbildung 3.45 Aus dem rekombinanten ES-Zellklon D10Il konnte der Maustamm
EBNA2"T9P generiert werden

Southern-Blot mit EcoRi geschnittener genomischer DNA von den Nachkommen der
Chimaren. Fir den Nachweis des Transgens wurde die DNA auf dem Blot mit der Sonde 1
hybridisiert. In Mé&usen die das Transgen trugen wurde ein 7,1kb Grolles Fragment
nachgewiesen. Das 15 kb groRen Fragmente stammen aus dem unveranderten rosa26-Lokus
von dem jede der M&use zumindest ein Allel besaR.

3.4.3 B-Zell-spezifische Expression von EBNA2 in der Maus

Um eine B-Zell-spezifische Expression des Transgens zu erreichen, wurden die
EBNA2"T°"_Mause mit transgenen CD19cre bzw. CD21cre Mausen verpaart. Durch die
Kombination mit dem CD19cre-exprimierenden Mausstamm ist eine Deletion der Stopp-
Kassette ab dem Pre-B-Zell-Stadium zu erwarten. Die Kreuzung von EBNA2"ST"P_Mausen
mit CD21-Cre Mausen fuhrt dagegen erst in reifen B-Zellen zu einer Deletion der Stopp-
Kassette (Kraus et al., 2004; Rickert et al., 1997).

Um zu tiberpriifen, ob die EBNA2"T” transgenen Mause in der Lage sind, das Transgen in
B-Zellen zu exprimieren, wurden B-Zellen aus den Milzen von (EBNA2"T°"PxCD19cre)-
Mausen prapariert. In diesen B-Zellen konnte die Expression von EBNA2 im Western-Blot
durch den o-EBNA2-R3-Antikorper, der den C-Terminus des Proteins erkennt,
nachgewiesen werden (Abb. 3.43). In (EBNA2"T"").Kontrollen konnte das Protein
hingegen nicht nachgewiesen werden, was zeigt, dass die Stopp-Kassette die Expression von
EBNAZ2 effektiv verhindert. Als positive Kontrolle wurden Proteinlysate von Raji-Zellen
aufgetragen. Im Vergleich mit der Expression in Raji-Zellen wurde EBNA2 in B-Zellen der

EBNA2-exprimierenden Maus wesentlich schwécher exprimiert.
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Abbildung 3.46 Western-Blot zum Nachweis der Expression des EBNA2-Transgens in
Milzzellen von (EBNA2™TOPP xCD19cre)-Méausen

Zum  Nachweis der Expression von EBNA2 wurden Milz-B-Zellen von
(EBNA2™TOPxCD19cre)-Mausen und Kontrollmausen (EBNA2"T"®) durch MACS-
Separation isoliert und die Lysate fir eine Western-Blot-Analyse eingesetzt. Als
Positivkontrolle wurde Protein-Lysat von EBNAZ2-exprimierenden Raji Zellen aufgetragen.
EBNA2 wurde mit dem Antikorper a-EBNA2-R3 detektiert. Die unteren Spuren zeigen die
PonceauS-Féarbung des oberen Blots zum Vergleich der auf dem Blot fixierten
Proteinmengen. Die ersten drei Banden zeigen eine 15 minltige Exposition, die vierte Bande
eine 5 minitige.

3.4.4 Die B-Zell-spezifische Expression von EBNA2 hat in 8-12 Wochen

alten Mausen keinen Einfluss auf die B-Zellentwicklung

Um die Frage zu beantworten, ob die Expression von EBNA2 die B-Zellentwicklung
beeinflusst, wurden die B-Zellpopulationen der verschiedenen lymphatischen Organe mit
verschiedenen Antikorperkombinationen gefarbt und mittels FACS analysiert. Je Versuch und
Genotyp wurden mindestens 5 Mause aus der Verpaarung der EBNA2"ST"" mit CD19cre und
2 Mause aus der Verpaarung mit CD21cre-Mausen, untersucht.

Das Knochenmark wurde durch Farbungen mit den Antikdrpern IgM, IgD, CD43 und B220
untersucht. Uber diese Farbungen konnte zwischen Pro-B-Zellen (IgM-B220+CD43+), Pre-B-
Zellen (IgM+B220°CD43) und den rezirkulierenden B-Zellen (IgD+lgM*B220"")
unterschieden werden. Der Anteil der einzelnen B-Zellpopulationen im Knochenmark ist
unverandert (Abb. 3.44). Lediglich die rezirkulierenden B-Zellen schienen in allen
(EBNA2xCD19cre)-Mé&usen tendenziell etwas verringert zu sein, was jedoch durch eine
groRere Anzahl von Méusen bestétigt werden muss, da je nach Grol3e der Population mit einer

Variation von 5-10% je Farbung gerechnet werden muss.
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Abbildung 3.47 Die B-Zell-spezifische Expression von EBNA2 hat keinen Einfluss auf
die B-Zellentwicklung im Knochenmark

FACS-Analysen der Zellen des Knochenmarks von (EBNA2™TPPxCD19cre)-,
(EBNA2™TPPxCD21cre)-Mausen (EBNA2//CD19cre; EBNA2//CD21cre) und
Kontrollmausen (EBNA2"STOP: CD19cre+/-) mit Antikorpern gegen IgM, IgD, CD43 und
B220. Oben: Die Anteile der unreifen B-Zellen (U) (IgM* IgD") und der rezirkulierenden
reifen B-Zellen (IgM*1gD") (R) sind in Prozent angegeben. Mitte: Die Anteile der Pro- B-
Zellen (IgM- B220+) (Pro), der unreifen B-Zellen (IgM*B220%) (U) und der rezirkulierenden
(IgM*B220™™ (R) sind in Prozent angegeben. Unten: Der Anteil der Pro-B-Zellen
(B220°CD43") (Pro), der Pre-B-Zellen (B220°CD43") (Pre) und der rezirkulierenden B-Zellen
(B220™"CD43") sind in Prozent angegeben. Die ersten beiden und die letzten beiden FACS-
Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen.

In der Milz wurde der Anteil der follikularen B-Zellen (IgM*IgD") zu dem der transitionalen-
und MZB-Zellen (IgM*IgD") aller B-Zellen mittels IgM-, IgD- und B220-Firbungen
bestimmt. Es zeigte sich, dass auch die Anteile der verschiedenen B-Zellpopulationen der
Milz keine signifikanten VVeranderungen aufwiesen (Abb. 3.48). Durch weitere Farbungen mit
a-HSA-, a-CD21- und a-B220-Antikdpern wurde der Anteil der T1B-Zellen (HSA™"CD21"
B220") und T2B-(HSA"™"CD21*B220%)-Zellen in diesen Mausen untersucht. Obwohl der
Anteil der Populationen je nach Farbung variiert, konnte keine reproduzierbare Reduktion

oder Expansion einer der beiden Populationen beobachtet werden (Abb. 3.49).
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Abbildung 3.48 Die B-Zell-spezifische Expression von EBNA2 hat keinen Einfluss auf
die B-Zellentwicklung in der Milz

FACS-Analysen der Milzzellen von (EBNA2™T°PPxCD19cre)-, (EBNA2"TOPPxCD21cre)-
Mausen (EBNA2//CD19cre; EBNAZ2//CD21cre) und Kontrollmausen (EBNA2MSTOP:
CD21cre+/-) mit Antikdrpern gegen IgM, IgD und B220. Oben: Prozentangaben
kennzeichnen den Anteil der naiven und transitionellen B-Zellen (IgM*IgD") (N) und der
follikularen B-Zellen (IgM*IgD") (Fo). Unten: Der Anteil der B-Zellen an der gesamten
Zellpopulation ist in Prozent angegeben. Die ersten beiden und die letzten beiden FACS-Blots
je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen.
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Abbildung 3.49) Die Expression von EBNA2 in B-Zellen hat keinen Einfluss auf die
Anteile der transitionalen Typl und Typ2 B-Zellen

Lymphozyten der Milz von (EBNA2"T°""xCD19cre)- und (EBNA2"TOPPxCD21cre)-
Mausen (EBNA2//CD19cre; EBNA2//CD21cre) und Kontrollmausen (EBNA2"T°PP)wurden
in Hinblick auf ihre HSA, CD21 und B220 Expression mittels FACS-Analysen untersucht.
Die FACS-Analysen zeigen nur Zellen, die im FACS positiv fur den Marker B220 waren. Der
prozentuale Anteil der T1B-(HSA™"CD21'B220"), T2B-(HSA™"CD21'B220"), MZB-
(HSA™"CD21"™"B220") und follikularen B-Zellen (FO)(HSA'CD21*B220%) ist in den
FACS-Blots markiert. Die ersten beiden und die letzten beiden FACS-Blots je Reihe zeigen
zeitgleich angefertigte Analysen.
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Da bekannt ist, dass Notch2 fiir die Entwicklung der Marginalzonen-B-Zellen benétigt wird,
wére denkbar, dass EBNAZ2, als potentielles Notch-homolog, einen Einfluss auf die MZB-
Zellpopulation hat. Aus diesem Grund wurde der Anteil der MZB-Zellen in den EBNA2-
exprimierenden Mausen durch Farbung von CD21, CD23 und B220 bestimmt.

Wie in Abbildung 3.50 gezeigt, ergab sich keine deutliche Veranderung der MZB-

Zellpopulation in EBNA2-exprimierenden Mausen.
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Abbildung 3.50 Die Expression von EBNA2 in B-Zellen hat keinen Einfluss auf die
MZB-Zellentwicklung

FACS-Analysen von Einzelzellsuspensionen der Milz von (EBNA2"TPPxCD19cre)
(EBNA2//CD19cre) und (EBNA2™TPxCD21cre)-Mausen (EBNA2//CD21cre) und
entsprechenden Kontrollmausen (EBNA2"ST"P). Diese wurden mit a-CD21-, a-B220-, a-
IgM- a-CD23-Antikorpern gefarbt und mittels FACS-Analysen untersucht. In den gezeigten
FACS-Blots sind nur Zellen dargestellt, die im FACS B220 und IgM positiv sind. Die
Prozente zeigen den Anteil der follikularen B-Zellen (FO) (CD21°CD23") B-Zellen und der
Marginalzonen-B-Zellen (MZB) (CD21*CD23"¢"%) B-Zellen. Die ersten beiden und die
letzten beiden FACS-Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen.

Neben der Milz wurden auch die inguinalen Lymphknoten untersucht. Der Anteil der B-
Zellen an den Zellen der inguinalen Lymphknoten wurde durch eine IgM/IgD-Farbung
detektiert. Wie in Abbildung 3.51 zu sehen zeigte sich auch in den inguinalen Lymphnoten
keine signifikante Veranderung des B-Zell-Anteils. Im Vergleich der EBNA2-
Expremierenden Mausen mit dne Kontrollmdusen zeigte sich jedoch tendetiell eine leichte
Reduktion der Zellen, was jedoch durch eine grofiere Anzahl an Mdausen noch bestatigt

werden mufd
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Abbildung 3.51 Der Anteil der B-Zellen in den Lymphknoten wird durch EBNA2-
Expression nicht verandert

FACS-Analysen der Zellen der inguinalen Lymphknoten von (EBNA2xCD19cre)-,
(EBNA2xCD21cre)-Méusen (EBNAZ2//CD19cre; EBNAZ2//CD21cre) und Kontrollméusen
(EBNA2"STOPP: cD21cre+/-) mit Antikorpern gegen IgM und IgD. Der Anteil der B-Zellen
im Lymphknoten ist in Prozent angegeben. Die ersten beiden und die letzten beiden FACS-
Blots je Reihe zeigen zeitgleich angefertigte Analysen.

Da gezeigt wurde, dass EBNAZ2 in vitro in der Lage ist die Expression von CD21, CD23 und
Igu zu beeinflussen, wurde die B-Zellen der Milz auf die Expression CD21, CD23 und IgM
untersucht. Es konnte jedoch keine Verdnderung der Expression dieser Proteine detektiert

werden.
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Abbildung 3.52 Die Expression von CD21, CD23 und IgM wird in B-Zellen durch
EBNAZ2-Expression nicht verandert

Lymphozyten der Milz wurden durch FACS-Analyse auf die Expression von B220 und der
angegebenen Oberflachenmarker untersucht. Die Zellen stammen von altersgleichen
(EBNA2™TOPPxCD19cre)-Mausen (EBNA2) und Kontrollmausen (EBNA2™TF). Die
Histogramme zeigen eine Uberlagerung der Expressionsstarke der jeweiligen
Aktivierungsmarker der im FACS B220 positiven B-Zellen, von EBNA2-exprimierenden
Zellen (blaue Linie) und Kontrollzellen (rote Linie).
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4 Diskussion

Da EBYV étiologisch eng mit verschiedenen malignen Erkrankungen des Menschen verbunden
ist, liegt ein besonderes Interesse darin, den Einfluss des Virus auf die infizierten Zellen und
deren Rolle in der Tumorentstehung zu verstehen. Die meisten Erkenntnisse Uber die
Funktionen viraler Proteine, die bei der B-Zellimmortalisierung eine Rolle spielen, stammen
aus Zellkulturexperimenten. Obwohl diese Zellkulturexperimente es ermdglichten, einen
schnellen und detaillierten Einblick in die Funktion einzelner viraler Proteine zu bekommen,
waren sie nicht in der Lage, die immunmodulatorischen Fahigkeiten der Proteine zu erfassen.
Jedoch kennzeichnet sich gerade das Immunsystem durch ein enges Zusammenspiel
verschiedener Zelltypen, wie B- und T-Lymphozyten, dendritischen Zellen und
Makrophagen, die sich zum Teil Uber direkte Interaktion oder durch die Sezernierung
verschiedener Zytokine wie Interleukinen, Histamine, oder Interferone beeinflussen. Will man
die Rolle eines Proteins in diesem komplexen Zusammenspiel im Organismus verstehen,
muss man seinen Einfluss im lebenden System untersuchen. Fir das Studium der EBV-Gene
im Tiermodell bieten sich Mausen an, da deren Immunsystem dem von Menschen sehr
ahnlich ist.

Da Méuse nicht direkt mit dem Epstein-Barr-Virus infiziert werden kénnen, miissen die Gene
als Transgen in das Genom der Maus integriert werden. Bisher wurden verschiedene
transgene Mausstamme generiert, die EBV-Gene wie zum Beispiel EBNA1, LMP2A und
LMP1 exprimieren (Caldwell et al., 1998; Kang et al., 2005; Kulwichit et al., 1998; Wilson et
al., 1996). Mit Hilfe der LMP1 transgenen Mause konnte gezeigt werden, dass das virale
Protein LMP1 den CD40-Rezeptor teilweise in seiner Funktion ersetzen kann. So war LMP1
in der Lage, ein aktives CD40 bei der Induktion des Klassenwechsels der Immunglobuline
funktionell zu ersetzen. Es blockierte jedoch die Bildung von Keimzentren und die damit eng
verbundene Keimzentrumsreaktion (Uchida et al., 1999). AuBerdem entwickelten Mause, die
LMP1 B-Zell-spezifisch exprimierten, B-Zell-Lymphome. Es stellte sich die Frage, ob das
konstitutive Signal oder die Signaldoméne von LMP1 fir diese biologischen Effekte
verantwortlich ist. Daher befasste sich der erste Teil dieser Arbeit mit der Frage, inwieweit
LMP1 durch die Nachahmung eines konstitutiven CD40-Signals diesem B-Zell-Ph&notyp, der

Inhibition der Keimzentrumsreaktion und der Entwicklung von Lymphomen fuhrt.
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fISTOPP
0

4.1 Generierung des transgenen Mausstammes LMP1/CD4 als

in vivo Modell fur ein konstitutiv aktives CD40

Um den Einfluss eines konstitutiven CD40 Signals auf die B-Zellentwicklung zu studieren,
wurde der Mausstamm LMP1/CD40"ST"" generiert und die Expression von LMP1/CD40
durch die Verpaarung mit CD19Cre- und CD21Cre-Mausen B-Zell-spezifisch aktiviert. Da
die Cre-vermittelte Rekombination der Stopp-Kassette nicht in allen Zellen gleich effektiv
funktioniert, wurde die Deletionseffizienz in den B-Zellen dieser Mause uberprift (siehe
Abschnitt 3.1.1). In Knochenmarks-B-Zellen von (LMP1/CD40"™""xCD19cre)-Méausen,
hatten nur 49% der Zellen die Stopp-Kassette deletiert, was im Vergleich zur Effizienz in
anderen Modellen relativ wenig ist. Normalerweise wiirde man in 75-80% der Pre-B-Zellen
eine Deletion der Kassette erwarten (Rickert et al., 1997). Die geringe Deletionseffizienz
deutet darauf hin, dass LMP1/CD40-exprimierende Zellen im Knochenmark negativ
selektioniert werden. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass bei Méausen, in denen
der CD40-Ligand auf B-Zellen exprimiert wird, der Anteil der B-Zellen im Knochenmark
reduziert ist (Martinez-Barnetche et al., 2002). Die Deletionseffizienz in Milz-B-Zellen der
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre)- sowie (LMP1/CD40™T°Px CD21cre)-Mausen entsprach mit
90% (CD19cre) und 78% (CD21cre) der bei anderen transgenen Mausen beobachteten
Effizienz der Cre-vermittelten Rekombination (Kraus et al., 2004; Martinez-Barnetche et al.,
2002).

Wie durch Western-Blot-Analysen gezeigt wurde, fiihrte die Deletion der Stopp-Kassette zu
einer Expression des LMP1/CD40-Fusionsproteins, welches in den B-Zellen der
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre)- sowie (LMP1/CD40"™PPxCD21cre)-Mausen nachgewiesen
werden konnte (siehe Abschnitt 3.1.1).

Die Funktionalitdt des Proteins wurde anhand eines B-Zell-typischen physiologischen
Prozesses, dem Klassenwechsel, gezeigt. LMP1/CD40 konnte genau wie ein durch CD40L
aktivierter CD40-Rezeptor, nach zusétzlicher Stimulation durch IL4, in B-Zellen
Klassenwechsel von IgM nach 1gG1 induzieren (siehe Abschnitt 3.1.2). Diese Daten zeigen,
dass die Expression von LMP1/CD40 ein Liganden-unabhangiges konstitutives CD40 Signal
erzeugen kann.

B-Zellen, die durch den Klassenwechsel ihr Immunglobulin zu lgG1l gewechselt haben,
exprimieren dieses oft nur fur kurze Zeit auf der Zelloberflaiche und differenzieren
anschlieRend zu Immunglobulin sezernierenden Plasmazellen. Da diese klassengewechselten
Zellen der Analyse im FACS entgehen, wurden die Mengen der in das Medium sezernierten

Antikorper gemessen. Die Analyse der Antikorpertiter bestatigte, dass LMP1/CD40 genau
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wie ein aktives CD40, in Kombination mit einer Stimulation durch IL4, die Induktion des

Klassenwechsels mit anschlieRender Sekretion der Antikorper induziert.

4.2 Die Expression von LMP1/CD40 fihrt zu einer Reduktion der
rezirkulierenden B-Zellen im Knochenmark

Um zu Uberprifen, ob die LMP1/CD40-Expression die frihe B-Zellentwicklung beeinflusst,
wurden die Zellen des Knochenmarks auf die Expression verschiedener Oberflachenmarker
mittels FACS-Analysen untersucht (siehe Abschnitt 3.1.4). Es zeigte sich, dass die Expression
des Fusionsproteins zu keiner Veranderung der Verhéltnisse der frihen B-Zellpopulationen
fuhrt. Sowohl Pro-, Pre- als auch unreife B-Zellen waren in normalen Anteilen vorhanden.
Lediglich die niedrige Deletionseffizienz im Knochenmark der
(LMP1/CD40™™"PxCD19cre)-Mause weist darauf hin, dass es wahrend der frihen B-
Zellentwicklung zu einer negativen Selektion von LMP1/CD40-exprimierenden Zellen
kommen konnte. Falls dies tatsachlich der Fall ist, wéren alle Populationen gleichermal3en
betroffen. Auffallend war, dass in allen LMP1/CD40-exprimierenden Mausen der Prozentsatz
der rezirkulierenden B-Zellen stark vermindert war. Dieser Phénotyp trat sowohl in CD19cre
als auch in CD21cre Mausen auf. Dies lasst vermuten, dass die LMP1/CD40-Expression in
reifen B-Zellen verhindert, dass diese aus der Peripherie ins Knochenmark zurtickkehren
kénnen, und steht wahrscheinlich mit der Aktivierung der LMP1/CD40-exprimierenden
Zellen in Zusammenhang. Beispielsweise wurde beschrieben, dass eine Aktivierung von
CD40 die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR5 und CCR7 induziert (Basso et al.,
2004). Diese den ,,Homing*“-Faktoren zuzuordnenden Proteine sind dafir verantwortlich, dass
die B-Zellen in die primaren Follikel der Milz gelangen und dort gehalten werden (Forster et
al., 1996; Forster et al., 1999). Falls eine normale Regulation dieser Proteine in LMP1/CD40-
exprimierenden Zellen nicht mehr maéglich ist, kdnnte dies erklaren, warum diese Zellen nicht

mehr ins Knochenmark zuriickkehren kénnen.

4.3 Ein konstitutiv aktives CD40-Signal fuhrt zu einer Expansion und
Aktivierung der peripheren B-Zellen

Im Gegensatz zu dem relativ schwachen Phanotyp im Knochenmark fiihrte die Expression
von LMP1/CD40 sowohl nach Kreuzung mit CD19-cre- als auch mit CD21-cre-Mdusen zu
einer stark ausgepragten Splenomegalie (siehe Abschnitt 3.1.3.). In histologischen Schnitten
konnte gezeigt werden, dass die Follikel dieser Milzen stark vergroRert waren, deren
struktureller Aufbau jedoch mit einer deutlich abgegrenzten B-, T- und Marginal-B-Zellzone
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erhalten blieb (siehe Abschnitt 3.1.3, 3.1.5). Durch FACS-Analysen wurde gezeigt, dass
sowohl die B- als auch die T-Zellpopulation vergroRert war, wobei die Gesamtzahl der B-
Zellen in LMP1/CD40-exprimierenden Mausen um das Sechsfache und die der T-Zellen um
das Dreifache erhoht war (siehe Abschnitt 3.1.3). Die Expansion der B-Zellen beschrankte
sich hauptsachlich auf die reifen B-Zellen. Dies war daran zu erkennen, dass der Anteil der
MZB (HSA™"CD21""B 220" CD23"edro) und follikularen B-Zellen
(HSA'CD21'B220°CD23") im Verhiltnis zu den gerade aus dem Knochenmark
ausgewanderten transitionalen B-Zellen, die sogar leicht reduziert waren, (HSA""CD21
"*B220") massiv zunahm (siehe Abschnitt 3.1.5).

Wie in der Milz war auch in den inguinalen Lymphknoten der Anteil der B-Zellen stark
erhodht. In beiden Organen hatten die B-Zellen einen aktivierten Phanotyp, wie anhand der
erhdhten Expression von Adhésionsproteinen und Aktivierungsmarkern wie ICAM1, MHCII,
CD80, CD86, CD95 und der Zunahme der ZellgroRe nachgewiesen wurde (siehe Abschnitt
3.1.7).

Auf Grund der starken Expansion der B-Zellen in der Milz und den Lymphknoten stellte sich
die Frage, ob die Expansion der B-Zellen durch verlidngertes Uberleben oder durch eine
verstérkte Proliferation hervorgerufen wurde. Es zeigte sich, dass im Gegensatz zu Wildtyp-
Zellen ein Teil der LMP1/CD40-exprimierenden Zellen bereits ohne Stimulation
proliferierten (siehe Abschnitt 3.1.9). IThr Anteil konnte durch die Stimulation mit IL4 und
agonistischen CD40-Antikérpern noch weiter gesteigert werden. Der Befund, dass nur ein
Teil der LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen in Kultur spontan proliferierten, lasst
vermuten, dass nur bestimmte B-Zellpopulationen durch LMP1/CD40 zur Proliferation
angeregt werden konnten. Es konnte jedoch auch sein, dass nur Zellen proliferieren konnten,
die vor der Isolation z.B. durch Antigenkontakt, Zell-Zell-Interaktion oder Zytokine
praaktiviert worden waren. Es zeigte sich auBerdem, dass in der in vitro-Kultur primére
LMP1/CD40-exprimierende Zellen nicht nur proliferierten, sondern auch besser (iberlebten.
So blieb der Anteil der lebenden Zellen in Kulturen mit LMP1/CD40-exprimierenden Zellen
uber funf Tage relativ konstant und zeigte sogar eine leichte Zunahme der Zellzahl wéhrend
der ersten Tage. Der Anteil der lebenden Kontroll-Zellen sowie deren Gesamtzahl war
hingegen nach funf Tagen drastisch reduziert. Erst durch die Aktivierung des CD40 Rezeptors
blieb auch der Anteil der lebenden Kontrollzellen tber funf Tage annéhernd konstant.

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Expansion des B-Zell-Pools in
LMP1/CD40-exprimierenden Mausen sowohl durch ein verbessertes Uberleben als auch
durch eine leichte Proliferation der B-Zellen verursacht wird.
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Es stellte sich die Frage, welche Signale in LMP1/CD40-exprimierenden Zellen diesen
Phanotyp hervorrufen. Es ist bekannt, dass sowohl LMP1 als auch CD40 Uber die Aktivierung
des NF«B-Signalweges antiapoptotische Gene induzieren, die zum langeren Uberleben der
Zellen beitragen konnten (Li and Chang, 2003; Schauer et al., 1996; Siebelt et al., 1997).
Auch konnte gezeigt werden, dass NF«xB Einfluss auf die Proliferation von Zellen durch die
Regulation von Cyclinen haben kann (Guttridge et al., 1999; Hinz et al., 1999). Es lag daher
nahe, die NF-kB-Aktivitat in LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen zu untersuchen. Da
CD40 sowohl den kanonischen Signalweg als auch den nicht-kanonischen NFkB-Signalweg
aktivieren kann (Berberich et al., 1994; Coope et al., 2002; Grech et al., 2004; Hauer et al.,
2005), wurde die Aktivitat beider Wege uberprift.

Uberraschenderweise war der kanonische NFkB-Signalweg in LMP1/CD40-exprimierenden
B-Zellen nicht aktiver als in den Kontrollen. Stattdessen war im Vergleich zu ruhenden B-
Zellen der nicht-kanonische NFxB-Weg aktiviert. Wéhrend die Stimulierung des CD40-
Rezeptors in Kontroll-Zellen wie erwartet zu einer starken Aktivierung des kanonischen
Signalweges und zu einer schwachen Induktion des nicht-kanonischen Signalkomplexes
fihrte, konnte nach Stimulation des engdogenen CD40-Rezeptors in LMP1/CD40-
exprimierenden Zellen nur eine geringfiigige Steigerung der Aktivitat des kanonischen NFxB-
Wegs nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.1.10).

Da die Signaldoménen von CD40 und LMP1/CD40 ubereinstimmen, konnte der Unterschied
in der Aktivierung dieser Wege in der Lange des Signalimpulses liegen. Momentan wird noch
untersucht, ob eine kurzfristige Aktivierung des CD40-Rezeptors zunédchst den kanonischen
und spater den nicht-kanonischen Signalweg aktivieren kann. Die Tatsache, dass die
Stimulation des CD40-Rezeptors in LMP1/CD40-exprimierenden Zellen im Vergleich zu
Wildtyp-Zellen zu einer weit aus geringeren Aktivierung des kanonischen Signalweges fiihrte,
konnte aullerdem darauf hinweisen, dass der nicht-kanonische NFxB-Signalweg die Induktion
des kanonischen Signalwegs negativ reguliert. In LMP1-exprimierenden Mausen wurde eine
starke Induktion der NFxB-Aktivitat in B-Zellen beobachtet. Es wurde jedoch bisher nicht
naher untersucht, welche NFkB-Komponenten an dieser Aktivierung beteiligt sind. Da auch
LMP1 sowohl den nicht-kanonischen als auch den kanonischen Signalweg aktivieren kann
(Luftig et al., 2003; Sylla et al., 1998; Xie et al., 2004), ware es von Interesse zu untersuchen,
welchen Beitrag der nicht-kanonische Signalweg zur NFkB-Aktivierung in LMP1-
exprimierenden B-Zellen leistet.

Nachdem gezeigt wurde, dass der Anteil der reifen B-Zellen (B2-Zellen) der Milz und der

Lymphknoten stark zugenommen hatte, wurden auch die Zellen der Peritonealhéhle naher
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untersucht. Im Gegensatz zu der Milz und den Lymphknoten waren die B2-Zellen in der
Peritonealhdhle nicht signifikant vermehrt (siehe Abschnitt 3.1.3). Uberraschenderweise
waren die B1-Zellen, die den Hauptanteil der B-Zellen in der Peritonealhdhle ausmachen,
stark vermindert (siehe Abschnitt 3.1.6). Was zu der Reduktion der B1-Zellen fuhrt, ist
gegenwartig noch unklar. Die LMP1/CD40-Expression konnte moglicherweise die frihe
Entwicklung der B1-Zellen beeintrachtigen, was jedoch eher unwahrscheinlich ist, da die B1-
Zellen sowohl in (LMP1/CD40™T°"PxCD19cre) als auch in (LMP1/CD40"T""xCD21cre)-
Mausen fehlten. Weiter bestehen die Mdoglichkeiten, dass die B1-Zellen durch die
LMP1/CD40-Expression negativ selektioniert wurden, oder auf Grund von Aktivierung die
Peritonealhohle verlassen haben. Letztere Vermutung wird durch die Beobachtung gestitzt,
dass durch ein CD40-Signal B1-Zellen aktiviert werden kénnen (Kaneko et al., 1996). Flr die
darauf folgende Proliferation und Differenzierung zu IgA-exprimierenden Plasmazellen
mussen sie die Peritonealhdhle verlassen und in die Milz oder in die mesenteriale
Lymphknoten wandern (Fagarasan et al., 2000; Kroese et al., 1989), wo sie hauptsachlich zu
IgA-produzierenden Plasmazellen differenzieren. Im Serum der LMP1/CD40-exprimierenden
Mause wurden allerdings keine erhohten 1gA-Spiegel beobachtet. Dies kénnte dadurch erklart
werden, dass die Zellen zwar in die Milz oder in die Lymphknoten einwandern, aber wegen
ihres durch das konstitutive CD40-Signal verursachten aktiven Zustandes nicht in der Lage
sind, zu reifen Plasmazellen zu differenzieren und deshalb als aktivierte B-Zellen in diesen
Organen bleiben. Unter diesen Umstanden waren die Zellen nur schwer als ehemalige B1-
Zellen zu erkennen, da sie typische Marker wie Macl und CD5 nicht mehr exprimieren,
sobald sie die Peritonealhdhle verlassen (Kantor et al., 1995).

Erstaunlicherweise fuhrte die B-Zell-spezifische Expression von LMP1/CD40 nicht nur zur
Expansion von B- sondern auch von T-Zellen, an der CD4- und CD8- positive T-Zellen
beteiligt waren (Abschnitt 3.1.3). Weitere FACS-Analysen zeigten, dass die T-Zellen einen
aktivierten Phéanotyp haben (Abschnitt 3.1.7). Ein vergleichbarer Phanotyp wurde von
Koschella und Kollegen bei Wildtyp-Mausen nach der Injektion von agonistischen a—CD40-
Antikdrpern beobachtet. In diesen kam es durch das CD40-Signal zur einer Aktivierung von
antigenprasentierenden-Zellen, die wiederum eine Expansion der CD4- und CD8-positiven
Geddachtnis-T-Zellen induzierten (Koschella et al., 2004). In den hier beschriebenen
LMP1/CD40-exprimierenden Mdausen konnte es daher durch die verstarkte Expression von
MHCII auf den B-Zellen, die zu den antigenprasentierenden Zellen gehdren, zu einer
Stimulation der T-Zellen kommen. Auch die erhéhte Expression von CD86 und ICAMI in

LMP1/CD40-exprimierenden Mausen kdnnte an dieser verstarkten Aktivierung der T-Zellen
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durch B-Zellen beteiligt sein, da sie bei der B-Zell-T-Zell Interaktion eine wichtige Rolle
spielen (Cosgrove et al., 1991; Stel et al., 2004).

4.4 Ein konstitutives CD40 Signal blockiert die
Keimzentrumsreaktion

Eine wichtige Frage, die dieser Arbeit zu Grunde liegt, ist, ob die konstitutive Aktivitat oder
die Signaldomane von LMP1 die Keimzentrumsreaktion blockiert. Um diese Frage zu
beantworten, wurden LMP1/CD40-exprimierende Mause mit dem T-Zell-abhangigen Antigen
NP;7-CGG immunisiert. Wie hier gezeigt wurde, hemmt auch die Expression von
LMP1/CD40 die Keimzentrumsreaktion (Abschnitt 3.2.1-3). Dies legt die Vermutung nahe,
dass nicht spezielle Eigenschaften der Signaldoméne, sondern die konstitutive Aktivitat von
LMP1 dafur verantwortlich ist, dass nach T-Zell-abhdngiger Immunisierung keine
Keimzentren gebildet werden kdnnen.

Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass die Expression des reziproken
Fusionsproteins, bestehend aus der Liganden-Bindedoméne des CD40-Rezeptors und der
Signaldoméne von LMP1 in CD40-defizienten-M&usen zur Bildung von Keimzentren fuhrt
(Stunz et al., 2004). Dadurch wird die Hypothese nahe gelegt, dass nach der Aktivierung der
B-Zellen durch ein CD40-Signal dieses unterbrochen werden muss, damit eine B-Zelle in eine
Keimzentrumsreaktion eintreten kann. Diese Hypothese wird von drei weiteren
Beobachtungen untermauert. (i) Es wurde gezeigt, dass die gleichzeitige Injektion von
agonistischen o-CD40-Antikorpern und T-Zell-abhangigem Antigen zur Blockierung der
Keimzentrumsreaktion fuhrt (Erickson et al., 2002). Auch hier kénnte durch die agonistischen
a-CD40-Antikdrper eine langzeitige Stimulierung stattfinden und dadurch die Unterbrechung
des CD40-Signals verhindert werden. (ii) In Gen-Expressionsstudien von Keimzentrums-B-
Zellen wurde nachgewiesen, dass Zentroblasten keine CD40-Signatur aufweisen (Basso et al.,
2004). (iii) Es konnte gezeigt werden, dass durch CD40-Signale die Transkription von bcl-6,
ein fur die Keimzentrumsreaktion wichtiger Transkriptionsfaktor, inhibiert wird (Allman et
al., 1996).

Infolge der Abwesenheit der Keimzentren konnten in den LMP1/CD40-exprimierenden
Mausen nur sehr wenige hochaffine Antikorper nachgewiesen werden. Die verbleibenden
hochaffinen Antikorper stammen wahrscheinlich von den wenigen Zellen, die nicht in der
Lage waren, die Stopp-Kassette zu deletieren.

Erstaunlicherweise waren nach T-Zell-abhéngiger Immunisierung nicht nur die Titer der

hochaffinen 1gG1-spezifischen NP-Antikérper sondern auch die der niederaffinen NP-
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spezifischen IgM- und 1gG1-Antikorper reduziert (siehe Abschnitt 3.2.4). Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen, dass LMP1-eprimierenden Mause nur die Bildung von
hochaffinen, nicht jedoch die von niederaffinen Antikérpern nach T-Zell-abhéngiger
Immunisierung inhibiert. Es zeigte sich auch, dass LMP1/CD40 nicht im Stande war, wie
LMP1 in den B-Zellen CD40-defizienter-Mé&use den extrafollikuldren Klassenwechsel zu
initileren. Dies konnte auf Unterschiede der Signaldoménen von LMP1 und CDA40
zurlickzufuhren sein. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass LMP1/CD40-exprimierende
Zellen die Fahigkeit verloren haben, mit T-Zellen zu interagieren und somit die co-
stimulatorischen Faktoren, wie z.B. 1L4 oder IL-10 fehlen, die flr einen Klassenwechsel
notwendig sind (Kawanishi and Joseph, 1991; Kindler and Zubler, 1997). Diese Vermutung
wird von dem hier gezeigten Ergebnis gestitzt, dass Milzzellen LMP1/CD40-exprimierender
Méuse in vitro nach Zugabe von IL4 durchaus in der Lage sind einen Klassenwechsel zu 1gG1
durchzufuhren (siehe Abschnitt 3.1.2). Dies deutet darauf hin, dass LMP1-exprimierende B-
Zellen im Gegensatz zu LMP1/CD40-exprimierenden entweder trotz des konstitutiven Signals
in der Lage sind mit T-Zellen zu interagieren, oder dass durch Unterschiede in der
Signaldoméne LMP1 ohne co-stimulatorische Signale Klassenwechsel induzieren kann. Erste
Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe, die zeigen dass LMP1- im Gegensatz zu CD40 ohne
die Zugabe von IL4 einen Klassenwechsel von IgM zu 1gG1 induzieren kann, unterstitzen
diese Hypothese (Julia Rastelli, personliche Mitteilung).

Insgesamt lasst sich aus den Resultaten, die nach Immunisierung LMP1/CD40-
exprimierender Mause mit T-Zell abhdngigem Antigen erhoben wurden, schlieBen, dass B-
Zellen bei Antigenkontakt nur flir kurze Zeit die Stimulation durch das CD40-Signal
bendtigen, um aktiviert zu werden. Das Signal muss jedoch fiir die Einleitung der
Keimzentrumsreaktion unterbrochen werden.

Im Gegensatz zu der Milz, in der auch nach Immunisierung keine Keimzentren nachgewiesen
werden konnten, zeigten sich in den Peyerschen Plagues spontane Keimzentren (siehe
Abschnitt 3.2.2). Diese Keimzentren werden moglicherweise von B-Zellen gebildet, die nicht
in der Lage waren, die Stopp-Kassette zu deletieren. Es besteht jedoch auch die Mdéglichkeit,
dass die Keimzentrumsbildung in Peyerschen Plaques auf einem anderen oder abgewandelten
Mechanismus beruht, der nicht von einem konstitutiven CD40-Signal blockiert werden kann.
Die Beobachtung, dass CD19-defiziente Mduse Keimzentren in den Peyerschen Plaques
bilden, obwohl sie nach T-Zell-spezifischer Immunisierung nicht in der Lage sind

Keimzentren in der Milz zu entwickeln, zeigt, dass es Unterschiede bei der Formierung von
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Keimzentren in den Peyerschen Plaques und in der Milz geben muss (Gardby and Lycke,
2000). Wo diese Unterschiede liegen, ist bislang noch nicht genau bekannt.

Kirzlich publizierten Panagopoulos und Kollegen Ergebnisse einer transgene Mauslinie
(LMP1/CD40-CD19), bei der LMP1/CD40 unter der Kontrolle des CD19-Promotors-
exprimiert wird (Panagopoulos et al., 2004). Auch diese Mé&use konnten nach TD-
Immunisierung keine Keimzentren ausbilden, entwickelten aber im Gegensatz zu den hier
untersuchten (LMP1/CD40™™"PxCD19cre)-Mausen spontane Autoimmunerkrankungen, wie
anhand von hohen Antikorper-Titern gegen DNA nachgewiesen werden konnte.
Infolgedessen kam es in den Nieren dieser Tiere zu Ablagerungen von IgG1-
Immunkomplexen und zu perivaskuldren Entziindungen in der Leber. Der Unterschied im
Phanotyp der beiden LMP1/CD40-exprimierenden Mausstamme kodnnte entweder in der
Expressionsstarke oder in dem Zeitpunkt der Expression des Transgens liegen. Es ist
anzunehmen, dass in (LMP1/CD40"T™"PxCD19cre)-Méusen das Transgen erst spéter
wéhrend der B-Zellentwicklung exprimiert als in den LMP1/CD40-CD19 Ma&usen. Wahrend
in dem von Panagopoulos und Kollegen beschriebenen klassischen transgenen Mausstamm
die Expression von LMP1/CD40 direkt vom CD19-Promotor gesteuert wird, muss bei den
hier untersuchten (LMP1/CD40"T"PxCD19cre)-Mausen zunachst die Rekombinase Cre vom
CD19-Promotor exprimiert werden, die anschlieBend eine Deletion der Stopp-Kassette
vermittelt, und erst danach zu einer Expression von LMP1/CD40 fuhren kann.

Da bekannt ist, dass ein starkes CD40-Signal die BCR-vermittelte Apoptose von unreifen B-
Zellen verhindern kann (Rolink et al., 1998), ist vorstellbar, dass die LMP1/CD40-Expression
in unreifen B-Zellen mit der negativen Selektion von autoreaktiven B-Zellen im
Knochenmark interferiert. Es ist denkbar, dass in (LMP1/CD40™™°""xCD19cre)-Mausen das
Transgen zu schwach exprimiert wird, um eine negative Selektion autoreaktiver Zellen zu
verhindern. Aullerdem ist der Anteil der unreifen B-Zellen, die das Transgen exprimieren,
bedingt durch die schlechte Deletionseffizienz im Knochenmark geringer, wodurch die
Wahrscheinlichkeit, eine Autoimmunitat zu entwickeln, sinkt.

Uberraschenderweise sahen Panagopoulos und Koautoren in den von ihnen generierten
Mausen eine Verminderung der follikuldren B-Zellen, was im direkten Gegensatz zu dem
Phanotyp der hier beschriebenen Maus steht. Die starke Zunahme der follikularen B-Zellen,
die hier gezeigt wurde, entspricht jedoch eher der von CD40 bekannten Funktion, in vitro
Proliferation und Uberleben von B-Zellen zu férdern (Banchereau and Rousset, 1991). Ein
Grund fir diese beobachteten Unterschiede konnte die fur die LMP1/CD40-CD19
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beschriebene Autoimmunitat sein, welche den Phénotyp dieser Mause dominiert und fiir die
Akkumulation von Makrophagen und polymorph kernigen Zellen in der Milz sorgt.

Trotz der Unterschiede zeigten sowohl die hier vorgestellten Mause als auch die
LMP1/CD40-CD19-M&use, dass ein konstitutives CD40-Signal genau wie ein LMP1-Signal
die Keimzentrumsreaktion blockiert und eine Unterbrechung des Signals fir die
Keimzentrumsreaktion und die Differenzierung von B-Zellen zu Gedéchtnis-B-Zellen
notwendig ist. Demzufolge kann eine EBV-infizierte Zelle nur in das Keimzentrum eintreten,
wenn das LMP1-Signal Kkurzfristig unterbrochen oder erst nach der Initiation der
Keimzentrumsreaktion angestellt wird. Es stellt sich nun die Frage, welchen Effekt LMP1
durch die Imitation eines konstitutiven CD40 Signals in Keimzentrumszellen hat. Es waére
moglich, dass seine Expression in  Keimzentrumszellen ebenfalls mit der
Keimzentrumsreaktion interferiert, da es das fur die Reaktion wichtige Protein Bcl-6 negativ
reguliert. Es wére jedoch auch denkbar, dass es das Uberleben der B-Zellen verlangert und
somit die negative Selektion in der Keimzentrumsreaktion stort. Dadurch kdnnte es zu einer
Akkumulation oder auch ungesteuerten Proliferation der Zellen kommen.

Um dieser Frage nachzugehen sollen LMP1/CD40""™°""-Mause mit Mausen verpaart werden,

die die Rekombinase Cre erst in Keimzentrumszellen exprimieren.

4.5 Die B-Zell spezifische Expression von LMP1/CD40 fuhrt in 12-18
Monaten alten M&usen zur Entstehung von Lymphomen

Es stellte sich die Frage, ob die erhéhte Proliferation und das verlangerte Uberleben von
LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen langfristig die Akkumulation von genetischen
Aberrationen begunstigt und so zur Tumorentstehung fuhrt.

In der Tat entwickelten 31% der LMP1/CD40-exprimierenden Mé&use im Alter zwischen 12
und 18 Monaten Anzeichen lymphoproliferativer Erkrankungen, die sich deutlich von den bei
jungen  LMP1/CD40-exprimierenden  Mausen  beobachteten  lymphoproliferativen
Veranderungen unterschieden (siehe Abschnitt 3.3).

Die Erkrankungen wurden anhand des Organbefalls in zwei Gruppen eingeteilt. Die Mé&use
der Gruppe | zeigten einheitlich eine ausgeprdgte Hepatosplenomegalie sowie eine
Lymphadenopathie. Die Mause der Gruppe Il hatten ebenfalls eine Lymphadenopathie
entwickelt, jedoch im Gegensatz zu der Gruppe | nur eine leichte Splenomegalie bei
makroskopisch unauffélliger Leber. Um zu Gberprufen, ob diese Mduse tatsdchlich maligne
Erkrankungen entwickelt hatten, und die beobachteten Verénderungen nicht nur auf eine
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fortschreitende Expansion der LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen zuruckzufiihren ist,
wurden sie zundchst immunophanotypisch charakterisiert.

Bei den Méausen der Gruppe | war die Gesamtzahl der B- sowie der T-Zellen stark erhoht,
wobei deren Verhdltnis zueinander variierte. Die in den meisten Fallen deutlich vergrofierten
B-Zellen waren immer IgM und/oder IgD positiv, exprimierten jedoch weder CD21 noch
CD23. Diese Proteine werden typischerweise auf follikuldren B-Zellen exprimiert und wurde
auch auf den B2-Zellen der jungen LMP1/CD40-exprimierenden Mausen nachgewiesen. In
zwei der erkrankten Mduse exprimierten die B-Zellen aulRerdem kein B220 (siehe Abschnitt
3.3.1, 3.3.2). Ferner war in den Milzen die normale Milzarchitektur, die in jungen
LMP1/CD40-exprimierenden Mausen gut erkennbar war, durch Infiltration einer homogenen
B-Zellpopulation zerstort, die in FACS-Analysen einen einheitlichen Immunophéanotyp
zeigte. Auch im Knochenmark konnte in einigen Fallen die Infiltration durch diese Population
nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.3.3).

Die Verdnderung der Oberflachenmarker, die Verdrdngung der Zellen der normalen
Milzfollikel, die Zunahme der B- und T-Lymphozyten in der Milz und den Lymphknoten
sowie der Befall extranodaler Organe, wie die beobachtete Hepatomegalie, sind typische
Anzeichen von Lymphomerkrankungen (Morse et al., 2002).

In zwei von sieben Fallen konnte gezeigt werden, dass die expandierte B-Zellpopulation
klonal ist. (siehe Abschnitt 3.18). Dies zeigt, dass diese Méause Lymphome entwickelt haben,
die durch genetische Ereignisse in einzelnen Zellen zu einer Verdrangung der restlichen B-
Zellen flhrte.

Aufgrund der groRen Ahnlichkeit des Phéanotyps der Méause der ersten Gruppe kann vermutet
werden, dass die Ubrigen Mause ebenfalls Lymphome entwickelt haben. Diese haben sich
eventuell bis jetzt dem Nachweis entzogen, da sie nicht monoklonal sondern oligoklonal sind.
Da die bisher verwendete Methode zum Nachweis der Klonalitat nicht sehr sensitiv war,
sollen weitere Analysen durchgefuhrt werden, die zeigen werden, ob auch diese Méuse
dominante B-Zell-Klone besaRen. AuBerdem soll untersucht werden, ob die Transformation
der Zellen durch spezielle genetische Ereignisse hervorgerufen wurden.

Fur die Kilassifizierung der beobachteten Lymphome wurden die Gewebe histologisch
untersucht (siehe Abschnitt 3.3.6-7). Bei allen sechs begutachteten Fallen handelte es sich
morphologisch um follikulare Lymphome, die den beim Menschen auftretenden follikuléren
Lymphomen der Klasse I sehr stark ahnelten und wie diese von einer grofRen Zahl reaktiver T-
Zellen durchsetzt waren. Da follikulare Lymphome in den meisten Fallen von
Keimzentrumszellen wie Zentroblasten und Zentrozyten abstammen, jedoch LMP1/CD40-
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M@ause nicht in der Lage sind, Keimzentren zu bilden, stellt sich die Frage, aus welchen Zellen
diese Lymphome hervorgegangen sind. Es ist denkbar, dass durch das konstitutive CD40-
Signal in B-Zellen ein Keimzentrumszell-dhnlicher Phénotyp erzeugt wird. Es soll daher in
weiteren Versuchen Uberprift werden, ob die Zellen dieser Lymphome BCL-6, CD10 und
AID, Marker die man typischerweise in Keimzentrumszellen findet, exprimieren, (Greiner et
al., 2005; Muto et al., 2000; Niu, 2002). Auch der Nachweis von somatischer Hypermutation,
einem keimzentrumsspezifischen Prozess, in den AID involviert ist, kdnnte einen Hinweis auf
einen Keimzentrumsphénotyp der Zellen geben (Muramatsu et al., 2000).

Die bei diesen Mausen beobachteten follikuldren Lymphome sind denen beim Menschen
auftretenden follikularen Lymphomen morphologisch sehr &hnlich. Follikulare Lymphome
gehdren beim Menschen mit 20-30% zu den am hadufigsten diagnostizierten Neoplasien reifer
B-Zellen. In 70-95% der Falle sind sie mit einer Translokation von BCL2 in den lg-Lokus
assoziiert.

BCL-2 wird normalerweise von ruhenden B- und T-Zellen, jedoch nicht von normalen
Keimzentrumszellen, exprimiert (zur Ubersicht Jaffe et al. 2001). Es konnte gezeigt werden,
dass BCL-2 direkt an der Transformation von Zellen beteiligt ist. So fiihrt die Uberexpression
von BCL-2 in vitro zu einer verbesserten Uberlebensrate von B-Zellen und die Expression in
transgenen Mausen zur Entwicklung von massiven follikularen Lymphomen (McDonnell et
al., 1989; Nunez et al., 1990). Da CD40 in der Lage ist, Mitglieder der BCL2-Familie, wie
BCL2 selber und BCL-x zu induzieren (Ishida et al., 1995; Tuscano et al., 1996), wird es sehr
interessant sein, ob es in den hier beschriebenen Tumoren ebenfalls zu einer starken
Expression von BCL2 kommt.

Falls weitere Untersuchungen ergeben, dass in den hier beschriebenen Tumoren, die fur die
humanen follikuldren Lymphome beschriebenen typischen Marken BCL2, CD10 und BCL-6
exprimiert werden, konnten diese Maduse als gutes Modell fir menschliche follikulare
Lymphome dienen.

Die Méuse der zweiten Gruppe sind phanotypisch heterogener. In einem Fall kénnte sich ein
T-Zell-Lymphom entwickelt haben, das bislang jedoch noch nicht n&her charakterisiert wurde
(siehe Abschnitt 3.3.1-2). Auch der andere Fall muss noch weiterfiihrend untersucht werden.

Bei fast allen Mausen, die ein Lymphom entwickelt hatten, trat zusatzlich ein Tumor im
Halsbereich auf. In der histologischen Untersuchung stellte sich diese Tumor als gering
differenziertes Karzinom der Speicheldrise dar. Auffallig war die starke Ahnlichkeit zu den
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beim Menschen auftretenden lymphoepiteliom-artigen Karzinomen der submandibularen
Speicheldrise, die in hohem Mal3e mit EBV assoziiert sind und LMP1 stark exprimieren (Kuo
and Hsueh, 1997; Leung et al., 1995). Inwiefern sich die bei den Mausen auftretenden
Tumore auch molekularbiologisch dieser Entitdt zuordnen lassen, wird durch weitere

Untersuchungen geklart werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ein konstitutives CD40 in der Lage ist,
Lymphome zu induzieren. Die Entstehung von Lymphomen nach B-Zell-spezifischer LMP1
Expression (Kulwichit et al., 1998) kann somit bereits durch das von LMP1 ausgehende
CDA40-artige Signal erzeugt werden, und muss nicht auf ein qualitativ andersartiges Signal der
LMP1 Signaldoméne beruhen.

Es bleibt zu klaren, ob die beobachteten Signalunterschiede zwischen einem konstitutiven und
einem Kkurzfristigen CD40 Signal an der Entstehung dieser Neoplasien beteiligt sind.
Maoglicherweise spielt dabei die Aktivitdt des nicht-kanonische-NFkB-Signalwegs eine
wichtige Rolle. Diese Frage konnte durch eine Kombination des LMP1/CD40-Transgens mit
transgenen Mdausen die einen Defekt im nicht-kanonischen Signalweg aufweisen, Uberprift
werden.

Die Beobachtung, dass ein konstitutives CD40-Signal Lymphome induzieren kann, ist nicht
nur im Bezug auf die EBV-Pathogenese wichtig, sondern spielt auch fir die Risiken einer
maoglichen Behandlung von Hyper-IgM-Patienten eine Rolle. Es gibt mittlerweile
verschiedene Ansatze der Behandlung dieser Patienten, in denen versucht wird, den CD40-
Rezeptor oder dessen Liganden mittels Gentherapie zu ersetzen (Cron, 2003). Auch gibt es
Ansétze fur Therapien, bei denen die kdrpereigene Tumorerkennung durch Stimulation mit
Zellen gefordert werden soll, die CD40L und Tumor assoziierte Antigene exprimieren
(Cormary et al., 2005). Es ist daher wichtig, die mdglichen tumorigenen Eigenschaften eines
konstitutiv aktiven CD40 zu untersuchen, um eine Induktion von Lymphomerkrankungen

durch solche Therapien zu vermeiden.

4.6 Die B-Zellentwicklung in Mausen wird durch die Expression von
EBNAZ2 nicht beeinflusst

Bereits vor 30 Jahren wurde entdeckt, dass EBNA2 fir die Immortalisierung von B-Zellen
durch EBV essenziell ist (Hinuma et al., 1967; Miller et al., 1974). EBNAZ2 ist fur die
transkriptionelle Aktivierung einer Reihe von viralen und zellul&ren Zielgenen verantwortlich.

Zu den zelluldren Zielgenen gehdren z.B. cd21, cd23 und igu (Jochner et al., 1996; Knutson,
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1990; Wang et al., 1987). Auch das Proto-Onkogen c-myc wird durch EBNAZ2 transkriptionell
aktiviert (Kaiser et al.,, 1999). Die Beobachtung, dass EBNA2 in verschiedenen EBV-
assoziierten malignen Erkrankungen von immunsupprimierten Patienten exprimiert wird,
fiihrte zu der Frage, ob bei der Immortalisierung von B-Zellen durch EBV, EBNA2 nur die
Aktivierung der viralen Gene dbernimmt oder auch selber durch die Aktivierung der
zelluléren Gene Einfluss auf diesen Prozess nimmt. Gegen einen direkten transformierenden
Effekt von EBNA2 spricht, dass die B-Zellen von IM-Patienten, die nur EBNA2 exprimieren,
Klein und ruhend aussehen, im Gegensatz zu den aktivierten Zellen die EBNAZ2 in
Kombination mit LMP1 exprimieren (Niedobitek et al., 1997). Andererseits konnte gezeigt
werden, dass die Expression von EBNAZ2 in Nierenzellen der Maus zur Bildung von
Nierentumoren fiihrt (Tornell et al., 1996).

Bisher konnte der alleinige Einfluss von EBNA2 auf B-Zellen nicht Gberpruft werden, da
EBNA2 immer nur in bereits transformierten Zellen oder im Zusammenspiel mit anderen
viralen Genen untersucht wurde. Von seinem zelluldéren Homolog Notch2, welches ebenfalls
uber RBP-Jk an die Promotoren seiner Zielgene bindet und in B-Zellen exprimiert wird, ist
bekannt, dass es fur die Entwicklung der Marginal-Zonen-B-Zellen essentiell ist (Saito et al.,
2003). Um zu berprifen, ob und welchen Einfluss EBNA2 auf die B-Zellentwicklung hat,
wurde der Mausstamm EBNA2"T"" generiert und EBNA2 durch die Verpaarung mit
CD19cre- und CD21cre-Mé&usen B-Zell spezifisch exprimiert. Die hier vorgestellten Analysen
waren dabei bislang auf die mit CD19cre gepaarten Méusen fokussiert. Die Expression von
EBNAZ2 konnte in diesen Mausen im Western-Blot mit einem gegen den Carboxyterminus des
Proteins gerichteten AntikOrper nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.4.1-2). Trotz der
nachgewiesenen Proteinexpression konnte in den bisherigen Analysen keine signifikante
Veranderung des Phanotyps dieser Méause beobachtet werden. Weder die B-Zellpopulationen
des Knochenmarks noch die der Milz oder der Lymphknoten waren verdndert (siehe
Abschnitt 3.4.4). Da fir die Differenzierung von MZB-Zellen ein Notch2-Signal bendtigt
wird, wurde vermutet, dass der Anteil der MZB-Zellen in EBNA2-Mausen verandert sein
konnte. Die B-Zell-spezifische Expression von EBNA2 fuhrt jedoch zu keiner starken
Verdanderung des MZB-Zell-Anteils. Ob EBNAZ2-exprimierende Mause eine funktionale
Immunantwort zeigen, soll durch die T-Zell-abh&ngige Immunisierung demnéchst tberprift
werden.

Da verschiedene Onkogene erst in der Kombination mit weiteren transformierenden
Ereignissen wirklich zur Transformation von Zellen fiihren, bleibt abzuwarten, ob é&ltere

EBNA2-exprimierende Mause vermehrt Lymphome bilden. Die bisherigen Ergebnisse euten
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jedoch an, dass EBNA2 bei der B-Zell-Immortalisierung vor allem eine Funktion in der
Regulation der viralen Zielgene hat, und die transformierenden Eigenschaften durch Proteine
wie LMP1 vermittelt werden.

Es bleibt zu klaren, weshalb in EBNAZ2-exprimierenden M&usen keine Regulation der in
lymphoblastoiden Zelllinien beschriebenen zelluldren Zielgene CD21, CD23 oder Igu
nachzuweisen war. Da EBNAZ2 in lymphoblastoiden Zelllinien jedoch aller
Wahrscheinlichkeit nach starker exprimiert wird als in den hier beschriebenen Maéusen,
besteht die Mdéglichkeit, dass das Transgen in diesen Mausen zu schwach exprimiert wird, um
diese zu regulieren. Um eine stirkere Expression von EBNA2 zu erreichen, werden die
EBNA2-Mause momentan auf Homozygotie des Transgens geziichtet.

Es ware auch denkbar, dass EBNAZ2 in der Maus verschiedene Interaktionspartner nicht zur
Verfligung stehen, mit denen es in menschlichen Zellen interagiert. Da jedoch EBNA2 genau
wie ein aktivierter Notch-Rezeptor in Vorlauferzellen von Maus-Myoblasten die
Differenzierung verhindern kann, (Sakai et al., 1998) und die Expression von EBNAZ2 in
Nierenzellen von Mé&usen zu Nierenkarzinomen fuhrt (Tornell et al., 1996), ist davon
auszugehen, dass die in humanen Zellsystemen beschriebenen Funktionen von EBNA2 auch
in der Maus aktiv sind. Um dieser Frage nachzugehen, sollen EBNA2-M&use mit Notch2-
defizienten Mausen gekreuzt werden. Sollte EBNAZ in der Lage sein, Notch2 bei der Bildung
von MZB-Zellen zu ersetzen, wdre seine Funktionalitdt bewiesen. Auch sollte beachtet
werden, dass es in der Zelle mdglicherweise zu einer Konkurrenz zwischen EBNA2 und
Notch um die Bindung der Interaktionspartner kommen kann. Sollte dies der Fall sein, ist
maoglicherweise in den Notch-defizienten Mdusen mit einem Effekt der EBNA2 Expression

zu rechnen.

Insgesamt zeigt die hier vorgestellte Arbeit, dass das Epstein-Barr-Virus tiber LMP1 durch die
Imitation eines aktiven CDA40-Rezeptors, zur Proliferation und indirekt auch zur
Transformation von B-Zellen in vivo fihren kann. Die hier vorliegenden Ergebnisse der
EBNA2-exprimierende Méuse deuten an, dass EBNA2, bei diesem Prozess hauptséchlich fiir
die Regulation der viralen Gene verantwortlich ist und keinen direkten Einfluss auf zelluldre
Gene in B-Zellen hat.
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5 Zusammenfassung

Die Epstein-Barr-Virus vermittelte Immortalisierung von B-Zellen wird durch die viralen
Proteine LMP1 und EBNA2 gesteuert. Beide Proteine immitieren, die Signale von zelluléren
Faktoren, die bei der B-Zell-Differenzierung eine wichtige Rolle spielen. Ziel des ersten Teils
dieser Arbeit war es, den Einfluss eines konstitutiv aktiven CD40 auf die B-Zellentwicklung
zu untersuchen, um zu zeigen, in wieweit LMP1 durch die Nachahmung eines konstitutiven
CDA40-Signals B-Zellen in deren Entwicklung beeinflussen oder sogar transformieren kann.
Dazu wurden transgene Mause generiert, die ein Fusionsprotein, bestehend aus der
Transmembrandomédne von LMP1 und der Signaldomdne von CD40, B-zellspezifisch
exprimierten. Dieses LMP1/CD40-Fusionsprotein erzeugt Liganden-unabhéngig ein
konstitutiv aktives CD40-Signal. Die LMP1/CD40-exprimierenden Mduse entwickelten eine
ausgepragte Splenomegalie, die mit einer starken Zunahme der Anzahl von follikularen und
Marginalzonen B-Zellen einherging. Im Gegensatz dazu, war die Anzahl der B1-Zellen in der
Peritonealhohle reduziert. Die B-Zellen in der Milz und in den Lymphknoten zeigten einen
aktivierten Phanotyp, wie durch die ZellgroRe und die verstarkte Expression von
Aktivierungsmarkern nachgewiesen werden konnte. AuBerdem proliferierten die ex vivo
isolierten LMP1/CD40-exprimierenden B-Zellen spontan und Uberlebten ldnger als
Wildtypzellen in Kultur. Die Aktivierung der Zellen war erstaunlicherweise nicht von einer
verstarkten Aktivitat des kanonischen NFkB-Signalweges begleitet, wie es bei einer CD40-
Aktivierung von Wildtyp B-Zellen der Fall ist, sondern von einer schwachen Aktivierung des
nicht-kanonischen NFkB-Signalweges, was auf einen qualitativen Unterschied zwischen dem
konstitutiven und dem Liganden-aktivierten CD40 Signal hinweist.

Wie fir LMP1 bereits beschrieben, hemmte auch LMP1/CD40 die Keimzentrumsbildung
nach Immunisierung mit T-Zell-abhéngigen Antigen. Dies zeigt, dass nicht die Signaldoméne,
sondern die konstitutive Aktivitdt von LMP1 fur die Hemmung der Keimzentrumsreaktion
verantwortlich ist. Daraus lasst sich schlielen, dass falls eine EBV-infizierte Zelle ins
Keimzentrum eintritt, zeitweilig keine LMP1-Signale vorhanden sein durfen. Des Weiteren
zeigte sich, dass im Gegensatz zu LMP1 die LMP1/CD40-Expression nicht nur zu einer
Reduktion der hochaffinen- sondern auch der niederaffinen-Antikdrper nach T-Zell-
abhangiger-Immunisierung fihrte. Auch war LMP1/CD40 nicht in der Lage, wie LMP1 den
extrafollikularen Klassenwechsel in CD40-defizienten Madausen zu rekonstituieren. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die LMP1-Signaldoméne zusétzliche Eigenschaften besitzt,
die der CD40-Signaldomane fehlen.
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Im Alter zwischen 12 und 18 Monaten entwickelten 31% der LMP1/CD40-exprimierenden
Mause follikulare Lymphome, die morphologisch denen beim Menschen auftretenden
follikularen Lymphomen stark ahneln. Damit haben LMP1/CD40-exprimierende Méause eine
ahnliche Tumorinzidenz wie LMP1-exprimierende M&use. Diese Daten zeigen zum ersten
Mal, dass ein konstitutives CD40-Signal Lymphoproliferation induziert und letztendlich zur
Entstehung von Lymphomen fiihren kann. Fur LMP1 l&sst sich daraus schlieRen, dass es
bereits durch die Nachahmung eines konstitutiv aktiven CD40 Rezeptors transformierende
Eigenschaften hat.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Frage, ob EBNAZ2 als virales Pendant zu
einem aktivierten Notch-Rezeptor direkten Einfluss auf die B-Zell Entwicklung hat. Zu
diesem Zweck wurden transgene Mause generiert, in denen die EBNA2-Expression B-
zellspezifisch aktiviert werden kann. Obwohl es mdglich war, die Expression des Proteins in
den B-Zellen der Maus nachzuweisen, wurde bei diesen bislang keine Verdnderung des B-
Zell-Phanotyps beobachtet. Dies kdnnte andeuten, dass EBNA2 bei der Transformation von
B-Zellen im viralen Kontext in erster Linie der Regulation der viralen Proteine dient. Es bleibt
jedoch abzuwarten, ob EBNAZ2-exprimierende Mause in hoherem Alter vermehrt maligne
Erkrankungen zeigen.
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Chemikalien, Enzyme, Gerate und Reagenzien

Amersham Biosciences
Freiburg

Hyperfilm-ECL; ECL-Western Blotting Reagenz;
“Ready-to-go DNA labelling beads”; Hybond-N-
Zellulosemembran; Hybond-P-Nitrocellulose Membran;
o*2P-dCTP (3000Ci/mmol),

BectonDickinson GmbH, | 70um , Zell-Strainer; FACS Antikorper; ELISA
Heidelberg Antikorper; FACS-Calibur

BioRad, Hercules, Western-Blot-Aparatur; PCR-Maschineg;
USA Elektrophoresekammer

Biozol, Agonistische a-CD40-Antikorper (Klon 1C10)

Eching

Biosearch Technologies,
Novato-CA USA:

NP-CGG (Chicken Gamma Globulin)

Biochrom KG, Fotales Kélberserum (FKS)

Berlin

Branson Sonifier 250

Corning-Schiphol-Rijk Reagent Reservoir 50ml aus Polysterene; PCR-Tubes;
Niederlande

Difco Laboatories
Detroid, Michigan, USA

Bacto-Agar; Hefeextract; Trypton

Diagnostic chemicals limited PEI
USA

Ditheriothreitol (DTT)

Eastman Kodak  Company, | Biomax MS Filme

Rochester, N.Y., USA

Eppendorf Geratebau Tischzentrifuge 5415, Reaktionsgefalie in verschiedenen

Hamburg GroRen, BioPhotometer

Eppendorf, Tag-DNA-Polymerase; dNTP-Nukleotide Thermomixer

Kdln compact; Tag DNA Polymerase; dNTP Set; Photometer;
Eppendorftischzentrifuge

Genomed, Maxi-Praparations-Kit fur Plasmidpraparationen

Bad Oeynhausen (Jetstar)

Gibco BRL, Life Technologies, | Fotales Kélberserum (Feeder-Zellkultur,

Eggenstein

Mauspraparationen);  L-Glutamin  fur  Zellkultur;
Natrium-Pyruvat fur Zellkultur; Penicillin/Streptomycin;
Trypsin-EDTA (1x); Trypanblau; Zellkulturmedien;
RPMI 1640, DMEM; Yeast Extract; Bacto-Agar; Bacto-
Trypton; Trypanblau

Hereus Christ

Dusseldorf

Instruments,

Zytoperm-Begasungs-Brutschrank;  Umluft-Sterilbank;
Zentrifuge

Invitrogen Life Techologies
USA

1kb DNA-Ladder; Pre-Stained Protein Ladder; Agarose

ICN Biomedicals
USA

Bovines Serumalbumin (BSA)
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Kodak, USA

Entwicklermaschine X-OMAT

Linaris
Wertheim-Bettingen

Avidin/Biotin Blocking Kit

MBI Fermentas
St.Leo-Rot

Restriktionsendonukleasen

Metabion Martinsried

Oligonukleotide

Miltenyi-Biotec

CD43 und CD19-Beads; LS-Columns; LD-Columns

New England BioLabs
Frankfurt

T4 Ligase DNA-Ligase; Restriktionsendonukleasen;

New Brunswick
Edison, USA

Scientific,

Bakterienschuttler

Nunc GmbH, Wieshaden

Cryotubes;Zellkulturschalen; Zellkulturflaschen
Immunoplatten 196F Maxi —SORB fir ELISA

Oxoid, Defibriniertes Schafblut

Wesel

Promega Maus-1L4

PAN Fotales Kalberserum (ES-Zellkultur)

Quiagen, Maxi DNAeasy Kit fir DNA Praparation

Hilden

Roche Alkalische  Phosphatase;  Polyd(I-C);  Ampicillin;
Proteaseinhibitor

Roth Phenol, Acrylamid

Karlsruhe

SAKURA O.C,T. Tissue-Tek

Science Services-Miinchen

Einbettformen

Sigma,
St Louis USA

Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP);
Lipopolysacharid E.coli 055:B5 Purified by trichloacetic
acid extraction; Ethidiumbromid

Schubert & Weiss

Neubauer-Zahlkammer

Stratagene, La Jolla, USA:

PFU-DNA-Polymerase

VMR International:

Albumin Fraktion V; Spritze

Zeiss
Jena

Mikroskop; Binokular

Alle hier nicht aufgefiihrten Materialien werden im Methodenteil erwahnt oder wurden von

Sigma Chemie (Munchen), Merck-Eurolab GmbH (Darmstadt), Greiner (Frickenhausen) oder

Falcon (Uber BD-Bioscience, Franklinlakes, NJ USA) bezogen.
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6.1.2 Plasmide

pSG5-LMP1/CD40 (Ursula Strobl, Institut fur klinische Molekularbiologie Muinchen)
Dieses Plasmid enthélt die cDNA fir das Fusionsprotein LMP1/CD40 unter der Kontrolle des
SV40 Promotors/Enhancers. Am Anfang des dritten Exons von Impl, 68 bp vor der Ncol-
Schnittstelle, wurde die Sequenz fir ein ,,HA-Tag" kloniert, um das Protein besser detektieren
zu konnen. Hinter dem Gen ist eine Polyadenylierungs-Sequenz Kloniert. Das Plasmid wurde
als Quelle fur die Klonierung des Impl/cd40 Targeting-Vektors verwendet und als positive
Kontrolle fur die Western-Blot-Analysen in 293 Zellen transient transfiziert.

pRosa26-5-pBS KS (Phillipe Soriano, Seattle)
pBSIIKS-Klonierungs-Plasmid mit einem 550bp langen Fragment aus dem ersten Intron des
Rosa26-Lokus, welches von einer EcoRI- und einer Pacl-Schnittstelle flankiert ist. Das so

gewonnene Fragment kann als Southern-Blot-Sonde verwendet werden.

pGK-cre-bpA (Kurt Fellenberg, Institut fir Genetik, Koln)

Dieses Plasmid tragt das Gen fir die Rekombinase Cre, welches unter der Kontrolle des
Promotors des Haushaltsgens ,,Phosphoglyceratkinase” (PGK) steht. Hinter dem Cre-
Rekombinase-Gen befindet sich eine Polyadenylierungssignalsequenz (bpA), die fir die

richtige Expression des Gens notwendig ist.

Il Ga986/20
Dieses Plasmid tragt die EBNA2 kodierende Sequenz des EBV Klons ,,MABA*, die fiir die
Generierung der EBNA2-transgenen Maus verwendet wurde.

pTVRo0sa26 LMP1

Bluescript-Vektor mit dem vom Epstein-Barr-Virus kodierten latenten Membranprotein 1
(LMP1), das in eine Targetingkassette integriert ist, die es ermdglicht, das Transgen Uber
einen 1kb und einen 4kb langen dem rosa26-Lokus homologen Bereich in den rosa26-Lokus
zu integrieren (Ausgangsplasmid: pRosa26-1: Phillipe Soriano, Seattle). Vor dem Transgen
ist eine mit loxP Sequenzen flankierte Stopp-Kassette integriert, die die FRT-Sequenz
flankierte Sequenz des ,rot fluoreszierenden Proteins”“ (RFP) kodiert. Darauf folgt das
neomycin Gen und im Anschluss eine Stopp-Sequenz, die eine Polyadenylierungs-Sequenz
mit Stopp-Kodons in allen drei Leserahmen trégt. Der Vektor tragt aulRerhalb der
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Targetingkassette das Gen des Selektionsmarkers Diphtheriatoxin (DTA), dessen

Transkription von einem pGK Promotor gesteuert wird. (Sequenz siehe Appendix1)

6.1.3 Sonden fur Southern-Blot-Analysen

Rosa26-Sonde

Die 550 bp Sonde wurde aus dem Plasmid pRosa26-5-pBS KS mit den Enzymen EcoRI und
Pacl isoliert. Waschbedingungen: Membran nach Hybridisierung 30 Min. bei 65 °C in
1xSSC 0,1 % SDS waschen.

Neo-Sonde

Der Sonde wurde das Neoresistenz-Gen (neo’-Gen) mit EcoRI und Xbal aus dem pEasy-Flox
geschnitten und mit diesen Schnittstellen in PBIIKS inseriert. Anschlieend wurde die Sonde
(466 bp) mit Rsrll und Pstl aus dem Plasmid prépariert. Waschbedingungen: Die Membran
wurde flr 10 Minuten in 1x SSC 0,1 % SDS bei 65 °C gewaschen.

EBNAZ2 Sonde

Die EBNA2 Sonde wurde aus dem Vektor CD27.8 isoliert, mit Hilfe der Restriktionsenzyme
BamHI und Ncol geschnitten und das 619 bp GrolRe Fragment isoliert. Der Vektor tragt die
ebna2 Sequenz, die in einen Bluescript Vektor kloniert wurde. Waschbedingungen: Membran
nach Hybridisierung 30 Min. bei 65 °C in 1xSSC 0,1%SDS gewaschen

IgH Sonde (Gao et al., 2000)

Bei der IgH Sonde handelt es sich um eine Sequenz die zwischen den J4- und Ep-Segmenten
des IgH Lokus sitzt und mit den Enzymen Nael und EcoRI aus diesem isoliert wurde. Das
Fragment ist in einen Bluescript-Vektor kloniert und kann mit den Schnittstellen EcoRI und
Hindlll aus dem Plasmid geschnitten werden. Waschbedingungen: Membran nach
Hybridisierung ca.15 Min. bei 60 °C mit 2xSSC, 0,1 % SDS waschen.

6.1.4 Bakterien

XL-1blue: Escherichia coli-Stamm
Genotyp: F:Tul0 proA+B+ laclq D (lacZ) M15/recAl end Al gyr A96 (Nalr) thi hsd R17
(rk-mk+) glu V44 rel Al lac. Der Orginalbakterienstamm wurde von der Firma Stratagene

bezogen, und von G. Laux zur Verfiigung gestellt.
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DH5a

Escherichia coli-Stamm;

Genotyp: F', ¢dlacZ A M15, endAl, recAl, hsdR17 (rc, my’), SUPE44, thi-1, gyrA96, relAl,
A(lacZY A-argF)U169,

6.1.5 Zelllinien

Balb/C embryonale Stammzellen (ES) (B. Ledermann und K. Birki, Basel)
ES-Zelllinie aus Mausblastozysten des Stammes Balb/C J. wurden fiir die Generierung des
Mausstammes LMP1/CD40"™" verwendet.

Bruce4 embryonale Stammzellen (ES) (Klaus Rajewsky, Genetik KéIn-NCBI Boston)
ES-Zelllinie aus Mausblastozysten des Stammes C57/BL6. wurden fir die Generierung des

Mausstammes EBNA2 15T°P yerwendet.

293-Zellen (Graham et. al., 1977) von Ursula Strobl, GSF Miinchen zur Verfligung gestellt.
Transformierte fibroblasten &hnliche Zell-Linie wurde aus embryonalen Nierenzellen
gewonnen. In dieser Arbeit wurde sie fir die Herstellung der Positivkontrolle fur den
Western-Blot transient mit den Plasmiden pSG5-LMP1/CD40 transfiziert.

Raji (Pulvertaft et. al., 1964) von Georg Bornkamm, GSF Miinchen zur Verfligung gestelit.
EBV-positive Burkitt-Lymphom Zelllinie.

Embryonale Fibroblasten (EF-Zellen)
Wurden aus Mausen des Maustammes DR-4 (Tucker et al., 1997) von Frau Angela Egert

(Institut fur Genetik K6ln) prapariert und fur diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

6.1.6 Mausstamme

C 57BL/6 (Charles River, WIGA, Sulzfeld)
Wurden zur Verpaarung der EBNA2 transgenen verwendet um ein Wildtyp Allel zu halten.

Balb/C J (GBF/Braunschweig)
Mause dieses Stammes wurden zur Zucht der Ammenmiitter verwendet.
Aullerdem wurden die erzeugten Chiméren mit diesem Inzuchtstamm gekreuzt, um diese auf

Keimbahntransmission zu uberprifen und einen stabilen Stamm zu etablieren.
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C57BL/6 X Balb/C
Aus der Kreuzung dieser Stdmme wurden die Weibchen flir den Blastozystentransfer
gewonnen, sowie die vasektomierten

Méannchen, die zur Erzeugung der

Scheinschwangerschaft bei den Weibchen bendtigt wurden.

DR-4 (Tucker et al., 1997)
Dieser Stamm wurde zur spateren Gewinnung von Fibroblasten mit C57BL/6 Mausen

gekreuzt.

CD19cre (R.C.Rickert, Institut fur Genetik, Kéln (Rickert et al., 1997))
C57BL/6 Stamm mit einer Integration des Gens fir die Cre Rekombinase in den CD19 Lokus.

CD21cre (M. Kraus, Instiut fir Genetik, Koln (Kraus et al., 2004))
C57BL/6 Stamm mit einer Integration des Gens flr die Cre Rekombinase, das von dessen
Expression von einem kunstlich inserierten CD21 Promotor gesteuert wird. EDV

Folgende Programme wurden zum Erstellen dieser Arbeit verwendet:

6.1.7 EDV

Folgend eProgramme wurden zum Erstellen dieser Arbeit verwendet:

Microsoft Exel 2000

Tabellen und

Kalkulationen

CELLQuest
Becton Dikinson

FACS Aufnahmen

und Auswertung

Microsoft Word XP

Textverarbeitung

Internet Explorer

Literaturarbeit

Clone Manager 6

Sequenzverabeitung

Microsoft Powerpoint

Bildbearbeitung

Adope Photosphop

Bildbearbeitung

OpenLab Improvision

Digitalaufnahmen

6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 DNA-praparative Techniken

6.2.1.1 DNA-Isolation

DNA-Praparation von ES-Zellen in 96-Loch-Platten

Fur die Préaparation der ES-Zell-Klone aus 96-Loch-Platten wurden diese bis zur Konfluenz
kultiviert. Die Zellen wurden dann zweimal mit PBS gewaschen und je Loch 50 ul Lyse-

Puffer (10 mM Tris pH7,5, 10 mM EDTA, 10 mM NacCl, 0,5 % Sarcosyl,1 mg/ml Proteinase
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K) zugegeben. Die Platten wurden dann in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 56 °C
Uber Nacht inkubiert und am néchsten Tag bei Raumtemperatur fir 30 Minuten abgekahlt.
AnschlieBend wurden 100 ul 100 %-Ethanol je Loch zugesetzt, um die DNA zu prazipitieren.
Nach einer Stunde Inkubation bei RT wurde die DNA durch Zentrifugation sedimentiert und
der Uberstand vorsichtig abgegossen. Die DNA wurde dann noch zweimal mit 100 pl 75 %-
Ethanol gewaschen, anschlieBend getrocknet und direkt in (35 pl/Loch) der vorbereiteten

Losung fur den darauf folgenden Restriktionsverdau resuspendiert.

DNA-Praparation von ES-Zellen aus 10 cm-Platten

Zur Préparation der genomischen DNA von ES-Zellklonen in groReren Mengen wurden die
Klone auf 10-cm-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und in Lysepuffer (siehe 2.1.1.1) aufgenommen. Nach 5 Minuten Inkubation bei
37 °C wurden dann die sich von der Unterlage 16senden Zellen mit einer Pipette in Falcon-
Réhrchen Uberfuhrt und bei 56 °C ber Nacht inkubiert. Am néchsten Morgen wurde die
DNA uber eine Ethanol-Prazipitation (siehe 1.2.1.2) isoliert. Statt der Zentrifugationsschritte
wurde die DNA jedoch mittels eines Glashakens aus der Ldsungen geholt und bei jedem

Schritt in ein neues Gefalk Uberfihrt.

DNA Isolation aus Mausschwanzzellen

Es handelt sich um ein leicht abgewandeltes Verfahren von Laird (Laird et al., 1991). Den
Mausen wurde ein etwa 0,3 cm langes Stiick des Schwanzes abgeschnitten und tber Nacht in
500 ul Lysepuffer (Tris/HCI pH 8, (100 mM); EDTA (5 mM); SDS (0,2 %); NaCl (200 mM);
100pg/ml Proteinase K) bei 56 °C inkubiert. AnschlieBend wurden Knochen und Haare durch
5 minlitiges Zentrifugieren bei 10000 x g sedimentiert und der Uberstand in ein neues GefaR
uberfiihrt. Zur Proteinfallung wurde 1/3 5M NaCl-Losung zugegeben und nach erneuter 10
miniitiger Zentrifugation bei 10000 x g der Uberstand in ein neues GefaR Gberfilhrt. Dem
Ansatz wurde dann 1 ml 100 % Ethanol fir die DNA-Prézipitation zugesetzt und wie oben
erneut zentrifugiert. Danach wurde noch einmal mit 70 % Ethanol gewaschen und wie vorher
beschrieben zentrifugiert. Danach wurde die DNA getrocknet und anschlielend in 100 pl
Tris/HCI aufgenommen und geldst indem sie fur mehrere Stunden bei 37°C geschiittelt

wurde.
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Isolation genomischer DNA fiir Southern-Blot-Analysen
Um eine moglichst reine DNA flr Southern-Blot-Analysen zu erhalten, wurde die DNA aus
5x10° Zellen mit Hilfe des Qiagen DNA Maxi Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Die DNA wurde

anschlieRend gefallt und in 50 pl TE aufgenommen.

Isolation von Plasmiden aus Bakterien

Plasmid DNA wurde fur die Klonierung mit dem Jetstar Kit nach Angaben des Herstellers
gereinigt. Fur die Transfektion wurden die Plasmide mit Hilfe des Quiagen Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers gereinigt.

6.2.1.2 DNA Fallung und Reinigung

Ethanol Prazipitation der DNA

Der geldsten DNA wurde zundchst 1/10-Volumen 3 M NaAc und 2 % Volumen 100 % EtOH
zugesetzt. Danach wurde die Probe fir 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend mit
9000 x g fur 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abgegossen und
die DNA mit 3 Volumen 70% EtOH gewaschen. Nach 10 Minuten Inkubation bei RT wurde
dann wiederum bei 9000 x g zentrifugiert, getrocknet und anschlieend in H,O oder in 10

mM Tris-Puffer (HCI) pH 7 aufgenommen.

Phenol Extraktion von DNA:

Mit dieser Methode kdnnen Proteinkontaminationen in der DNA-L6sung beseitigt werden.
Die DNA-L6sung wurde auf ein Minimalvolumen von 200 pl gebracht und anschlieRend mit
Volumen TE-gesattigtem Phenol (pH 8,0) versetzt. Nach dem Vermischen der Ldsungen
durch zweiminditiges starkes Schutteln wurde die Phasentrennung durch Zentrifugation bei
9000 x g fur zwei Minuten erzielt. Die obere Phase wurde in ein neues Gefa tberfihrt und
mit einem Volumen Chloroform versetzt. Durch zweimindtiges starkes Schiitteln wurden die
Losungen vermischt und wiederum wie oben zentrifugiert. Die DNA, in der oberen wassrigen

Phase, wurde anschliefend durch Ethanol-Prazipitation gefalit.

6.2.2 Techniken der DNA-Analyse

6.2.2.1 Enzymatische Spaltung von Plasmid-DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen wurde unter den vom Hersteller
vorgeschlagenen Bedingungen und Puffern durchgefihrt.
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6.2.2.2 Enzymatische Spaltung genomischer DNA aus ES-Zellen:

Bei der Spaltung von genomischer DNA aus Zellen, die direkt in 96-Loch-Platten prapariert
wurden, wurde die DNA direkt nach der Fallung in 35 pl Restriktionslésung (Spermidin 1
mM, DTT 1 mM, BSA 100 pg/ml, RNAse 50 pg/ml, Puffer (10X) 1/10 Volumen, Enzym 50
U/Loch) aufgenommen und die Platten, nach der Versiegelung mit Parafilm, in einer
wasserdampfgeséttigten Atmosphare Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Fur die Spaltung genomischer DNA, die bereits geldst war, wurden 5-10 pg DNA mit 50-60
ul Restriktionslosung bei 37 °C iber Nacht inkubiert.

6.2.2.3 Southern-Blot nach Southern, E.M.

Durch die von Southern entwickelte Methode ist es mdglich, die in einem Agarosegel durch
elektrophoretisch der GrolRe nach aufgetrennte DNA auf eine Membran zu transferieren.
Durch das anschlieRende Hybridisieren der fixierten DNA auf der Membran mit einer
radioaktiv markierten Sonde ist es moglich, spezifische DNA-Fragmente als Banden auf der
Membran zu detektieren. Dabei ist die Spezifitat des Nachweises von der Spezifitat der Sonde
abhéngig, die einem Teil der nachzuweisenden Region komplementar ist.

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA wurde nach Zugabe von 1/10 Ladepuffer auf ein
0,8-1 % Agarosegel (Ethidiumbromid 5ug/ml) aufgetragen. Um spater die GrolRe der
detektierten Fragmente bestimmen zu kdnnen, wurde zusétzlich ein GrolRenstandard auf das
Gel aufgetragen (7,5 ng 1 kb DNA-Leiter). Nach der Auftrennung der DNA im Gel durch
Gelelektrophorese (Sambrook et al., 2001), wurde dieses zusammen mit einem Lineal unter
UV-Licht fotografiert. AnschlieBend wurde das Gel fir 20 Minuten in 0,25 N HCI auf dem
Schuttler geschwenkt. Danach wurde es kurz mit Wasser gewaschen und 40 Minuten in dem
alkalischen Transferpuffer (0,4 M NaOH; 0,6 M NaCl) inkubiert. AnschlieBend wurde die
Blot, wie in Abb. 1.7 zu sehen, aufgebaut. Nach 4-16 Stunden wurde der Blot abgebaut, die
Position der Geltaschen markiert und die Membran kurz in 2x SSC geschwenkt. Danach
wurde die DNA 2 h bei 80 °C gebacken auf dieser fixiert. Danach konnte der Blot fur die
Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde vorbereitet werden.
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| | Glasscheibe Abbildung.7.1 Aufbau Southern-Blot:

_ ~ Auf einen Stapel mit Papiertichern wurden zwei
2x Whatman Papier mit  trockene 3MM-Papiere gelegt, danach ein weiteres in
Verbindug zum Reservoir . . .
3x Whatman Papier (feucht) Transferpuffer getrdnktes und anschlieBend die

ebenfalls in Puffer angefeuchtete Nylon-Membran

[ | el Hybond-N  (Amersham  Bioscience,  Freiburg).
Membran AnschlieBend wurde das Gel auf die Membran gelegt
T 3xWhatman Papier (feuchty  und mit drei weiteren angefeuchteten 3MM-Papieren
Srrrraaaaan Pani zugedeckt. Zum Schluss wurde die Verbindung zum
eSS Paper ; . ;
SRS Transferpuffer-Reservoir uber zwei lange
AR AT angefeuchtete 3MM-Papiere hergestellt und der ganze

Aufbau mit einer Glasscheibe abgedeckt.

Hybridisierung der Southern-Blot Membran

Zum Blocken unspezifischer Bindungen wurden die Membranen prahybridisiert. Der Blot
wurde dazu in 2XSSC (0,3 M Na CI; 0,03 M NaCitrat) angefeuchtet und in einem
Glaszylinder in vorgewarmter Hybridisierungslésung (1 M NaCl, 50 mM Tris pH 7,5,10 %
Dextransulfat, 1 % SDS, 250 pg/ml sonifizierte Lachssperma DNA) fur mindestens 3 Std. bei
64 °C im Hybridisierungsofen, inkubiert.

Markierung der Sonde

Es wurden jeweils 50-100 ng Sonden-DNA mit 50uCi a32-dATP mit Hilfe des ,,Random
Prime Labeling Kit“ (Amersham Bioscience; Freiburg) nach Firmenprotokoll markiert.
AnschlieBend wurde die markierte Sonde mit Hilfe einer G50 Sephadex Saule (Amersham
Bioscience; Freiburg) nach Firmenprotokoll gereinigt. Danach wurde die Probe durch
finfmindtige Inkubation bei 100 °C denaturiert und der Hybridisierungslosung beigemischt.
Die Membran wurde anschlieBend 16 Std. bei 65 °C im Hybridisierungsofen inkubiert und
anschlieBend mit vorgewdrmtem Waschpuffer bei 56 °C -60 °C gewaschen. Die
Waschbedingungen wurden je nach Sonde variiert und sind daher bei der Beschreibung der
Sonden einzeln vermerkt. Die markierten Banden auf der Membran lieBen sich im Anschluss
mit einem fotosensitiven Film (Biomax MS PE Applied Biosystems 35x43 cm, KODAK
Film) nachweisen. Die radioaktive Sonde konnte bis zu zwei Wochen aufgehoben und nach

zehnminutigem Aufkochen wieder verwendet werden.

Entfernen einer Sonde

Es ist mdglich, eine Membran mit verschiedenen Sonden zu hybridisieren. Zur Vermeidung
von (berlappenden Signalen wurde die alte noch an die Membran gebundene Sonde
abgewaschen. Dazu wurde der Blot in ca. 20 Min. 95 °C heil3e, 0,1 % SDS Ldsung gegeben
und langsam auf 51 °C abgekihlt. Mit Hilfe des Phosphoimagers (Fuji Bas 1000, Japan)
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wurde untersucht, wie gut die alte Sonde entfernt wurde. AnschlieBend konnte die Membran

wie Ublich fur die Hybridisierung verwendet werden.

6.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985; 1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von DANN-Fragmenten aus ES-
Zellen verwendet, um die Sequenz des integrierten Targetingvektors vor der Generierung der
transgenen Mause durch Sequenzierung der amplifizierten DNA zu Uberpriifen. Diese
Technik wurde aullerdem fur die Genotypisierung der transgenen Méause verwendet. Hierzu
wurde genomische DNA verwendet, die aus Schwanzzellen der Méause isoliert wurden. Die
Magnesium-Konzentration der Reaktionsansatze sowie das PCR-Programm wurden je nach
Primerpaar gewahlt.

Reaktionsansatz: Reaktions-Zyklus:

DNA ca.5-10 ng Starttemperatur: 94°C 2 Min.. 30 sec.
Primer (50 uM) 1ul Zyklische Denaturierung: 95°C  45sec.
dNTP-Mix (2 mM) 10 pl Hybridisierung: 56-58 °C 45 sec.
MgCl, (50 mM) 2-3 ul Verlangerung: 72°C 45 sec.-1% Min.
DMSO (100 %) 0,5 ul Finale Verlangerung: 72°C  7-10 Min.
Tag-Polymerase (5U) 0,5 ul Anzahl der Zyklen: 28-31

Puffer (10 X) 5ul

Wasser auf 50 pl auffullen

Primer Name: Primer Sequenz

36: neo fwl CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC

37: neo rev AGG TGA GAT GAC AGG AGATC

38: CD40wt revl GAG ATG AGA AGG AAG AAT GGG AAA AC

39: CD40wt fwl GGC AGT AAG ACG ATG TGA CAA CAG AG

60: Rosa fwl CTC TCCCAAAGT CGCTCT G

61: RFP fw Seq GGT GCT TCA CGT ACA CCT TGG AGC

62: Rosa rev2 TAC TCC GAG GCG GAT CAC AAG C

Cre7 TCA GCT ACA CCAGAG ACG G

CD19d CCA GAC TAG ATA CAG ACC AG

CD19c AAC CAG TCAACACCCTTCC

CD21 NDE TCT GGC ATACTT ATT CCC TGA AG

CD21 Cre rev GAA CCT CATCACTCGTTGCATC

Ex1Fwl LMP1 AGG AGC CCT CCT TGT CCT CTA

CD40 PCR3 CTG AGATGC GAC TCT CTT TGC CAT
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Primerpaare und PCR Bedingungen zum genotypisieren der transgenen M&use:

Nachweis: Primer: PCR Programm:; MgCl,

CD19cre Cre7,CD19d, CD19c 94°C-57;94°C-45""; 57°C-45""; 72°C-50 ;72°C-10’ 2 mM
Schritte 2-3 30X

CD21cre CD21NDE, 94°C-5";94°C-45""; 61°C-45""; 72°C-1"; 72°C-10’ 4 mM
CD21cre rev Schritte 2-3 33X

LMP1/CD40 | Ex1Fwl1LMP1, 94°C-5";94°C-45""; 55°C-45""; 72°C-1"15""; 72°C-10" 2 mM
CD40PCR3 Schritte 2-3 31X

EBNA2 60, 61 94°C-57;94°C-45""; 56°C -45""; 72°C-50"";72°C-10" 3mM
Schritte 2-3 33X

Rosa 26 +/+ 60, 62 94°C-5";94°C-45""; 58°C-45""; 72°C-1";72°C-10’ 3mM
Schritte 2-3 33X

Rosa 26 +/- 60, 61 94°C-5";94°C-45""; 56°C-45""; 72°C-1";72°C-10’ 2 mM
Schritte 2-3 33X

CD40wt +/+ | 38,39 94°C-57;94°C-45""; 57°C-45""; 72°C-45"";72°C-10’ 2mM
Schritte 2-3 33X

CD40 wt +/- | 37,39 94°C-57;94°C-45"";568°C -45""; 72°C-1"; 72°C-10’ 2mM
Schritte 2-3 33X

6.2.3 Proteintransfer und immunologischer Nachweis von Proteinen

6.2.3.1 Praparation von Proteinen aus Zellen

Fiir die Isolierung der Zellproteine wurden 3x10° Zellen bei Zellkultur-Zellen und 5x10°
Zellen bei primdren B-Zellen verwendet. Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und
anschlieBend direkt in 60 pl heiRem 2x Laemmli Probenpuffer (2,5% SDS, 20% Glycerin,
0,12 M Tris pH 6,8) aufgenommen. Um die Degradation der Proteine durch Proteasen zu
minimieren, wurden Protease Inhibitoren zugegeben (Protease Inhibitor Complete Mini
Tabletten, Roche). Die Proben wurden 5 Minuten bei 100 °C erhitzt und anschliefend gut
gemischt. Die Lysate wurden fir weitere Experimente verwendet bzw. bei —20°C eingefroren.
Proteinextrakte wurden teilweise auch aus eingefrorenen Zellen gewonnen. Diese wurden vor

dem Einfrieren einmal mit PBS gewaschen und in ca. 25 ul PBS bei -80 °C gelagert.

6.2.3.2 Proteinquantifizierung

Die Quantifizierung des Proteins erfolgte mit dem DC Protein Assay von Bio-Rad und wurde
nach Firmenprotokoll durchgefiihrt. Zur Ermittlung der Konzentration wurde parallel zu den

Proben eine Eichgerade mit Rindergammaglobulin angefertigt.

6.2.3.3 SDS-PAA-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Bei dieser Methode wurden die Proteine in einem Polyacrylamidgel (PAA-Gel) aufgetrennt,
das 0,1 % SDS enthdlt. Zur Vorbereitung der Zelllysate, die nach dem Protokoll in 3.6.1
isoliert wurden, wurde zu jeder Probe jeweils 1/10 Volumen 1M DTT und 1/10 Volumen
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Bromphenolblau-Lésung gegeben und diese nochmals 5 Minuten bei 100 °C aufgekocht.
Durch das Aufkochen wurden die enthaltenen Proteine denaturiert und die erneute Faltung
durch das Detergenz SDS verhindert, welches die Eigenladung der Proteine Uberlagert, so
dass alle Proteine negativ geladen sind. Die Disulfidbriicken zwischen den Polypeptidketten
wurden durch DTT reduziert.

Das Acrylamidgel bestand aus einem Sammelgel, das der Fokussierung der geladenen
Proteine dient und einem Trenngel, das die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen
Masse ermoglicht. Die verwendeten 10 % und 12 %-igen Trenngele ermdoglichten eine
Auftrennung von Proteinen im Bereich zwischen 20 und 80 kDa.

Die vorbereiteten Proben wurden auf das mit 1x Laemmli-Laufpuffer Gberschichtete Gel
aufgetragen. Fir den GroRenvergleich wurde ein Proteinstandard mitgefiihrt. Die

Elektrophorese wurde in einer Bio-Rad Vorrichtung bei 100 V durchgefihrt.

Trenngel 10 % Trenngel 12 %

4 ml H,0 3,3ml H,O

3,3ml 30 % Acrylamid (Rotiphorese Gel 30, Roth) 4mi 30 % Acrylamid
2,5ml 1,5M Tris pH 8,8 2,5ml 1,5M Tris pH 8,8
100 pl - 10 % SDS 100 pl 10 % SDS

100 pl 10 % APS (Ammoniumperoxodisulfat) 100 pl 10 % APS

4 ul 10 % TEMED (N,N,N",N"- Tetramethylendiamin) 4 ul 10 % TEMED
Sammelgel 10x Laemmli Laufpuffer

3,4 ml H,O 30.3¢g TRIS Base

40 pl 30 % Acrylamid 1442 ¢ Glycin

625 pl 1M Tris pH 6,8 10g SDS oder 100 ml 10% SDS
50 pl 10 % SDS auf 1 Liter mit H,O auffiillen
50 pl 10 % APS

3ul 10 % TEMED

6.2.3.4 Western-Blot nach Towbin et al., 1979

Bei der Western-Blot-Analyse konnen die im SDS-PAA-Gel aufgetrennten Proteine durch
elektrischen Transfer auf eine proteinbindende Nitrozellulosemembran transferiert werden.
Da das elektrische Feld dabei senkrecht zur vorherigen Trennrichtung angelegt wird, bleibt
das Muster der getrennten Proteine auf der Membran erhalten. Es wurde ein sogenannter
»,Nass-Blot“ in einem Bio-Rad-Tank durchgefuhrt, bei dem die gesamte Blotvorrichtung mit
Blotpuffer tberdeckt ist. Vor dem Blotvorgang wurde die Nitrozellulosemembran (Hybond-P,
Amersham) mit Puffer angefeuchtet. Anschlielend wurde die Membran in Wasser gewaschen
und funf Minuten in Blotpuffer &quilibriert. Das Acrylamidgel wurde ebenfalls funf Minuten
in Blotpuffer aquilibriert und dann auf drei mit Blotpuffer getrénkte Filterpapiere gelegt. Auf
das Gel wurde die Nitrozellulosemembran gelegt und auf diese drei weitere in Blotpuffer

getrankte Filterpapiere. Anschliefend wurde der Blot zwischen Anode und Kathode der
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Kammer so angeordnet, dass die negativ geladenen Proteine in Richtung Membran
wanderten. Die Transferkammer wurde mit Blotpuffer (3,03 g Tris Base, 14,42 g Glycin, 200
ml Methanol auf 1Liter mit H,O aufgefillt, ein Kihlelement hineingestellt und fur eine
Stunde unter Rihren ein elektrisches Feld von 100 V angelegt. Anschlieend wurde die
Membran in PBS gewaschen und fur funf Minuten mit Ponceau S (2 % PonceauS, 30 %
Trichloressigsaure, 30 % Sulfosalicylsaure) gefarbt, um den Transfer der Proteine zu
Uberprifen. Fur weitere Analysen wurde die Membran in Wasser gewaschen, bis die Ponceau

S Férbung entfernt war und feucht bei 4 °C aufbewahrt.

6.2.3.5 Spezifischer Proteinnachweis mittels Antikorpern

Proteine von Interesse konnen mit spezifischen Antikérpern auf der Western-Blot-Membran
nachgewiesen werden. Der Proteinnachweis erfolgt tber zwei Antikdrper. Der Erstantikérper
bindet spezifisch das gesuchte Protein und mit Hilfe des Zweitantikorpers, der den
Erstantikorper spezifisch bindet, wird das Protein mittels einer Chemolumineszenzreaktion
sichtbar gemacht. Der Zweitantikdrper ist an die Meerrettich (horseradish)-Peroxidase (HRP)
gekoppelt, die die Oxidation des zyklischen Diacylhydrazides Luminol katalysiert. Das
oxidierte Luminol emittiert Licht, welches durch die Exposition eines lichtsensitiven Filmes
(Hyperfilm ECL, Amersham) nachgewiesen werden kann. Die Chemolumineszenz wird
verstéarkt, indem die Oxidation von Luminol durch HRP in Anwesenheit eines chemischen
Verstarkers wie Phenol durchgefuhrt wird.

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden, wurden die Western-Blot
Membranen zundchst in einer 5 % Milchpulver-PBS-Lésung fur 1 Std. bei RT auf dem
Schittler inkubiert. Die Membran wurde mit dem ErstantikOrper, der in einer 1%-
Milchpulver-Lésung (+ 0,05 % Azid) verdinnt wurde, Gber Nacht inkubiert. Die Membran
wurde anschliefend dreimal fir 10 Minuten mit PBS gewaschen und dann mit dem
Zweitantikorper, der in einer 1 % Milchpulver-PBS-Ldsung verdinnt wurde, fir 1 bis 3
Stunden bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran wieder dreimal fur 10 Minuten in PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde mit dem ECL-Detektionsreagenz (Amersham) die
Chemolumineszenz-Reaktion angeregt. Die Membran wurde auf einen Film aufgelegt und der
Film anschlie3end in einer Kodak-Entwicklungsmaschine entwickelt.

Die fir die Immundetektion verwendeten Antikorper und die verwendeten Verdinnungen

sind unter 1.1.2 aufgelistet.
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Antikorper Spezies Verdlnnung Bezugsquelle

o-CD40 human Kaninchen 1:500 Santa Cruz Biotechnologies
o—Kaninchen-1gG-HRP Ziege 1:5000 Santa Cruz Biotechnologies
o-EBNA2-R3 Ratte 1:2 Elisabeth Kremer

Wiederverwendung eines Western-Blots

Die Membran kann, nachdem die Antikorper entfernt worden sind erneut gefarbt werden. Um
die Antikorper zu l6sen, wurde die Membran fir 30 Minuten bei 50°C in einer Waschldsung
(125 mM Tris/HCL pH 6,8, 0,4% SDS, 10 mM DTT) inkubiert.

6.3 Zellkultur

6.3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Die beschriebenen Methoden halten sich an leicht abgewandelte Protokolle von Torres und
Kihn (1997) sowie Pasparakis und Kollias (1995). Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer
Umluft-Sterilbank (Heraeus, Dusseldorf) und unter Verwendung steriler Pipetten sowie
Losungen durchgefuhrt. Falls nicht anders beschrieben, wurden die Zellen bei
Zentrifugationsschritten bei 1200 rpm (ca. 300 x g) fir 10 Minuten zentrifugiert. Fir die
Waschschritte wurde steriles PBS (Dulbecco, PAA Laboratories, Linz) verwendet. Die Zellen
wurden im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C mit 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die verschiedenen Zelltypen wurden in auf diese Zellen angepassten Medien
kultiviert. Das Medium wurde bei embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) jeden Tag
gewechselt, bei embryonalen Fibroblastenzellen (EF-Zellen) und bei 293-Zellen jeden
zweiten Tag. Um bei adhédrenten Zellen eine gute Festsetzung zu gewahrleisten,wurden die
Zellkulturplatten mit Gelatine beschichtet. Dazu wurden die Platten 15 Minuten mit einer
Gelatinelosung inkubiert (2% Gelatine in PBS).

ES-Zell-Medium

500 ml DMEM (Dulbeccos Mod Eagle Medium Gibco BRL Paisley, Schottland)
75 ml (12 %) FKS (Fotales Kalberserum fiir ES- Zellkultur PAN, Afrika), (inaktiviert durch 45 min.
Inkubation bei 56°C)

6 ml (1 %) Sodium Pyruvat (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

6 ml (1 %) Glutamin (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)

6 ml (1 %) Nicht essentielle Aminosauren (100x), (Gibco BRL Paisley, Schottland)
1,2ml 2-B-Mercaptoethanol (50 mM)

0,8ml LIF (Leukamie inhibierender Faktor)
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EF-Zell-Medium

10 % FKS (Fotales Kalberserum, Boehringer, Mannheim)

1% Sodium Pyruvat (100x Gibco BRL Paisley, Schottland)
89% DMEM (Dulbecos Modified Eagel Medium mit Glutamax)

B-Zell Medium fir die Kultivierung von 293-, Raji-, und primaren B-Zellen

500 ml RPMI 1640 Medium (Gibco, Paisley, Schottland)

60 ml FCS (Boehringer, Mannheim)

6 ml Penicillin/Streptomycin (100x), (Gibco, Paisley, Schottland)
6 ml Glutamin (100x), (Gibco, Paisley, Schottland)

6 ml Pyruvat (100x), (Gibco, Paisley, Schottland)

6.3.1.1 Bestimmung der Zelldichte

Zur Bestimmung der Zelldichte wurden Zellen der jeweiligen Kulturen 1:2 mit Trypanblau
gemischt und auf eine Neubauer Zahlkammer aufgetragen. Das Trypanblau diente der
Identifizierung von toten Zellen, die diesen Farbstoff im Gegensatz zu lebenden aufnehmen.
Mit Hilfe der Kammer konnte die Anzahl der lebenden Zellen in 1 pl Medium
lichtmikroskopisch bestimmt werden.

6.3.1.2 Trypsinieren von Zellen

Adhérente Zellen wurden zum Passagieren, Ernten oder Transfizieren durch kurzzeitige
Behandlung mit dem proteolytischen Enzym Trypsin in Suspension gebracht. Dazu wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschliefend mit 37°C warmem 1xTrypsin
(Gibco BRL, Paisly Schottland) 4-8 Minuten inkubiert. Bei der Trypsinbehandlung von ES-
Zellen wurde dem Trypsin noch 2% Huhnerserum zugesetzt, um die Reaktion weniger
aggressiv. zu machen. Die Enzymreaktion wurde danach mit dem Zweifachen Volumen
Zellkulturmedium gestoppt, die Zellen wurden anschlielend zentrifugiert, und je nach

Verwendungszweck in Medium aufgenommen.

6.3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Adhéarente Zellen wurden zwei bis vier Stunden, Suspensionszellen einen Tag vor dem
Einfrieren mit frischem Medium gefttert. Zum Einfrieren wurden sie in Einzelzellsuspension
gebracht, zentrifugiert und in kaltem Einfriermedium (50 % FKS; 10 % DMSO; 40 %
Medium) resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend in Einfrier-Réhrchen (Nunc,
Roskilde, Dénemark) zunéchst bei —80°C eingefroren und nach zwei Tagen in fllssigen
Stickstoff (-196°C) uberfiihrt. Um ein zu schnelles Einfrieren zu verhindern, wurden die
Rohrchen in Styroporstander gestellt. Zum Einfrieren der Zellen in 96-Loch-Platten wurden

diese ebenfalls trypsiniert, durch mehrfaches Pipettieren in Einzelzellsuspension gebracht und
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die Reaktion durch 2fach konzentriertes Einfriermedium abgestoppt. Anschliefend wurde die
Zellsuspension mit Mineraldl Gberschichtet und die Platten mit Parafilm versiegelt. Danach
wurden die Platten mit Zellstoff umwickelt und bei -80°C eingefroren. So eingefrorene Zellen
wurden spatestens nach 2 Monaten erneut kultiviert, da die Lebensdauer der Zellen bei —80°C
begrenzt ist.

Beim Auftauen wurden die Zellen durch Zugabe von Medium schnell auf 37°C erwéarmt und
im 10 fachen Volumen Medium aufgenommen. Anschliefend wurden die Zellen, um das

DMSO zu entfernen, zentrifugiert und in neuem Medium aufgenommen.

6.3.1.4 Kultivierung von embryonalen Fibroblastenzellen (EF-Zellen)

Um zu verhindern, dass die ES-Zellen wéhrend der Kultivierung ihre Pluripotenz durch
Differenzierung verlieren, wurden sie unter Zugabe von LIF (Leuk&mie inhibierender Faktor)
auf einer Zellschicht von mitotisch inaktivierten EF-Zellen gehalten. Diese ,,feeder-Zellen
besallen Vierfachresistenz (Quadrupel-Resistenz) gegen Neomycin (G418), 6-Thioguanin,
Hygromycin und Puromycin (Trucker et al., 1997). Die ,,feeder“-Zellen wurden etwa alle 3-4
Tage expandiert. Nur EF-Zellen, die maximal dreimal expandiert worden waren, wurden fir

die Kultivierung von ES Zellen verwendet.

6.3.1.5 Mitotische Inaktivierung von EF-Zellen

EF-Zellen missen, bevor man sie zur Kultivierung von ES-Zellen verwenden kann, mitotisch
inaktiviert werden. Diese Inaktivierung erfolgt mit Hilfe des aus dem Pilz Streptomyces
caespitosus stammenden Zellgiftes Mitomycin C. Da es die beiden DNA-Strange durch
alkylierende Reaktionen kovalent quervernetzt, verhindert es weitere Zellteilungen. Die
Zellen wurden zunéchst 1x mit PBS gewaschen und anschlielend mit Mitomycin C-haltigem
(10pg/ml) EF-Medium 2-4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen. Um die Zellen in geeigneter Dichte (s. Tab. M2) ausplattieren zu
kdénnen, wurden die Zellen mit Trypsin behandelt und ihre Anzahl mit Hilfe einer

Zahlkammer (Neubauer) bestimmt.

6.3.1.6 Kultivierung von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)

Da die ES-Zellen fir die Generierung transgener Mause genutzt wurden, musste bei der
Kultivierung in besonderem Male darauf geachtet werden, dass sie nicht differenzierten.
Daher wurden die Zellen auf EF-Zellen gezlchtet und zusatzlich dem Medium LIF

(Leukamie inhibierender Faktor) zugegeben, was einer Differenzierung entgegenwirkt (Smith
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1988, Williams 1988). AuBerdem wurde vermieden, dass die Zellen zu dicht wuchsen, indem
sie alle 3-4 Tage erneut in einer Dichte von etwa 1,9 x 10* Zellen je cm? ausplattiert wurden.
Leukamie inhibierender Faktor: Das von LIF-CHO-Zellen (Genetic Institute Cambridge,
Massachusetts, USA) sezernierte Cytokin LIF wurde von Angela Egert (Institut fir Genetik
Kd&ln) zur Verfligung gestellt.

6.3.2 Transfektion von ES-Zellen

6.3.2.1 Generierung stabiler ES-Zellklone

Transfektion

Je Transfektion wurden ca. 1x10" ES-Zellen eingesetzt, die vorher einmal mit PBS gewaschen
wurden und anschlieBend in 700 pl Transfektionspuffer (RPMI 1640 w/o Phenolred, Gibco,
Paisley, Schottland) aufgenommen wurden. AnschlieRend wurden 30ug des linearisierten und
uber eine Phenol Chlorophom-Extraktion gereinigten Targeting-Vektors, der in 100 pl
Transfektionspuffer aufgenommen war, zugesetzt. Danach wurde die DNA-Zellsuspension in
eine Elektroporationskiivette (Biorad, Gene Pulser Kivette, 0,4 cm Elektrode; Biorad,
Hercules, USA) Uberfihrt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Elektroporation erfolgte in einem Elektroporator (Biorad, Hercules, USA) bei 230 mV und
500 pF. Nach der Elektroporation wurden die Zellen nochmals fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann auf einer EF-Zell-beschichteten 10-cm-Platte ausplattiert.
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden 1x10° Zellen vor und nach der Transfektion
dem Ansatz enthommen und auf zwei 5-cm-Platten kultiviert. Diese Zellen wurden in
normalem ES-Zellmedium kultiviert, bis die auf ihnen wachsenden Kolonien gut zu erkennen
waren. Sechs Tage nach der Transfektion wurden die Kolonien gezahlt und so der Anteil der

bei der Transfektion gestorbenen Zellen bestimmt.

Selektion

Die erfolgreich transfizierten Zellen wurden ber die Zugabe von G418-Sulfat (0,177mg/ml
aktives Geneticin) selektioniert, da der Vektor ein Neomycinresistenzgen enthielt. 48 Stunden
nach der Transfektion wurde mit der Selektion begonnen.

Slektionsmedium: 99,75 ml ES-Medium (s. Material und Methoden 3.4.) mit 0,25 ml G418-
Sulfat (Geneticin 10 mg/ml 71 % Aktivitat der Droge)
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Vereinzeln und Expandieren von ES-Zell-Kolonien

Neun bis elf Tage nach der Transfektion waren auf den mit G418-behandelten Platten fast
ausschlieflich Kolonien mit G418-resistenten Zellen zu sehen. Zum Vereinzeln der Klone
wurden die Platten zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 10 ml PBS
uberschichtet. Mit Hilfe einer Pipette (p-200) wurde dann unter einem Stereomikroskop
(Nikon, Tokio, Japan) in einer Gegenstrom-Sterilbank einzelne Kolonien in 25 pl PBS
aufgenommen. Die Kolonien wurden jeweils in ein Loch einer 96-Loch-Platte (Rundboden)
transferiert und 25 pl 2x Trypsin hinzugegeben. Nach einer kurzen Inkubation bei 37°C
wurden sie durch Pipettieren in Einzelzellsuspension gebracht und die Trypsinreaktion mit
100 pul Medium gestoppt. Anschlielend wurden die Klone jeweils in Triplikaten auf mit EF-
Zellen beschichtete 96-Loch-Platten ausplattiert. Danach wurden je Loch weiter 100 pl
Selektionsmedium zugegeben. Nach etwa drei Tagen, als in 50 % der Locher die Zellen eine
optimale Dichte erreicht hatten, wurde eine der drei Platten eingefroren. Vor dem Einfrieren
wurde der Zustand der einzelnen Klone protokolliert. Die zweite Platte wurde am darauf
folgenden Tag eingefroren. Die dritte Platte wurde auf zwei mit Gelatine behandelte 96-Loch-
Platten aufgeteilt. Diese Zellen wurden spéter verwendet um DNA fir eine erste Analyse der

Klone zu gewinnen.
6.3.3 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

6.3.3.1 Transiente Transfektion von 293-Zellen

Je Transfektion wurden 1x10” Zellen verwendet, die vorher einmal mit PBS gewaschen und
anschlieRend in 250 pl serumfreiem Medium (RPMI 1640) aufgenommen wurden. Danach
wurde 10ug sterile DNA in einem Volumen von maximal 20 ul zugegeben. Nach kurzem
Mischen wurden die Zellen dann in eine Elektroporationskivette (,,Gene Pulser Cuvette*
Biorad, Hercules, USA) uberfuhrt und 10 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die
Transfektion bei 250 mV und 960 pF in einem Elektroporator der Firma Biorad (Hercules,
USA) durchgefuhrt. Nach der Transfektion wurden die Zellen direkt in 10 ml Zellkultur-
medium aufgenommen und kultiviert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen dann fur die

Protein-Extraktion lysiert.

6.3.3.2 Transiente Transfektion von ES-Zellen mit dem Plasmid pGK-cre-
bpA

Die transiente Transfektion wurde genutzt, um in den ES-Zellen in vitro cre-vermittelte

Deletion durchzufiihren. Je Transfektion wurden 1x10” Zellen mit 25ug Plasmids pGK-cre-
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bpA in 800 pl Transfektionsmedium (RPMI 1640 w/o Phenolred, Gibco, Paisley, Schottland)
geldst und bei 230 mV und 500 pF elektroporiert. Von den transfizierten Zellen wurden je
3,3x10° Zellen auf zwei 10-cm-Platten ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit
Trypsin behandelt und auf 10-cm-Platten mit den Dichten 1x10°, 2x10° 2,5x10° und 5x10°
ausplattiert. Nach 6 Tagen wurden dann einzelne Kolonien wie bereits beschrieben isoliert
und 2/3 der Zellen einer Kolonie auf Neo'-EF-Zellen und 1/3 auf EF-Zellen mit Quadrupel-
Resistenz in 96-Loch-Platten ausplattiert. Wahrend die Zellen auf der Platte mit den
Quadrupel-Resistenz EF-Zellen in ES-Zellmedium ohne G418 gezogen wurden, wurden die
Zellen auf der anderen Platte mit G418-haltigem Medium Uberschichtet. Das
Selektionsmedium enthielt 20 mg/ml G418-Sulfat (71 % Aktivitat). Nach 3 Tagen starben die
neomycinresistenten Klone auf der mit Selektionsmedium Uberschichtete Platte, da bei
erfolgreicher Deletion das neo'-Gen ebenfalls deletiert wurde. Die sensitiven Klone wurden
von der Replikatplatte ausgehend fir weitere Versuche vermehrt, sowie Zellen fir die
Gewinnung von DNA auf eine mit Gelatine behandelte 48-Loch-Platte gegeben.

6.3.4 Kultivierung primarer Lymphozyten

Die aus der Milz von Méusen isolierten Zellen (siehe 1.4.2) wurden entweder direkt in
Kulturmedium aufgenommen oder nach Reinigung der B-Zellen (siehe 1.4.3) in Kultur
genommen. Fiir die Kultivierung wurden in 96-Loch-Platten je Loch 5x10° Zellen in 200l B-
Zell Medium kultiviert. Je nach Versuch wurden einige der Zellen mit agonistischen a-CD40-
Antikorpern (2,5ug/ml), Interleukin 4 (IL4;1ug/ml), Lipopolysachariden (LPS; 0,1mg/ml)
oder Kombinationen dieser Stimuli, CD40 + IL4 und CD40 + LPS, kultiviert. Die Zellen
wurden bis zu finf Tage in Kultur gehalten und Gber FACS-Analysen charakterisiert.

6.3.5 Invitro Proliferations-Assay

Die Proliferationsrate von Milz-B-Zellen konnte durch die Markierung von isolierten B-
Zellen (siehe 1.4.4) mit Carboxy-Fluoreszin-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFSE) (Uber
mehrere Tage verfolgt werden. Bei CFSE handelt es sich um einen Succidimylester, der bei
der Bindung an intrazelluldre Proteine zu einem fluoreszierenden Produkt umgesetzt wird. Bei
einer Zellteilung wird er gleichmaRig mit den Proteinen an die Tochterzellen verteilt, wodurch
diese dann nur noch halb so stark fluoreszieren wie die Mutterzelle.

Fur die Markierung mit CFSE wurden die Zellen zunéchst zweimal mit RPMI ohne Zusétze
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 37°C warmem RPMI mit 5uM CFSE
aufgenommen und 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde das funffache VVolumen von
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kaltem B-Zell Medium den Zellen zugegeben und diese anschlielend fiir 10 Minuten bei 200
X g zentrifugiert. Nach dem Abnehmen des Uberstandes wurden die Zellen dann in B-Zell
Medium aufgenommen und wie unter 1.3.5 beschrieben mit verschiedenen Zusatzen
kultiviert. Nach fiinf Tagen wurde die Fluoreszenz der Zellen mittels FACS-Analyse

bestimmt.
6.4 Generierung und Analyse von transgenen Mausen

6.4.1 Erzeugung transgener Mause

Der LMP1/CD40™ " - Mausstamm wurde aus Zellen des Balb C Inbred Stammes generiert.
Diese wurden entweder mit CD19-cre oder CD21-cre Mdusen gekreuzt (mit C57/BL-
Hintergrund). Um den genetischen Hintergrund der Analysemause konstant zu halten, wurden
fiir die Charakterisierung der LMP1/CD40-exprimierenden Mause nur F1 Tiere verwendet.
Lediglich bei den CD40-defizienten Tieren (Balb C-Hintergrund) handelt es sich nicht um F1
Tiere, da die Allele durch mehrfache Kreuzungen entstanden sind. Die M&use wurden unter
SPF (specific pathogen free)- Bedingungen gehalten. Fir die Analysen wurden in der Regel
acht bis sechzehn Wochen alte Tiere verwendet. Ausnahmen sind als solche gekennzeichnet.

Der Genotyp jeder Maus wurde durch PCR- Analysen mit Schwanz-DNA bestimmt.

6.4.2 Praparation primarer Maus Lymphozyten

Die Mause wurden zunéchst durch 8-minitige CO, Begasung in einem geschlossenen
Behélter getdtet und anschlieBend direkt prépariert. Die Milz, sowie die Lymphknoten, die
Peyerschen Plaques und der Thymus wurden als ganze Organe entnommen. Um die
lymphatischen Zellen aus dem Gewebeverbund zu 16sen, wurden die Gewebe durch ein feines
Sieb gedriickt. Die Zellen der Peritonealh6hle wurden durch Ausspiilen des Bauchraums mit
Zellmedium (RPMI 1640, 5% FKS, 1% Pen/Strep, 1% Glutamin) gewonnen. Fir die
Préparation des Knochenmarks wurde der Schienbeinknochen prépariert. Bei der Préparation
mit anschlieBender Zellsortierung durch MACS wurden zusétzlich die Oberarmknochen der
Tiere entnommen. Die Knochen wurden zur Isolation der Zellen angeschnitten und mit
Medium ausgespult.

Bei blutreichen Geweben wie der Milz und dem Knochenmark wurde eine Lyse der
Erythrozyten vorgenommen. Dazu wurden die Zellen zun&chst fur 6 Minuten bei 4°C und 200
X g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in Erythrozyten — Lysepuffer
(NH4CI 155 mM; Tris 170 mM (pH 7,65) im Verhaltnis 9:1 frisch ansetzen) aufgenommen.
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Die Lyse wurde nach 2 Minuten mit Zellmedium gestoppt und die Zellen nach erneutem
Zentrifugieren (300 x g; 4°C; 6 Min.) in 1ml Zellmedium aufgenommen. Wahrend der

gesamten Praparation und der spateren Analyse wurden die Zellen auf Eis kihl-gehalten.

6.4.3 Isolierung von B-Zellen aus der Maus

Die Organe wurden wie unter 1.4.2 beschrieben aus den Mausen isoliert und anschlieRend
durch ,,Magnetic Cell Sorting” (MACS)-Separation (Miltenyi Biotec) die B-Zellen isoliert.
Dabei werden an magnetischekugelchen, an die spezifische Antikorpern gekoppelt sind, die
Zellen gebunden. AnschlieRend werden die Zellen auf eine S&ule geladen, die sich in einem
starken magnetischen Feld befindet. Die Zellen mit den Kuigelchen werden durch das
Magnetfeld angezogen und bleiben in der Saule, wahrend die ungebundenen Zellen die Séaule
passieren kénnen.

Fur die Préparation von DNA aus B-Zellen wurden o-CD19-Antikérper gekoppelt mit
»,MicroBeads* von Miltenyi Biotec verwendet, die spezifisch an CD19- positive B-Zellen
binden. Die CD19 positiven Zellen wurde mit Hilfe einer Separationsséule (Milteny Biotec)
nach Firmenprotokoll isoliert. Sollten die Zellen nach der Separation noch kultiviert werden,
wurden a-CD43-Antikdrper gekoppelte MicroBeads und LD-Depletions-Sdulen verwendet.
Bei diesen wurden die CD43-positiven Nicht-B-Zellen in der Saule gebunden und die B-
Zellen ausgewaschen. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die B-Zellen keinen
Antikorper binden, der sie moglicherweise aktiviert. Auch bei diesen Versuchen wurde nach

Firmenprotokoll verfahren.

6.4.4 Immunisierung von Mausen

Je Maus wurden 100ug des Antigens (NP-CGG37 von Bioresearch Technologies Novato CA)
ein 4-Hydroxy-3-nitrophenylacetyl hapten, durch Kaliumaluminiumsulfat gefallt, da das
Immunsystem der Méuse mit dem Antigen in der prazipitierten und groéReren Form besser
reagiert. Fur die Prazipitation wurde ein Volumen des Antigens mit einem VVolumen 10%igem
KAI(SO4), gemischt und mit 1 N NaOH auf pH 6,5 eingestellt. Dann wurde die Probe fir 30
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fir 10 Minuten bei 4200rpm (Minifuge Sigma)
zentrifugiert. Danach wurde noch dreimal mit sterilem PBS gewaschen und jeweils fiir 10
Minuten bei 4200rpm (Minifuge Sigma) zentrifugiert. Zum Schluss wurde das Antigen in
200l sterilem PBS aufgenommen und den Mausen intraperitoneal gespritzt. Es wurden nur
Mause im Alter von 8-16 Wochen immunisiert und 7, 14 oder 21 Tage nach Immunisierung

prapariert und analysiert.
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6.4.5 Durchflusszytometrie

Fur die Analyse Uber Durchflusszytometrie miissen die Zellen als Einzelzellen vorliegen, was
durch das unter 1.4.2 beschriebene Verfahren erreicht wird. Die Zellen wurden zuerst mit
FACS-Puffer (PBS; 1% BSA) gewaschen, um mdgliche unspezifische Bindungen der
Antikorper zu vermeiden. Anschliefend wurden sie mit einer Kombination von FITC-, PE-,
Cy-Chrome-(Cyc) oder FITC-, PE-, PerCP- und APC-konjugierten monoklonalen
Antikorpern gefarbt, die in FACS-Puffer verdiinnt waren. Es wurden jeweils 1x10° Zellen fiir
20 Minuten geférbt und dann nochmals in FACS-Puffer gewaschen. Anschliel}end wurden die
Zellen in FACS-Puffer flr die Analyse aufgenommen. Bei Farbungen mit FITC, PE und Cy-
Chrom wurde zusétzlich TOPRO-3 (Molecular Probes) zugegeben, um die toten Zellen
anzufarben.

Alle Analysen wurden mit einem FACSCalibur™ (BD-Biociences) durchgefiihrt und die
Resultate mit der CELLQuest™ Software ausgewertet. Es wurden je Féarbung 3x10°
lebendige Zellen aufgenommen, die sich innerhalb des ,,Lymphozyten-Fensters®, welches
durch eine bestimmte GroRe der Zellen und die lichtbrechenden Eigenschaften der Zelle
definiert ist, befanden. Zuséatzlich wurden auch noch die TOPRO-3-3 positiven und somit
toten Zellen aus dieser Population ausgeschlossen. Da die Farbungen Teilweise in ihrer
Intensitat varriieren, wurden bei jeder Analyse Zellen von Kontrollen mit gefarbt um die

Populationen in den transgenen Mausen definieren zu kénnen.

Antikorper fur FACS-Farbungen:

Fluorochrom gekoppelte Antikdrper gegen B220 (RA3-6B2) CD4 (RM4-5), CD5 (53-7.3),
CD8 (53-6.7), CD21 (7G6), CD23 (B3B4), CD43 (S7), CD44 (IM7), CD80 (16-10A1), CD95
(Jo2), 1gD (11-26c¢.2a), 1gG1 (A85-1) und IgM (R6-60.2) wurden von BD-Bioscience und
CD62L (MEL-14) von Immunotech bezogen. Zuséatzliche monoklonale Antikérper gegen
CD54 (190) und CD86 (161) wurden freundlicherweise von Josef Mysliwietz und Elisabeth
Kremmer zur Verfugung gestellt. PNA-FITC wurde von Vector Linearis (Wertheim)
bezogen.

6.4.6 Immunohistochemie von Gefrierschnitten

Um gute Gefrierschnitte der Organe zu erhalten, wurden diese mdglichst innerhalb kurzer Zeit
nach der Praparation in OCT eingelegt und zum Gefrieren auf Trockeneis gestellt.
AnschlieRend konnten sie bei -80 °C gelagert werden. Fir die Farbungen wurden 8um dicke
Schnitte mit einem Kryotom angefertigt, diese danach getrocknet und in 100% Aceton fixiert.
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Anschliefend wurden die Schnitte wiederum 20 Minuten getrocknet, kurz in PBS gewaschen
und dann 20 Minuten mit Blocklésungs- (10 % Ziegenserum, 0,1 % H,0,, 1 % BSA in PBS)
in einer mit Wasser gesattigten Atmosphédre bei RT inkubiert. Auch alle folgenden
Blockierung- und Féarbeschritte wurden in einer Kammer mit geséattigter Atmosphére
durchgefihrt. Danach wurden die Schnitte zur Blockierung unspezifischer Biotin- oder
Avidin-Bindestellen nochmals mit zwei verschiedenen Blockldosungen (Avidin/Biotin
Blocking Kit von Vector Laboratories) je 15 Minuten inkubiert, was jeweils von einem funf-
minutigen Waschschritt in PBS unterbrochen wurde die Proben. Im Anschluss daran wurden
die verschiedenen Antikorper je eine Stunde bei RT, oder tber Nacht bei 4°C, inkubiert.
Zwischen den verschiedenen Antikorper- Schritten wurde jeweils drei Mal fir finf Minuten
mit PBS gewaschen. AbschlieBend wurden die Schnitte noch mit Streptavidin gekoppelter
Phosphatase (Sigma) fur 30 Minuten inkubiert und nochmals gewaschen.

Streptavidin gekoppelte Antikdrper wurden mit Hilfe des ,,Alkaline Phosphate Substrate Kit*
(Vector laboratories) in Blau und Peroxidase gekoppelte Antikorper durch eine Reaktion mit
3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) ,,Peroxidase Substrate Kit* (Vector laboratories) in Rot
nachgewiesen. Die Farbreaktionen wurden durch Waschen der Schnitte in PBS gestoppt, die
gefarbten Schnitte danach getrocknet und anschlieBend eingebettet. Die Aufnahmen der
Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop (Zeiss, Jena) untersucht, mit einer Digitalkamera
(RS Photometrics) aufgenommen und im Programm Openlab from Improvision und Adobe

Photoshop Software gesichert.

Nachweis der B und T-Zellen:
Peroxidase  konjugierter  a-Maus-IgM-  (Sigma), Ratte  a-Maus-CD3-
(freundlicherweise von Elisabeth Kremer zur Verfligung gestellt) und biotinylierter o.-

Ratte-1gG1- (Jackson Laboratories), um die a-CD3-Antikdrper zu detektieren.

Nachweis der Follikelstruktur und des umgebenden marginalen Sinus:
Peroxidase konjugierter a-Maus IgM (Sigma), Ratte a-Maus MOMAL; T-2011
(BMA) und biotinylierter a-Ratte 1gG1(Jackson Laboratories), um den a-MOMA-

Antikorper zu detektieren.

Nachweis der Keimzentren und der follikularen Struktur:
Peroxidase konjugierter a-Maus-IgM (Sigma), biotinyliertes ,,peanut agglutinin (PNA)

(Vector laboratories).
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6.4.7 Praparation von Blutserum aus Mauseblut

Fur die Gewinnung von Seren wurde den Méausen vor und nach der Immunisierung Blut von
der Schwanzvene abgenommen. Bei der Prdparation der M&use wurde das Blut direkt dem
Herzen entnommen. Danach wurde das Blut fiir mindestens eine Stunde auf Eis inkubiert und
anschlieend bei 13000 rpm in einer auf 4°C gekuhlten Minifuge zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand abgenommen. Dieser Schritt wurde, um ein moglichst sauberes Serum zu

gewadbhrleisten, noch zweimal wiederholt.

6.4.8 ,,Enzyme linked immuno sorbent assay* (ELISA)

Mit dieser Methode kann die Serum-Konzentration von sezernierten Antikorpern mit einer
bestimmten Antigenspezifitat und/oder einem bestimmten Immunglobulin-Isotyp bestimmt
werden. Dazu werden die entsprechenden Antigene bzw. isotypspezifischen Antikdrper an
eine 96-Lochplatte gekoppelt. Anschliefend inkubiert man die Platten mit den zu
untersuchenden Seren in verschiedenen Verdinnungen. Die spezifisch gebundenen
Antikorper konnen dann mit Hilfe von biotinylierten Immunglobulin-isotypspezifischen
Antikorpern und einer streptavidin-gekoppelten alkalischen Phosphatase in einer

enzymatischen Farbreaktion quantifiziert werden.

6.4.8.1 Bestimmung der spezifischen Standard- Immunglobulinspiegel

96 Lochplatten wurden mit 5ug/ml der Ig-isotypspezifischen Ratte-anti-Maus Antikdrper (je
nach Isotyp: IgM, 11/41; 1gG1, A85-3; 1IgG2a, R11-8; IgG2b, R9-91; 19gG3, R2-38; IgA, C11-3
von BD Bioscience) in 0,1 M NaHCO; Puffer (pH 9,2) beschichtet. Danach wurden die
Platten dreimal mit PBS gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden danach mit
Blockpuffer (1% Milch in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS-M)) durch Inkubation fir 30
Minuten bei RT abgesattigt. Im Anschluss wurden die Seren in Verdiinnungen von 1:50 bis
1:10240 in PBS-M aufgetragen. Nach einer Inkubation von 1 Std. bei RT und anschlieRendem
dreimaligem Waschen mit PBS wurde je nach Isotyp der biotinylierte sekundéare Antikorper
(IgM-Bio, R6-60.2; 1gG1-Bio, A85-1; IgG2a-Bio, R19-15; 1gG2b-Bio, R12-3; 1gG3-Bio,
R40-82; 1gA-Bio, C10-1 (BD Bioscience)) zugegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei RT
und dreimaligem Waschen der Platten mit PBS wurde Streptavidin-gekoppelte Alkaline
Phosphatase zugegeben. Nach 30 Minuten wurde nochmals dreimal mit PBS gewaschen und
die Anwesenheit der Phosphatase durch Zugabe von O-phenyldimine (Sigma) in 0,1 M Citric
acid- Puffer mit 0,015% H,0, als Substrat nachgewiesen. Die auftretende Farbreaktion wurde
bei 405nm mit einem Mikrotiterplatten-Leser (Photometer Sunrise RC, Tecan) gemessen. Um
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die Immunglobulin-Mengen zu quantifizieren wurden je Platte Ig spezifische Standards mit
bekannter Menge ebenfalls in den verschiedenen Verdlnnungen aufgetragen (IgM, G155-
228; 1gG1, MOPC-31-C; IgG2a, G155-178; 1gG2b, MPC-11; 19gG3, A112-3; IgA, M18-254).

6.4.8.2 Bestimmung der NP spezifischen Immunglobulinspiegel

Die Platten wurden fur den Nachweis NP-spezifischer Antikérper mit 5ug/ml NP17-BSA
(Biosearch Technologies) und fur den Nachweis hoch affiner Antikorper mit 5pug/ml NP2-
BSA (Biosearch Technologies) beschichtet. Die Zugabe der Seren sowie die weiteren Schritte
erfolgten genau wie beim Nachweis der spezifischen Antikérper. Es wurden nur NP-
spezifische Antikorper mit den Isotypen IgM und 1gG1 bestimmt. Zur Quantifizierung der o-
NP-IgM- und IgG1-Antikorper wurden folgende Standards verwendet: IgM1, 267.7; IgMb
B1-8; 1gG1la, 18-1-16; 1gG1b, N1G9.

6.4.9 Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)

Extraktion von Kernproteinen

Fur die Extraktion der Kernproteine wurden Méause im Alter von 15-18 Wochen verwendet.
Es wurden zunéchst die B-Zellen durch MACS-Sortierung siehe (6.4.3) gewonnen und die
Zellen anschlieRend in einer Dichte von 2x10’/ml in Kultur-Medium (1% FKS, 1xPenStrep,
1% Glutamin, 107 M B-Mercaptoethanol) aufgenommen. AnschlieRend wurden sie mit je
2x10” Zellen pro Loch in einer 12-Loch-Platte fiir 1 Std. bei 37°C ruhen gelassen. Dann
wurden optional Reagentien zugegeben. Fir die CD40-Stimulation wurden 5ug/ml
agonistische a-CD40-Antikdrper und fur die IgM Stimulation 10ug/ml agonistische a-1gM-
Antikdrper zugesetzt. Anschliefend wurden die mit CD40 stimulierten Zellen fiir eine Stunde
und die mit IgM stimulierten Zellen fir vier Stunden bei 37°C kultiviert. Danach wurden die
Zellen in 15 ml Rohrchen uberfiihrt und bei 1200 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Nach einmaligem Waschen mit kaltem PBS wurden sie in 800 ul Puffer A (10 mM HEPES
pH 7.9; 10 mM KCL; 0,1 mM EDTA; 0,1 mM EGTA; 1 mM DTT (frisch zugesetzt); 1mM
Proteinaseninhibitoren (,,Compleet* EDTA free Roche) (frisch zugesetzt) aufgenommen und
fir 15 Minuten auf Eis gestellt. Anschlieend wurden 50 pl NP40 zugesetzt, welches
spezifisch die Zellemembranen aufbricht, jedoch die Kernmembran nicht beeinflusst. Die
Proben wurden dann bei 4°C fur 5 Minuten bei hochster Geschwindigkeit geschuttelt
(Vortexer) und anschlieRend die Zellkerne durch 10-minltiges Zentrifugieren bei 15000 rpm
und 4°C sedimentiert. Die Zellkerne wurde dann je nach SedimentgroRe in 15-30 pl Puffer C
(20 mM HEPES (pH 7.9), 0,4 M KCL, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT (frisch
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Radioaktive Markierung eines Oligonukleotids fur EMSA-Analysen

Das einzelstrangige Oligo (Oligonukleotid) wurde zunéchst in einer Reaktion mit Hilfe der T4
Polynukleotidkinase mit Gamma-ATP radioaktiv markiert. (Ansatz der Markierungsreaktion:
2 ul Oligo (300-600 ng), T4 Kinase 2 pl, 5x forward- Puffer 10 pl Gamma ATP 5 ul, 31pl
H,0). Der Ansatz wurde fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlielend das spezifische
Oligonucleotid mit Hilfe einer G25 Sédule gereinigt. Danach wurden 2 pl des komplementéren
Oligonucleotids (Menge) zugegeben, durch Inkubation fir 5 Minuten in kochendem Wasser
zusammen mit dem markierten Oligonucleotid denaturiert und anschlieBend durch Abkiihlung
im Kuhlraum aneinander gebunden. AnschlieRend wurde der Grad der Markierung gemessen
im szintillations-Z&hler (Bioscan, Washington USA) und die Probe auf eine finale

Konzentration von 1x10° cpm/pl eingestellt.

NFkB Oligo A: ATCAGGGACTTT CCG CTG GGG ACT TTC CG
NFkB Oligo B: CGG AAA GTC CCC AGC GGA AAG TCC CTG AT
Octl Oligo A: CTA GTG TCG AAT GCA AAT CAC TAG AAT
Octl Oligo B: ATT CTAGTG ATT TGC ATT CGA CAC TAG

Bindereaktion von Kernproteinen an eine radioaktiv markierte Probe

Die Proteinkonzentrationen der Kernextrakte wurden gemessen und mit Puffer- C (siehe
1.4.9.1) gegeneinander abgeglichen. Anschlieend wurden sie je einzeln der Bindereaktion
zugesetzt. Ansatz der Bindereaktion: Protein 5 pl (3-4 ug); 4x Bindepuffer w/o-DTT; 1 pl
poly dIdC (1pg/ml); 4 pl H,0; 5 pl Probe (5x10°cpm)

Die Ansétze wurden fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, dann 2ul 10xDNA Lade-

Puffer zugesetzt und die Proben anschliel3end auf ein nicht-denaturierendes Gel geladen.

Antikdrper fur EMSA
Santa Cruz Biotechnologies p50 (sc114), p52(sc), p65(sc372), Rel-b (sc226), c-Rel (sc70x)
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Material und Methoden

Gellauf

Die Proben wurden auf einem Polyacrylamidgel (5% Acrylamid (Rotiphorese Gel 30, Roth),
0,5xTBE; 0,1 % APS (Amoniumperoxydisulfat), 0,002 % TEMED (N,N,N,N-
Tetramethylethylendiamin)) im elektrischen Feld bei 200V aufgetrennt. AnschlieRend wurde
das Gel auf ein Whatmanpapier gelegt und mit Hilfe eines Geltrockners (BioRad) unter
Vakuum und Warmeeinwirkung getrocknet (80 °C, 2 Std.). Anschlielend wurde eine
Phospho- Imagerplatte je nach Signalstarke fur 4-16 Stunden aufgelegt und mit Hilfe eines

Phospho Imagers (BasReader, Fuji) ausgewertet.
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Appendix 1

Sequenz des Imp1/cd40-Targeting Vektors (TV Rosa26 LMP1/CD40)
1 ctacgcgccc tgtagcggceg

61 cgctacactt gccagcgccc

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

cacgttcgcc
tagtgcttta
gccatcgccc
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
aactgttggg
ggatgtgctg

aaaacgacgg

cgcggcaggc

ggctttcccc
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
aagggcgatc
caaggcgatt

ccagtgagcg

cattaagcgc
tagcgcccge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttcgcce
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgct
ggtgcgggec
aagttgggta

cgcgtaatac

ggcgggtgtg
tcctttcget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttcc
tcttcgetat
acgccagggt

gactcactat

gtggttacgc
ttcttccctt
ctccctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
attcgccatt
tacgccagct
tttcccagtc

agggcgaatt

gcagcgtgac
cctttctcgce
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
caggctgcgc
ggcgaaaggg
acgacgttgt

ggagctccac

Rosa 26 homologe Region >

cctccgageg tggtggagcec gttctgtgag acagccgggt acgagtcgtg
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

gggcaagcgg gtggtgggca ggaatgcggt ccgccctgca
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

aagggagcgg aaaagtctcc accggacgcg gccatggctc
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

ggagcgcttc cggccgacgt ctcgtcgctg attggcttct
.......... Rosa 26 homologe Region...... ... .. .........>

aaacacaaat ggcgtgtttt ggttggcgta aggcgcctgt
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

gcgcagecge cggcagectc getctgecca ctgggtgggg
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

gcgagctgga cgtgcgggcg cggtcggect ctggcgggge
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

agcgaaagta gctcgcgcgce gacggcecgcec caccctcccc
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

tacccgecge cggecgggec tcgtcgtctg attggectctc
.......... Rosa 26 homologe Region.. ... _ ... ... _.__......

ttgccattgg ctcgtgttcg tgcaagttga gtccatccgce
.......... Rosa 26 homologe Region...... ... .. .........>

gaggcgctcc caggttccgg ccctccecctc ggccccgege
.......... Rosa 26 homologe Region....................>

ccctgcgcaa cgtggcagga agcgcgcget gggggcgggg
.......... Rosa 26 homologe Region....................>
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1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

tagcatctgt

ctrttttttc

cctgtagcgg
>_RFP>>

gctgcgggge gggtgcaagc acgtttccga cttgagttge

........... Rosa 26 homologe Region...........

ccagacctcc atcgcgcact ccggggagtg gagggaagga

........... Rosa 26 homologe Region...........

ttttggaggc aggaagcact tgctctccca aagtcgctct

........... Rosa 26 homologe Region...........

gctgcagtgg agtaggcggg gagaaggccg cacccttctc

........... Rosa 26 homologe Region...........

tgcaatacct ttctgggagt tctctgctgc ctcctggctt

........... Rosa 26 homologe Region...........

gggagaatcc cttccccctc ttccctcgtg atctgcaact

........... Rosa 26 homologe Region

agggcgcagt agtccagggt ttccttgatg

cacagctcgc ggttgaggac aaactcttcg

loxP. .. ... ... >>

atgtcatact

cggtctttce

tccaccatgg

>>_ ...

atggagggca

..................... RFP . e

..................... e

..................... RFP .

..................... e

..................... RFP .

..................... RFP . L

..................... RFP .

..................... RFP . L.

..................... e

..................... RFP .

caattctcta gagctcgctg atcagcctcg

ccgcggggat
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ctcaagaggg

tatcctgtcc
SA >>>

agtggttaat

tgcgctccte

actgtgcctt
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2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

ggggggatcc
>_...bpA...

ataggaactt

> ..FRT...>

tagcagcccc

............................. POKP - - e e e e e e e e e e

.............................. pPA

gcggecgcete
>>

ctaccgggta
>

gctgggcact

............................. e C o

.............................. bpA. il

.............................. ] 0

............................. POKP - - v e e e eeee >

............................. POKD - - e e e e e e

............................. PGKP - e e Ll >

............................. PGKP - e e il >

gctgttgggg

tttccaaaaa
ccgcgtccat
ttgagatctg

tgtccactcc

tctccggecg

....... PGKp

tgagtactcc
cgaggaggat
ctggtcagaa
gccatacact

caggtccaac

cttgggtgga

ctctcaaaag cgggcatgac
ttgatattca cctggcccgce
aagacaatct ttttgttgtc
tgagtgacaa tgacatccac

tgcagccacc atgattgaac

gaggctattc ggctatgact

ttcgetgtct

ttctgcgcta
ggtgatgcct
aagcttgagg
tttgcctttc

aagatggatt

............................. POKP - -« e e eeee >

gcgagggceca

agattgtcag
ttgagggtgg
tgtggcaggc
tctccacagg

gcacgcaggt
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3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

accgacctgt

agggggagga

ctgaggcgga

gtataggaac
> ...FRT...

ggggacacca

ccggtgecect

ttgggaagac

aagaaccagc

ttcctcgacc
.>>

aatatggcga

bpA..

gaatgaactg caagacgagg

aatagcaggc atgctgggga

tgggggaagt tcctattccg

tgcaggcggce cgcgaattca

tctcggectt ttegtttctt
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cagcgcggcet

tggggtgggg

tgcggtggge

aagttcctat

ctagtgatta

ggagctggga

............................. 1Y 0] o

atcgtggctg

11 >

caggacagca

tctatggett

tctctagaaa

aagtcgactc
Stop >>

catgtttgcc

............................. STOP .- o il >

............................. S 0] o

............................. SEOP .- o e iaaaa >
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5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

tggttttcct cttaagtgag
D Stop

> e e e e e e e e Stop

> e e e e eaaaaaaaaan Stop

............................. Stop

> e e e e e eaaaaaaaaan Stop

............................. Stop

> e e e e e eieiaaaaa Stop

D Stop

> e e e e e e e aaaaaaa Stop

D Stop

> e e e e e aaaaaaaan Stop

D Stop

D Stop

> e e e e e e e e eeeaaaaaa Stop

> e e e e eiaiaias Stop

> e e e e e e aaaaaaan Stop

catcaatgta tcttatcatg
>_ ... Stop....>>

gcatacatta tacgaagtta tcggcgcgcc gtttaaacgg

> ... 3loxP....... >>

accttgagag gggcccaccg ggcccgcgac ggcccccteg

gaggaacata accattctcg

tctggatctg acatggtaag

ttgttgtcgt tgatgcttaa

taagcttata acttcgtata
>>___3loxP....>
atccgtgagg atggaacacg
LMP1-CD40 >>_.._..... >

aggacccccc ctctcctctt

> e e e e LMP1-CD40. . - o e e e e >

- 134 -



Appendix

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

ccctaggcct tgctctcctt ctcctcctct

> e e e e e e LMP1-

gccctecttg

atcttccgaa

> e e e aaaaaaan LMP1-

accctcctgc

ctgttcatct

> e e e e ee e LMP1-

tggcgacttg

> e e e e e e LMP1-

ctcatcctgc

ctcctttgge

> e e e e aaaaan LMP1-

aagaagccaa

gacgatcttc

ccggtcaccc

> e e e e e e LMP1-

tgcacccacc

> e e e e LMP1-

gttgtctaga ggatcataat
>__.>> LMP1-CD40
>__.>> CD40

> e e e aeaa "bpA

catgtctgga tccggcgcgc cgatatcgaa
L Arm® >

........................... LMP1-

........................... LMP1-

........................... LMP1-

........................... LMP1-

........................... LMP1-

tggcgctact gttttggctg tacatcgtta
CDA0. - oo e >

tcctctattc
CD40. - e e >

gagaccttct
CDA0. < e e e e e >

tcatcgctct
CDA0. - o e >

tcgggtgett
CDAD - - o e e e e >

gtgccaccat
CDA0. - oo e >

tcattattgc
CDA0 - - o e e e e e e e e e >

tcctectgtt
CDA0 . - oo et e oo e e >

ccaataaggc
CDA0. - o e >

ctggctccaa
CD40. .- e e e e e >

aggaggatgg
CDA0. - e >

caggagtgtg
CDA0. - >

............................. 0] 0

ttcgctagaa

Rosa 26 homolloge Region 2 >>_ . ... .. . ... ... cceacaaann >

gcaggcttaa aggctaacct ggtgtgtggg
................... Rosa 26 homol

aaaattggag ggacaagact tcccacagat
> e e e e Rosa 26 homol
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7501 gggcaaataa ggaaaatggg aggataggta gtcatctggg gttttatgca gcaaaactac
> e e eaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

7561 aggttattat tgcttgtgat ccgcctcgga gtattttcca tcgaggtaga ttaaagacat
> e e eaaaaaa Rosa 26 homolloge Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

7621 (gctcacccga gttttatact ctcctgcttg agatccttac tacagtatga aattacagtg
> e eeaaan Rosa 26 homologe Region 2. ... ... ... ... ...... >

7681 tcgcgagtta gactatgtaa gcagaatttt aatcattttt aaagagccca gtacttcata
> e e e aaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

7741 tccatttctc ccgctccttc tgcagcctta tcaaaaggta ttttagaaca ctcattttag
................... Rosa 26 homologe Region

N

7801 ccccattttc atttattata ctggcttatc caacccctag acagagcatt ggcattttcc
> e eaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. ... ... ... ... ..... >

7861 ctttcctgat cttagaagtc tgatgactca tgaaaccaga cagattagtt acatacacca
> e e eaaaaaa Rosa 26 homolloge Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

7921 caaatcgagg ctgtagctgg ggcctcaaca ctgcagttct tttataactc cttagtacac
> e e Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... .. ....... >

7981 tttttgttga tcctttgcct tgatccttaa ttttcagtgt ctatcacctc tcccgtcagg
> e e eaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

8041 tggtgttcca catttgggcc tattctcagt ccagggagtt ttacaacaat agatgtattg
> e eeaaaa Rosa 26 homologe Region 2.. ... ... ... ...... >

8101 agaatccaac ctaaagctta actttccact cccatgaatg cctctctcct ttttctccat
> e eeaaan Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... ... ...... >

8161 ttataaactg agctattaac cattaatggt ttccaggtgg atgtctcctc ccccaatatt
> e e eeaaaaaa Rosa 26 homologe Region

N

8221 acctgatgta tcttacatat tgccaggctg atattttaag acattaaaag gtatatttca
> e e Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... .. ....... >

8281 ttattgagcc acatggtatt gattactgct tactaaaatt ttgtcattgt acacatctgt
> e eeaeaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. .. ... .. ... ..... >

8341 aaaaggtggt tccttttgga atgcaaagtt caggtgtttg ttgtctttcc tgacctaagg
> e Rosa 26 homologe Region 2.. ... ... ... ...... >

8401 tcttgtgagc ttgtattttt tctatttaag cagtgctttc tcttggactg gcttgactca
> e e Rosa 26 homologe Region 2. .. _ ... ... ... .._.... >

8461 tggcattcta cacgttattg ctggtctaaa tgtgattttg ccaagcttct tcaggaccta
> e eeaaan Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... ... ...... >

8521 taattttgct tgacttgtag ccaaacacaa gtaaaatgat taagcaacaa atgtatttgt
> e e Rosa 26 homologe Region

N

8581 gaagcttggt ttttaggttg ttgtgttgtg tgtgcttgtg ctctataata atactatcca
> e eeaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ......... >

8641 ggggctggag aggtggctcg gagttcaaga gcacagactg ctcttccaga agtcctgagt
> e Rosa 26 homologe Region 2.. ... ... .. . ...... >

8701 tcaattccca gcaaccacat ggtggctcac aaccatctgt aatgggatct gatgccctct
> e Rosa 26 homologe Region 2. .. _ ... ... ... ...... >
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8761 tctggtgtgt ctgaagacca caagtgtatt cacattaaat aaataaatcc tccttcttct
> e e eaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

8821 tctttttttt ttttttaaag agaatactgt ctccagtaga atttactgaa gtaatgaaat
> e e eaaaaaa Rosa 26 homolloge Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

8881 actttgtgtt tgttccaata tggtagccaa taatcaaatt actctttaag cactggaaat
> e eeaaan Rosa 26 homologe Region

N

8941 (¢ttaccaagg aactaatttt tatttgaagt gtaactgtgg acagaggagc cataactgca
> e e e aaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

9001 gacttgtggg atacagaaga ccaatgcaga ctttaatgtc ttttctctta cactaagcaa
> e eeaaaa Rosa 26 homologe Region 2.. ... ... .. . ...... >

9061 taaagaaata aaaattgaac ttctagtatc ctatttgttt aaactgctag ctttacttaa
> e eaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. ... ... ... ... ..... >

9121 cttttgtgct tcatctatac aaagctgaaa gctaagtctg cagccattac taaacatgaa
> e e eaaaaaa Rosa 26 homolloge Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

0181 agcaagtaat gataattttg gatttcaaaa atgtagggcc agagtttagc cagccagtgg
> e e Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... .. ....... >

9241 tggtgcttgc ctttatgcct ttaatcccag cactctggag gcagagacag gcagatctct
> e e eaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ... ..... >

9301 gagtttgagc ccagcctggt ctacacatca agttctatct aggatagcca ggaatacaca
> e aaeaaaaa Rosa 26 homologe Region

N

9361 cagaaaccct gttggggagg ggggctctga gatttcataa aattataatt gaagcattcc
> e eeaaan Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... ... ...... >

9421 ctaatgagcc actatggatg tggctaaatc cgtctacctt tctgatgaga tttgggtatt
> e e eeaaaaaa Rosa 26 homologe Region

N

9481 attttttctg tctctgctgt tggttgggtc ttttgacact gtgggctttc tttaaagcct
> e e Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... .. ....... >

9541 ccttcctgec atgtggtctc ttgtttgcta ctaacttccc atggcttaaa tggcatggct
> e eeaeaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. .. ... .. ... ..... >

9601 ttttgccttc taagggcagc tgctgagatt tgcagcctga tttccagggt ggggttggga
> e Rosa 26 homologe Region 2.. ... ... ... ...... >

9661 aatctttcaa acactaaaat tgtcctttaa tttttttttt aaaaaatggg ttatataata
> e e Rosa 26 homologe Region 2. .. _ ... ... ... .._.... >

9721 aacctcataa aatagttatg aggagtgagg tggactaata ttaaatgagt ccctccccta
> e eeaaan Rosa 26 homologe Region 2. ... . .. ... ... ...... >

9781 taaaagagct attaaggctt tttgtcttat acttaacttt ttttttaaat gtggtatctt
> e e Rosa 26 homologe Region 2. .. _ . .. ... ___....... >

9841 tagaaccaag ggtcttagag ttttagtata cagaaactgt tgcatcgctt aatcagattt
> e eeaaaaaa Rosa 26 homologe Region 2. .. ... .. .. ......... >

9901 tctagtttca aatccagaga atccaaattc ttcacagcca aagtcaaatt aagaatttct
................... Rosa 26 homologe Region

N

9961 gacttttaat gttaatttgc ttactgtgaa tataaaaatg atagcttttc ctgaggcagg
> e Rosa 26 homologe Region 2. .. _ ... ... ... ...... >
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10021

10081

10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

gtctcactat

gtatctctgc ctgatctgca acaagatatg
......... Rosa 26 homologe Region

tgaatactaa ggttaaaatg tagtaatact
......... Rosa 26 homologe Region

ggggacacac taagggagct tgggtgatag
......... Rosa 26 homologe Region

ttgaattatt atcaccgcaa cctacttttt
......... Rosa 26 homologe Region

cttaagggat ccctaggact tgctgagcac
......... Rosa 26 homologe Region

gagagcatat ttcaaaaaac aaggcagaca
......... Rosa 26 homologe Region

tttaaaccat ctgcatatac acagggatat
......... Rosa 26 homologe Region

ttttccccca tcaaattggg acatggattt
......... Rosa 26 homologe Region

acaaatgttg gttttgtgat ttgtgaaatt
......... Rosa 26 homologe Region

tacagaacaa agctgctatt tcgaggtctc
......... Rosa 26 homologe Region

tttccctgca ctatcctgat catgtgctag
......... Rosa 26 homologe Region

aacttaagtt tcctgtcagg tgatgtcata
......... Rosa 26 homologe Region

tatatgttaa acatttgtac ttaatgtgaa
......... Rosa 26 homologe Region

tttcaaaacc tgagctaaat aagtcatttt
......... Rosa 26 homologe Region

attgtggttt gcaggcaaga ctctctgacc
......... Rosa 26 homologe Region

ggtcacaagt ctaggagtca agcatttcac
......... Rosa 26 homologe Region

ctagtttata tgttggagga catgtttatc
......... Rosa 26 homologe Region

gctaaggaat tgattctgat tagcactgtt
......... Rosa 26 homologe Region

ttggagtcac ttgtatatct caaataatgc
......... Rosa 26 homologe Region

tcaccctgtt ttctacataa tttttgttca
......... Rosa 26 homologe Region

aacaatagca tgttttcaag ccatattttt
......... Rosa 26 homologe Region
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11281

11341

11401

11461

11521

11581

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

12121

12181

12241

12301

ttggtttttc
> e
gaccaggctg
> e
aaggcgtgca
> e
ctaactccac
> e
ttcattaaaa
> .-
cttcctacgg
> e
atacctacca
> e
cgataccgac
> e
tttcccaagg
> e
> e
aagtggcctc
> e
> .
ctttggtggc
> e
> e
cccgecagcetc
> .
> e
gcagatggac
> e
> .
gcagctttgc
> e
> e
gctcaggggc
> e
> e
ctgcacgctt
> ..
> e
ttcgacctgc
> .
> ... PA..
gtgatggaaa

gagacagggt ttctctgtat agccctggct
......... Rosa 26 homologe Region

gcctcgaact cagaaatccg cctgcctctg

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

ccaccacgcc tggctaagtt ggatattttg

......... Rosa 26 homologe Region 2........._.

tgggtggatt tttaattcag tcagtagtct

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

tctactgttc actctaacag aggctgttgg

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

atatactagc agattaaggg tcagggatag

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

gctttatact accttgttct gatagaaata

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

gacggtatcg ataagcttga tatcgaattc
......... Rosa 26 homologe Region

cagtctggag catgcgcttt agcagccccg ctgggcactt
......... Rosa 26 homologe Region 2

tggcctcgeca cacattccac atccaccggt

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

cccttcgege caccttctac tcctcccecta
......... Rosa 26 homologe Region

gcgtcgtgca ggacgtgaca aatggaagta

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

agcaccgctg agcaatggaa gcgggtaggc
......... Rosa 26 homologe Region 2

tccttcgett tctgggctca gaggctggga

a
......... Rosa 26 homologe Region 2..._....._.

gggctcaggg gcggggcggg cgcccgaagg

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

caaaagcgca cgtctgccgc gctgttctcc

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

aggtcctcgc catggatcct gatgatgttg

......... Rosa 26 homologe Region 2..........

acttttcttc gtaccacggg actaaacctg
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12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

13321

13381

13441

13501

13561

13621

13681

13741

13801

ctctctggaa
gcactaaaag
ccgttgatgg
cgtgtagtgc
tgggaacagg
cgtggccaag
cgatctcttt

agagatttaa

gattctaatt

gggcccggta

atggtcatag
agccggaagc
tgcgttgcgce
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg

ccagcaaaag

cccccctgac

......... Rosa 26 homologe Region

aaaagccaaa atctggtaca caaggaaatt
......... Rosa 26 homologe Region

ccgacaataa
...>> Rosa

aagctggagg
tggataatgc
agcaagtcgg
tcagccttcc
cgaaagcgtt
atgcgatgta
gtgaaggaac

agctctaagg
>>

gtttgtgtat

cccagctttt
ctgtttcctg
ataaagtgta
tcactgcccg
cgcgcgggga
ctgcgctcgg
ttatccacag

gccaggaacc

gagcatcaca

atacgacgct

gcgggatact

26 homologe Region 2

cgtggtcaaa
cgaaactatt
aacggaagag
cttcgctgag
aagcgtagaa
tgagtatatg
cttacttctg

taaatataaa

gttcccttta
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttccagtc
gaggcggttt
tcgttcggcet
aatcagggga

gtaaaaaggc

aaaatcgacg

ori

gtgacgtatc
aagaaagagt
tttatcaaaa
gggagttcta
cttgagatta
gctcaagcct
tggtgtgaca

atttttaagt

gtgagggtta
ttatccgctc
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg
gcggcgageg
taacgcagga

cgcgttgctg

ctcaagtcag

ctgtagataa

caggactgac
taggtttaag
ggttcggtga
gcgttgaata
attttgaaac
gtgcaggaaa
taattggaca

gtataatgtg

attgcgcgct
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccage
cgctcttccg
gtatcagctc
aagaacatgt

gcgtttttce
>>_ ...

aggtggcgaa

ttggaaaggg
>

tgaaaacccg

gaaggttctc
tctcactgaa
tggtgcttcg
tattaataac
ccgtggaaaa
tcgtgtcagg
aactacctac

ttaaactact

tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttcctcget
actcaaaggc
gagcaaaagg

ataggctccg
ori

acccgacagg
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13861

13921

13981

14041

14101

14161

14221

14281

14341

14401

14461

14521

14581

14641

14701

14761

14821

14881

14941

15001

15061

15121

15181

15241

15301

15361

15421

actataaaga

gtctgacgct
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgccagtt
ctcgtcgttt
atcccccatg
taagttggcc
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag

atattattga

taccaggcgt

cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttcgttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tccgectcca
aatagtttgc
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgctgttga
tttactttca

ggaataaggg

agcatttatc

ttcceectgg

aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgc
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagcgtttc
cgacacggaa

agggttattg
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ori

ori

ori

ori

ori

ori

ori

ori

aagctccctc

ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcccc
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgccattgct
cggttcccaa
ctccttcggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtca
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata

tctcatgagc

gtgcgctctc

cctttgatct

ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacc
gccgagegeca
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctccgatcg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttcggggc
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct

ggatacatat

ctgttccgac

tttctacggg

gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagc
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgcc
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttca

ttgaatgtat
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15481 ttagaaaaat aaacaaatag gggttccgcg cacatttccc cgaaaagtgc cac
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Appendix2
Sequenz des ebna2 Gens das uber die Ascl Schnittstelen in Appendix 1

beschreibenen Targeting Vektor eingefligt wurde. (EBNA2 Kassette)

1 cgcgecgttt aaaccacccg cgcttgtgtt ttgctttatc tgccgccatc atgcctacat
>>EBNA2. .>

61 tctatcttgc gttacatggg ggacaaacat atcatctaat tgttgacacg gatagtcttg
> e e e e e e eemeeeeeeeaaaa- EBNAZ. . e >

121 gaaacccgtc actctcagta attccctcga atccctacca ggaacaactg tcagacactc
> e e e e e e e a e e e EBNAZ . e eaaaa >

181 cattaattcc actaacaatc tttgttgggg aaaacacggg ggtgccccca ccactcccac
> e e e e e e e aaaaaaaan EBNAZ . . e >

241 caccccccec accaccaccC CcaccacCCC CaccacCCCC accaccccca ccacccccac
301 cacctccacc accttcacca ccacccccgc ccccaccacc cccaccacct cagcgcaggg
> e e e e e e e e meeaeaaaan EBNAZ2 . o . e >

361 atgcctggac acaagagcca tcacctcttg atagggatcc gctaggatat gacgtcgggc
> e e e e e e eemeeeeeeaaaaa- EBNAZ. . e >

421 atggacctct agcatctgct atgcgaatgc tttggatggc taattatatt gtaagacaat
> e e e EBNAZ . . i >

481 cacggggtga ccggggcctt attttgccac aaggcccaca aacagcccct caggccaggt
> e e e e e e e e maaaaaaaan EBNAZ .« e >

541 tggtccagcc acatgtcccc cctctacgcc cgacagcacc caccattttg tcacctctgt
> e e e e e e e e e eeeeaaaaaa EBNAZ . . e >

601 cacaaccgag gcttacccct ccacaaccac tcatgatgcc accaaggcct acccctccta
> e e e e e e e meeaeaaaaa EBNAZ2 . o e >

661 cccctctgecc acctgcaaca ctaacggtgc caccaaggcc tacccgtcct accactctgc
> e e e e e e e e EBNAZ . - . e >

721 cacccacacc actactcacg gtactacaaa ggcctaccga acttcaaccc acaccatcac
> e e e e e ameaaaaaa EBNAZ . . e e >

781 caccacgcat gcatctccct gtcttgcatg tgccagacca atcaatgcac cctcttactc
> e e e e e e e meeeeeaaaa- EBNAZ. . e >

841 atcaaagcac cccaaatgat ccagatagtc cagaaccacg gtccccgact gtattttata
> e e e e e e e e e EBNAZ . . . e >

901 acattccacc tatgccatta cccccctcac aattgccacc accagcagca ccagcacagc
> e e e e e e e e e e EBNAZ . . e >

961 cacctccagg ggtcatcaac gaccaacaat tacatcatct accctcgggg ccaccatggt
............................. EBNAZ . e

1021 ggccacccat ctgcgacccc ccgcaaccct ctaagactca aggccagagc cggggacaga
D EBNAZ . e e e >

1081 gcagggggag gggcaggggc aggggcaggg gcaggggcaa gggcaagtcc agggacaagc
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1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

cctccatcca

>....EBNA2. ..

gccataccac

"bpA
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............................. EBNAZ . . e

............................. A

............................. EBNAZ 2>

............................. A

............................. L

............................. A

0] 0 >
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