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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Epstein-Barr-Virus, ein humanes Herpesvirus

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein Vertreter der Familie der Herpesviridae. Eine Ein-
teilung in diese Virusfamilie erfolgt aufgrund der Morphologie des Virions. Die Virionen der
Herpesviren haben einen Durchmesser von 120 bis 300 nm. Das Virus-Core im Innern der
Viruspartikel, das das lineare, doppelstrangige DNA-Genom des Virus enthélt, ist von einem
ikosaedrischen Kapsid aus 162 Kapsomeren umgeben. Auf das Kapsid folgen nach aullen das
Tegument aus einer teilweise strukturierten Proteinmatrix und die Hiillmembran mit viralen
Glykoproteinen. Eine weitere Gemeinsamkeit der Herpesviren besteht in ihrer lebenslangen,
latenten Persistenz im Wirt. Bisher sind neun humanpathogene Herpesviren beschrieben:
Herpes-simplex-Virus 1 und -2 (HHV1, -2), Varicella-Zoster-Virus (HHV3), Epstein-Barr-
Virus (HHV4), Zytomegalievirus (HHVS), humane Herpesviren 6A, -6B und -7 sowie das
Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus (HHVS8) (Modrow und Falke, 1998; Roizman und
Pellett, 2001).

EBV gehort zur Unterfamilie der y-Herpesviren und zum Genus der Lymphokryptoviren.
Seine Entdeckung ist eng mit der Erforschung des EBV-assoziierten Burkitt-Lymphoms
verbunden. Denis Burkitt beschrieb in den 1950er Jahren ein in Aquatorialafrika bei Kindern
weit verbreitetes Lymphom, das mit dem Auftreten von Malaria korrelierte, und postulierte
eine Infektionskrankheit als Ursache. 1964 gelang es sowohl A. Epstein und Y. Barr als auch
R. Pulvertaft, Burkitt-Lymphom-Zellen aus den von Denis Burkitt erhaltenen Tumorbiopsien
zu kultivieren (Epstein und Barr, 1964; Pulvertaft, 1964). Noch im selben Jahr konnten
A. Epstein, Y. Barr und B. Achong elektronenmikroskopisch Viruspartikel in den kultivierten
Burkitt-Lymphom-Zellen nachweisen, die morphologisch zu den Herpesviren gehorten
(Epstein et al., 1964). Gertrude und Walter Henle zeigten durch serologische Tests, dass es
sich bei dem entdeckten Virus um ein neues humanes Herpesvirus handelte (Henle und Henle,
1966), das nach seinen Entdeckern Epstein-Barr-Virus genannt wurde. 1967/68 wurde
erstmals gezeigt, dass humane B-Lymphozyten durch Infektion mit EBV zu unbegrenztem
Wachstum angeregt werden konnen (Henle ef al., 1967; Pope et al., 1968). Damit war das

erste humane Tumorvirus entdeckt.
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1.2 Das EBV-Genom

Das Genom des EBV-Stammes B95-8 war das erste Herpesvirusgenom, das vollstindig
kloniert (Arrand et al., 1981; Polack et al., 1984; Skare und Strominger, 1980) und
sequenziert wurde (Baer ef al., 1984). Es besteht aus etwa 172000 Basenpaaren und kodiert
fiir ungefdhr 100 Gene. Da die Sequenzierung des EBV-Genoms auf einer Bibliothek aus
BamHI-Fragmenten basierte, sind EBV-Gene oft nach dem korrespondierenden BamHI-
Fragment benannt, beispielsweise steht BZLF1 fiir den ersten offenen Leserahmen in linker

Orientierung des BamHI-Z-Fragments.

Das Genom besitzt folgende charakteristische Strukturen: An den beiden Genomenden
befinden sich 0,5 kb grof3e terminale Repetitionen (TR). Interne Repetitionen aus 6 bis 12
3,1 kb-Einheiten (IR) teilen das Genom in einen kurzen und einen langen ,,unique* Abschnitt
(Us und Up) (Abb. 1). Im Viruspartikel liegt das Genom als lineare doppelstrangige DNA vor.
Nach der Infektion zirkularisiert die lineare DNA {iber die TR-Bereiche und gelangt als
episomale DNA in den Zellkern (Kieff und Rickinson, 2001).

N N -
-y -y
7y &

Abbildung 1: Schematische Darstellung der charakteristischen Strukturen des EBV-Genoms.

EBYV besitzt zwei funktionell verschiedene Replikationsurspriinge, oriP und oriLyt. oriP stellt
den Replikationsursprung fiir die Replikation der viralen DNA in der latenten Phase des Virus
dar, die parallel mit der Replikation der DNA der Wirtszelle durch die zelluldire DNA-
Polymerase erfolgt (Rawlins et al., 1985; Yates et al., 1984). In der lytischen Phase wird die
DNA ausgehend von zwei oriLyt-Replikationsurspriingen repliziert. Diese Replikation
verlduft nach dem Mechanismus der o-Replikation bzw. des ,,rolling circle* und benétigt die

virale DNA-Polymerase (Hammerschmidt und Sugden, 1988).
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Einige Virusstimme tragen in vitro erworbene Deletionen. Das P3HRI1-Virus weist zum
Beispiel eine 6,6 kb grofle Deletion auf, die Sequenzen betrifft, die fiir die nukledren Antigene
von EBV EBNA2 und zum Teil EBNA-LP (,,leader protein®) kodieren (Bornkamm et al.,
1982). P3HR1 ist nicht mehr in der Lage, B-Zellen zu transformieren.

1.3 Die EBV-Infektion

1.3.1 Die in vitro Infektion von B-Zellen

EBV kann in vitro primdre humane B-Lymphozyten infizieren. Das Wirtsspektrum fiir die
in vitro-Infektion umfasst B-Zellen in allen Entwicklungsstadien von pro-B-Zellen zu
Memory-B-Zellen mit Ausnahme der ausdifferenzierten Plasmazellen. Die infizierten
B-Zellen werden zu kontinuierlichem Wachstum angeregt. Es entstehen sogenannte
lymphoblastoide Zelllinien (LCLs), die unbegrenzt proliferieren (Henle et al., 1967; Pope et
al., 1968). LCLs konnen auch aus B-Lymphozyten des peripheren Bluts eines EBV-sero-

positiven Donors ohne Zugabe von exogenem Virus auswachsen (Nilsson ez al., 1971).

LCLs zeigen einen lymphoblastoiden Phinotyp und ein typisches virales Genexpressions-
muster, das auch Wachstumsprogramm oder Latenz III genannt wird. Die in LCLs
exprimierten viralen Gene kodieren fiir sechs nukledre Antigene (EBNAI, -2, -3A, -3B, -3C
und -LP), drei latente Membranproteine (LMP1, -2A und -2B), zwei kleine, nicht
polyadenylierte RNA-Molekiile (EBER1 und -2) und BamHI-Transkripte (BARTSs) (Abb. 2).
Fiinf dieser Gene sind flir die Immortalisierung essentiell, EBNAI, -2, -3A, -3C und LMP1
(Cohen et al., 1989; Hammerschmidt und Sugden, 1989; Kaye ef al., 1993; Lee ef al., 1999;
Tomkinson et al., 1993). EBNA-LP und LMP2A/B verbessern lediglich die
Immortalisierungseffizienz (Brielmeier et al., 1996; Hammerschmidt und Sugden, 1989;
Longnecker et al., 1992 und 1993; Mannick et al., 1991), EBNA3B, EBERs und BARTSs
besitzen keinen Einfluss auf den Immortalisierungsprozess (Robertson et al., 1994,

Swaminathan et al., 1991; Tomkinson und Kieff, 1992).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des episomalen EBV-Genoms und der viralen Proteine, die in
lymphoblastoiden Zelllinien exprimiert werden.

(Zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Wolfgang Hammerschmidt.)

Die Transkription aller EBNA-Gene startet von den Promotoren Wp (Promotor im BamHI-
W-Fragment) oder Cp (Promotor im BamHI-C-Fragment). Aus dem bis zu 100 kb langen
Primirtranskript entstehen anschlieBend durch komplexe differentielle Spleilvorginge die
verschiedenen EBNA-Molekiile (Woisetschlaeger et al., 1989 und 1990). EBNAI ist ein
DNA-bindendes Kernprotein, das durch die Bindung an oriP und die Rekrutierung des
zelluldren ,,origin recognition complex® (ORC) die Replikation der viralen DNA vermittelt
(Chaudhuri et al., 2001; Dhar et al., 2001; Schepers et al., 2001). Zudem ist es fiir die
korrekte Segregation des episomalen Virusgenoms wéhrend der Zellteilung verantwortlich
(Aiyar et al., 1998; Rawlins ef al., 1985; Yates et al., 1985). EBNAI1 zeichnet sich aullerdem
dadurch aus, dass es durch eine Glycin-Alanin-Wiederholungsdoméne seinen proteasomalen
Abbau und damit seine MHC-Klasse [-abhingige Préisentation blockiert, wodurch eine

immunogene Wirkung verhindert wird (Levitskaya et al., 1995). EBNA?2 ist das erste virale
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Protein, das nach der Infektion primérer Zellen exprimiert wird (Allday et al., 1989). Es wirkt
als Transaktivator zelluldrer und viraler Gene, beispielsweise induziert es die Transkription
der B-Zell-Aktivierungsmarker CD21 und CD23 (Calender et al., 1987; Cordier et al., 1990;
Wang et al., 1987), der Proto-Onkogene c-fgr (Knutson, 1990) und c-myc (Kaiser et al., 1999;
Kempkes et al., 1995) und der viralen Gene LMP1, LMP2A und -2B (Abbot et al., 1990;
Fahraeus et al., 1990a; Wang ef al., 1990b; Zimber-Strobl ef al., 1991) sowie den viralen Cp-
Promotor (Sung ef al., 1991). EBNA2 bindet jedoch nicht direkt an die DNA, sondern wird
durch Interaktion mit dem zelluldren Transkriptionsfaktor RBP-Jik (Rekombinationssignal-
Bindeprotein-Jk) an Promotorsequenzen rekrutiert (Grossman et al., 1994; Henkel et al.,
1994; Waltzer et al., 1994; Zimber-Strobl et al., 1994). Alle drei Mitglieder der EBNA3-
Familie sind ebenfalls in der Lage, RBP-Jx zu binden. Damit interferieren die EBNA3-
Proteine mit der Komplexbildung von EBNA2 mit RBP-Jk und koénnen so die Trans-

aktivierung RBP-Jk-abhingiger Promotoren durch EBNA2 negativ modulieren (Robertson et
al., 1995 und 1996).

1.3.2  Die in vivo Infektion

Weltweit sind tiber 90% der Erwachsenen mit EBV infiziert. Das Alter der Primérinfektion
liegt in Abhdngigkeit von den Lebensbedingungen in Entwicklungsldndern deutlich niedriger
als in Landern mit hoheren Lebens- und Hygienestandards. Bei Kindern verlduft die Primér-
infektion in der Regel asymptomatisch, wihrend Jugendliche und Erwachsene hiufig nach
einer Inkubationszeit von vier bis sechs Wochen eine Infektiose Mononukleose
(Pfeiffer'sches Driisenfieber, ,kissing disease) entwickeln. Diese duBlert sich in grippe-
dhnlichen Symptomen wie Halsschmerzen, Fieber, Lymphknotenschwellungen und in einem
verdnderten Blutbild mit ausgepragter Mononukleose (Henle et al., 1968; Niedermann et al.,

1968).

Das Virus wird iiber den Speichel iibertragen (Gerber et al., 1972). Nach der Aufnahme iiber
den Speichel gelangt das Virus zu seinen Zielzellen, den B-Zellen in der Oropharynx-Mucosa
(Karajannis et al., 1997). Die Adsorption des Virus an die Wirtszelle erfolgt entweder durch
Bindung des viralen Glykoproteins gp350/220 an den zelluldren Komplementrezeptor 2
(CR2, CD21), der auf allen unreifen B-Zellen exprimiert ist, oder durch weitere, bisher nicht

auf molekularer Ebene identifizierte Ligand-Rezeptor-Paarungen (Fingeroth et al., 1984; Janz
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et al., 2000; Nemerow et al., 1987). Nach der Penetration des Virus in die Zelle durch eine
rezeptorvermittelte Endozytose 16st sich die Kapsidhiille des Virus auf, die freigesetzte lineare
DNA zirkularisiert im Zellkern und wird in Chromatin verpackt (Lindahl et al., 1976). Man
nimmt an, dass das Virus durch die Einleitung der lytischen Phase in der primir infizierten
Zelle und durch die folgende Freisetzung von Viruspartikeln die Infektion einer Vielzahl von
zirkulierenden B-Zellen in den Tonsillen erreicht und in diesen Zellen versucht, mit dem
Wachstumsprogramm die latente Phase zu etablieren. Die Expression der Latenz III-Gene
fiihrt wie in den LCLs zu einer Aktivierung und zur Proliferation der infizierten Zellen (Falk
et al., 1990; Robinson et al., 1980; Tierney et al., 1994). Gegen latente Antigene und gegen
Antigene des lytischen Zyklus entwickelt das Immunsystem eine zytotoxische T-Zell-
Antwort. Die massive Expansion EBV-spezifischer CD8" T-Zellen und die damit verbundene
Zytokin-Freisetzung verursachen sowohl das veridnderte Blutbild als auch die grippedhnlichen
Symptome der Infektiosen Mononukleose. Die zytotoxische T-Zell-Antwort fiihrt aber auch
zur Eliminierung der EBV-infizierten, Antigen-prisentierenden Zellen (Rickinson und Moss,
1997). Es wird diskutiert, dass ein Teil der Zellen durch eine stark eingeschrinkte Gen-
expression, der sogenannten Latenz 0, und durch eine damit verbundene Differenzierung zu
Memory-B-Zellen der Immunkontrolle entgehen kann (Miyashita et al., 1995 und 1997,
Babcock et al., 1998 und 2000). Auf diese Weise erreicht das Virus eine lebenslange
Persistenz im Wirt. In diesem Zustand des Gleichgewichts zwischen Virus und Wirt finden
sich 1 bis 50 EBV-positive Zellen pro 10° Zellen im peripheren Blut, in denen zwar zum Teil
mRNA-Transkripte von LMP2A, aber keine viralen Proteine nachgewiesen werden konnten
(Babcock et al., 1998 und 1999; Decker et al., 1996; Miyashita et al., 1997; Qu und Rowe,
1992; Tierney et al., 1994). Durch bisher unbekannte physiologische Stimuli erfolgt von Zeit
zu Zeit eine Virusreaktivierung, die zur Freisetzung von Viruspartikeln im Oropharynx-
Epithel, zur Ausscheidung iiber den Speichel und zur weiteren Verbreitung des Virus fiihrt
(Yao et al., 1985). Ausnahmefille, in denen sich kein Gleichgewicht zwischen der
Immunabwehr des Wirts und dem Virus einstellen kann, fiihren zu ernsten Erkrankungen wie

chronisch aktiven EBV-Infektionen oder EBV-assoziierten Tumoren.

Neben B-Zellen konnen auch Epithelzellen mit EBV infiziert werden (Sixbey et al., 1983).
Die Infektion von Epithelzellen ist aber fiir die normale EBV-Infektion in vivo wahrscheinlich
nicht von Bedeutung (Karajannis et al., 1997; Tao et al., 1995a; Thorley-Lawson et al.,
1996). Allerdings stehen einige EBV-assoziierte Tumoren wie das Nasopharynx-Karzinom

mit der Infektion von Epithelzellen in Verbindung.
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1.3.3 EBV-assoziierte Tumorerkrankungen

Zu den EBV-assoziierten Tumorerkrankungen gehdren Tumoren, die sich unter Bedingungen
der Immunsuppression entwickeln, sowie das Burkitt-Lymphom, das Hodgkin-Lymphom und
das Nasopharynx-Karzinom. Daneben werden zum Teil auch T-Zell-Lymphome und
gastrische Tumoren mit EBV in Verbindung gebracht. Die einzelnen Erkrankungen unter-
scheiden sich untereinander unter anderem in ihrer Korrelation mit EBV und in ihrem viralen

Genexpressionsmuster.

Bei immunsupprimierten Personen kann es durch die geschwichte Immunabwehr zu einem
Verlust der Wachstumskontrolle EBV-infizierter B-Zellen kommen. So entwickelt sich bei
manchen Transplantationspatienten eine lymphoproliferative Erkrankung (,,post-transplantant
lymphoproliferative disease®, PTLD), deren Risiko mit der Stirke der Immunsuppression
korreliert (Craig et al., 1993; Nalesnik, 1998). Die unter diesen Bedingungen der Immun-
defizienz proliferierenden EBV-infizierten B-Zellen zeigen einen lymphoblastoiden
Phénotyp, das heifit das virale Genexpressionsmuster Latenz III (Falk et al., 1990; Gratama et
al., 1991; Thomas et al., 1990). AIDS-Patienten leiden hdufig ebenfalls an einer PTLD-
artigen Erkrankung (Freter, 1990; Hamilton-Dutoit ef al., 1991) und an einer massiven Virus-
produktion in Epithelzellen, die sich in Lisionen des Zungenrandes duflert (Haarleukoplakie,
»hairy oral leukoplakia®) (Greenspan et al., 1985). Jungen mit dem genetisch bedingten
Purtilo-Syndrom (,,x-linked lymphoproliferative syndrome*) sterben héufig friih an einer
todlich verlaufenden Infektiosen Mononukleose, da sie nicht in der Lage sind, mit einer
funktionalen Immunantwort auf eine EBV-Infektion zu reagieren (Purtilo et al., 1975;

Schuster und Kreth, 2000).

Burkitt-Lymphome (BL) treten als endemische, sporadische und AIDS-assoziierte Formen
auf. Allen Formen gemeinsam ist eine typische Chromosomentranslokation, die das Proto-
Onkogen c-myc von Chromosom 8 in einen Immunglobulin-Lokus auf Chromosom 2, 14 oder
22 versetzt und dereguliert (Magrath, 1990). Die endemische Form des BLs tritt vor allem in
Aquatorialafrika und in Neuguinea auf und ist dort die hiufigste Krebserkrankung bei
Kindern. Sie ist zu fast 100% mit EBV assoziiert. Die sporadische und die AIDS-assoziierte
Form sind weltweit zu finden und haben eine EBV-Assoziation von 15% bis 20% bzw. 30%
bis 40%. In EBV-positiven BL-Zellen werden EBNAI, die EBER- und die BART-
Transkripte exprimiert (LatenzI). Allerdings zeigen die meisten aus Tumorbiopsien

etablierten BL-Zelllinien nach mehrmaliger Passage in vitro einen Ubergang von dem in
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Einzelzellsuspension wachsenden Latenz I-Typ zu dem in Zellklumpen wachsenden
Latenz III-Typ (Rowe et al., 1987). Das Zusammenspiel der c-myc-Translokation und der
EBV-Infektion in der Entstehung des BLs ist bislang noch nicht aufgeklart.

Etwa die Hélfte der weltweit auftretenden Hodgkin-Lymphome (,,Hodgkin’s disease*, HD)
sind mit EBV assoziiert. In den malignen Zellen EBV-positiver Tumoren, Hodgkin-Zellen
und Reed-Sternberg-Zellen, konnte die Expression von EBNA1, den EBERs und BARTs und
von LMP1 und LMP2A/B nachgewiesen werden (Latenz II) (Deacon et al., 1993). Die

genaue Rolle von EBV bei der Onkogenese ist jedoch unbekannt.

Das Nasopharynx-Karzinom (,,nasopharyngeal carcinoma“, NPC), ein epithelialer Tumor des
Nasen-Rachen-Raumes, ist die hiufigste Krebserkrankung bei Ménnern in Siidostasien. Es ist
zu 100% mit EBV assoziiert. Die virale Genexpression gleicht der in Hodgkin-Lymphom-
Zellen (Latenz I1) (Brooks et al., 1992). Neben der EBV-Infektion spielen wahrscheinlich
auch die genetische Pridisposition und Umweltfaktoren bei der Tumorentstehung eine Rolle

(Lu et al., 1990; Yu et al., 1986).

1.4 Die Reaktivierung von EBV

1.4.1 Die in vitro Reaktivierung

Im Gegensatz zu den {ibrigen Herpesviren, die in vitro lytische Systeme bilden und deren
Zellen in vitro schwer latent zu infizieren sind, zeigt EBV in Kultur eine sehr stabile latente
Infektion (Modrow und Falke, 1998). Es stellt sich hier vielmehr das umgekehrte Problem,
nidmlich in latent EBV-infizierten Zellen den lytischen Zyklus zu induzieren. LCLs stellen das
fiir die in vitro-Untersuchung von EBV am meisten genutzte System dar. Diese Zellen, die
das komplette Programm der latenten Gene exprimieren (Latenz III), sind allerdings nicht
permissiv fiir den lytischen Zyklus. Eine spontane Induktion des lytischen Zyklus lauft nur in
einem kleinen Teil der Zellen (zwischen null und wenigen Prozent) ab. Auch mithilfe
spezieller Kulturbedingungen ldsst sich der Anteil permissiver Zellen nur gering erhdhen. In
einigen BL-Zelllinien hingegen ist unter diesen Kulturbedingungen eine relativ gute
Stimulation des lytischen Zyklus mdoglich, in Akata-Zellen beispielsweise in immerhin 20%

bis zu 50% der Zellen (Takada und Ono, 1989). Dies hingt damit zusammen, dass Akata-
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Zellen eine der wenigen Typ I-BL-Zelllinien sind, die auch in Kultur eine stabile Latenz I-
Expression zeigen. Typ [-BL-Zelllinien sind das derzeit beste in vitro-Modell fiir die

Untersuchung des Wechsels von der latenten zur lytischen Phase.

Haufig in vitro verwendete Induktoren des lytischen Zyklus sind Phorbolester (Hudewentz et
al., 1980; Laux et al., 1988; zur Hausen et al., 1978), Butyrat (Luka et al., 1979), Calcium-
Ionophore (Faggioni et al., 1986), Immunglobulin-Antikorper (Takada, 1984; Tovey et al.,
1978) oder eine Superinfektion mit dem P3HRI1-Virus (Henle et al., 1970). Alle diese
Induktoren fithren zu einer Aktivierung der fiir die Einleitung der lytischen Phase essentiellen
Expression des BZLF1-Proteins und nach einer bestimmten Reihenfolge zur Expression fast

aller viraler Gene.

1.4.2  Die in vivo Reaktivierung

In vivo persistiert EBV latent in ruhenden Memory-B-Zellen. Da der Eintritt in die lytische
Replikation immer mit dem Tod der Zelle einhergeht, ist fiir die Etablierung der Latenz eine
strikte Kontrolle der Virusreaktivierung noétig. Fiir die Unterdriickung der Reaktivierung
wéhrend der priméren Infektion und in der etablierten latenten Phase kommen sowohl virale
Faktoren als auch Wirtsfaktoren infrage. Es konnte gezeigt werden, dass das virale Protein
LMP2A den durch anti-Immunglobulin-Antikérper induzierten lytischen Zyklus blockieren
kann (Miller et al., 1994). Auch das virale LMP1 und die Aktivierung des CD40-Rezeptors
auf B-Zellen durch den CD40-Liganden sind in der Lage, die Induktion des lytischen Zyklus
zu hemmen (Adler ef al., 2002; Sarawar et al., 2001).

Die physiologischen Stimuli, die in vivo zu einer Reaktivierung des Virus fithren, kennt man
bisher nicht. In gesunden Personen lésst sich in Zellen des peripheren Bluts keine lytische
Replikation des Virus detektieren (Decker et al., 1996). Die zur Sicherung der lebenslangen
Virusinfektion notwendige Reaktivierung und Neuinfektion von B-Zellen findet wahr-

scheinlich in den Tonsillen statt (Babcock et al., 1998; Joseph et al., 2000).
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1.5 Das ,,unmittelbar frithe” Genprodukt BZLF1

1.5.1 Das BZLF1-Protein

Das Genprodukt des BZLFI1-Gens (BamHI Z fragment leftward open reading frame
number 1) ist in der Literatur unter den Namen BZLF1, ZEBRA (BamHI Z Epstein-Barr virus

replication activator), EB1, Z und Zta beschrieben. Im folgenden wird es BZLF1 genannt.

Die Einleitung der Virusvermehrung geht mit einer Aktivierung der viralen Genexpression
einher. Es konnte gezeigt werden, dass die Transkription der viralen BRLF1- (BamHI
R fragment leftward open reading frame number 1) und BZLF1-Gene nach der Induktion des
lytischen Zyklus unabhédngig von der Gegenwart von Inhibitoren der Proteinsynthese wie
Anisomycin und Cycloheximid stattfindet (Biggin ef al., 1987; Takada und Ono, 1989). Bei
BRLFI1 und BZLF1 handelt es sich somit um unmittelbar frilhe Gene (,,immediate-early
genes) von EBV, deren Expression ohne zwischengeschaltete Faktoren direkt induziert
werden kann. Es stellte sich auBerdem heraus, dass alleine die Expression von BZLF1
notwendig und ausreichend fiir die Induktion des lytischen Zyklus ist (Chevallier-Greco et al.,

1986; Countryman und Miller, 1985; Takada ef al., 1986).

Das BZLF1-Protein besteht aus einer aminoterminalen Transaktivierungsdoméne (AS 1-167),
einer DNA-Bindedoméne (AS 168-203) und einer carboxyterminalen Dimerisierungsdoméine
(AS 204-245) (Flemington et al., 1992; Kouzarides et al., 1991; Packham et al., 1990). Es
gehort wie c-Jun und c-Fos zur bZip-Familie (,,basic leucine zipper*) von Transkriptions-
faktoren und bindet als Homodimer an sogenannte ZEBRA-responsive Elemente (ZREs) in
den Promotoren von Zielgenen und in der oriLyt-Region des EBV-Genoms (Farrell et al.,
1989; Flemington und Speck, 1990a; Kouzarides et al., 1991; Lieberman et al., 1990; Urier et
al., 1989). Durch seine Assoziation mit dem generellen Transkriptionsfaktor TFIID und mit
dem Transkriptionsregulator CREB-Bindeprotein (CBP) kann das BZLF1-Protein die
Transkription zelluldrer und viraler Gene anschalten und so das sequentielle lytische
Expressionsprogramm des Virus einleiten (Adamson und Kenney, 1999; Lieberman und
Berk, 1991). Zum andern kann das BZLF1-Protein die lytische Replikation des Virus starten,
indem es die virale Primase und andere Faktoren der viralen DNA-Polymerase bindet und zu

oriLyt rekrutiert (Schepers et al., 1993; Zeng et al., 1997).
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Im latenten Zustand unterliegt die BZLF1-Aktivitit einer strengen Kontrolle durch zelluldre
Faktoren. Die konstitutive, niedrige Expression einer NO-Synthase (iNOS) blockiert die
BZLF1-Expression und fordert die Aufrechterhaltung der Latenz (Mannick et al., 1994).
Desgleichen halten Histon-Deacetylasen (Gruffat et al., 2002; Jenkins et al., 2000) und
negative Elemente (,,silencing*“-Elemente) des BZLF1-Promotors (Kraus et al., 2001; Liu et
al., 1998; Montalvo et al., 1991; Schwarzmann et al., 1994; Zhang et al., 1999) das Gen im
ruhenden Status. In Kotransfektionsexperimenten konnte auflerdem mittels Immun-
prézipitation eine direkte Interaktion von BZLF1 mit p53 und der p65-Untereinheit von
NF-«B (nukledrer Faktor-kB) und mittels Promotorstudien eine Inaktivierung des BZLFI-
Proteins durch diese beiden Proteine nachgewiesen werden (Gutsch et al., 1994; Zhang et al.,

1994).

1.5.2 Der BZLF1-Promotor

Die Transkription des BZLFI-Proteins kann an zwei benachbarten Promotoren gestartet
werden. Der proximale BZLF1-Promotor (Zp) liefert ein 1,0 kb langes, monozistronisches
BZLF1-Transkript, der distale BRLFI/BZLF1-Promotor (Rp) liefert ein 2,8 kb langes,
bizistronisches BRLF1/BZLF1-Transkript (Biggin ef al., 1987) (Abb. 3).

BZLF1 BRLF1

Zp Rp
BZLF1 B 1,0 kb RNA
BRLF1/BZLF1 mmmm Iaammmm = m 2,8 kb RNA

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Transkription des BZLF1-Gens.

Die Aktivierung eines der beiden Promotoren fiihrt unmittelbar zur Aktivierung des anderen
Promotors. Das BZLF1-Protein kann den Rp-Promotor iiber darin enthaltene ZREs direkt

anschalten (Sinclair et al., 1991), das BRLF1-Protein kann den Zp-Promotor iiber zwischen-



Einleitung 12

geschaltete Signaltransduktionswege indirekt aktivieren (Adamson et al., 2000). Bei der
Induktion des lytischen Zyklus geht wahrscheinlich eine Aktivierung von Zp der Aktivierung

von Rp voraus.

Der Zp-Promotor besitzt eine sehr niedrige basale Aktivitdt, die durch Induktoren des
lytischen Zyklus stark erhoht werden kann. Die Region von -221 bis +12 von Zp enthilt die
fiir die niedrige Basalaktivitit und fiir die hohe Induzierbarkeit nétigen cis-Elemente (Abb. 4).
In dieser Region wurden drei verschiedene positive Elemente identifiziert: Vier ZI-Elemente
(Z1A-D), die mit unterschiedlicher Affinitét die zelluldren Transkriptionsfaktoren Sp1/3 und
MEF2D binden; ein ZII-Element, das Homologie zur CRE/AP-1-Bindestelle besitzt und
ATF1/2, CREB und c-Jun bindet; und zwei ZIII-Elemente (ZIIIA,B), die als ZREs das
BZLF1-Protein binden (Liu et al., 1997a, b und 1998; Flemington und Speck, 1990a und b;
Urier et al., 1989; Wang et al., 1997).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des BZLF1-Promotors im Bereich von -221 bis +12 und des zwei-

Schritt-Modells der Promotoraktivierung.
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Daneben sind auch negative Elemente in Zp charakterisiert: ZIIR (-77 bis -70); ZIV (-551 bis
-386); ZV (-17 bis -12); eine Subp-2-Bindestelle (-93 bis -79); und fiinf HI-Elemente (viermal
zwischen -551 und -227, einmal von -60 bis -53) (Kraus et al., 2001; Liu et al., 1998;
Montalvo et al., 1991; Schwarzmann et al., 1994; Zhang et al., 1999).

Fiir die Aktivierung des BZLF1-Promotors ist ein zwei-Schritt-Modell postuliert worden
(Flemington und Speck, 1990a; Flemington et al., 1991) (Abb. 4): Zunichst induzieren
exogene Faktoren wie TPA und anti-Immunglobulin-Antikdrper iiber responsive Elemente
des Promotors (ZI, ZII) eine schwache BZLF1-Expression. Ubersteigt die produzierte Menge
an BZLF1-Protein eine kritische Konzentration, fiihrt die Autoaktivierung des Promotors {iber
ZREs (ZIII) zu einer starken Expression des BZLF1-Proteins. Durch die Einfithrung eines
bestimmten Schwellenwertes der BZLF1-Konzentration und durch den positiven Riick-
kopplungsmechanismus sichert das Virus unter nicht stimulatorischen Bedingungen die
Latenz und unter stimulatorischen Bedingungen einen effizienten lytischen Replikations-

zyklus.

1.6 Das Latente Membranprotein 1 (LMP1)

1.6.1 LMPI, ein Onkogen

Das immortalisierende Potential von EBV wird zu einem wesentlichen Anteil LMP1
zugeschrieben. In vitro ist die konstitutive Expression von LMP1 fiir die Transformation von
B-Zellen und fiir die Proliferation EBV-immortalisierter B-Zellen essentiell (Kaye et al.,
1993; Kilger et al., 1998); in vivo kann in vielen EBV-assoziierten Tumoren die Expression
von LMPI1 nachgewiesen werden (Rickinson und Kieff, 2001). Fiir die onkogene Wirkung
von LMP1 spricht auch, dass die exogene LMP1-Expression in Nagerfibroblasten zur Trans-
formation der Zellen, in transgenen Méusen zur Entwicklung von B-Zell-Lymphomen und in
Epithelzellen zur Inhibition der normalen Zelldifferenzierung fiihrt (Dawson et al., 1990;
Fahraeus ef al., 1990b; Kulwichit ef al., 1998; Wang ef al., 1985 und 1988a). Der onkogene
Effekt von LMP1 kann auf wachstumsfaktordhnliche, mitogene Effekte sowie auf die
Aktivierung antiapoptotischer Gene wie bcl-2 und A20 zuriickgefiihrt werden (Kaye et al.,
1995; Laherty et al., 1992; Rowe et al., 1994). Daneben induziert LMP1 die Expression von
B-Zell-Aktivierungsmarkern wie CD21, CD23, CD39, CD40, CD44 und MHC-Klasse II-
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Molekiilen, der Zelladhédsionsmolekiile LFA-1, LFA-3 und ICAM-1 und der Zytokine IL-6,
IL-8 und IL-10 (Eliopoulos et al., 1997 und 1999; Nakagomi et al., 1994; Peng und
Lundgren, 1992; Vockerodt et al., 2001; Wang et al., 1988b und 1990a).

Die Expressionsstirke von LMP1 unterliegt einer genauen Regulation, indem LMP1 in hohen
Konzentrationen seine proliferationsfordernde Eigenschaft verliert, die allgemeine Protein-
synthese inhibiert und zytostatisch wirkt (Hammerschmidt ef al., 1989; Kaykas und Sugden,
2000; Sandberg et al., 2000). Der Ubiquitin-abhdngige Abbau von LMP1 erfolgt nach einer
relativ kurzen Halbwertszeit von 1,5 bis 7,0 Stunden im Proteasom (Aviel et al., 2000;

Baichwal und Sugden, 1987; Mann und Thorley-Lawson, 1987; Martin und Sugden, 1991).

1.6.2 Struktureller Aufbau von LMP1

LMP1 mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 63 kD besteht aus einem zyto-
plasmatischen Aminoterminus (AS 1-24), sechs hydrophoben Transmembrandoménen (AS
25-186) und einem zytoplasmatischen Carboxyterminus (AS 187-386) (Fennewald et al.,
1984; Hennessy et al., 1984; Liebowitz et al., 1986) (Abb. 5).

Der Aminoterminus ist fiir die korrekte Insertion des Molekiils in die Plasmamembran, fiir die
Lokalisation in sphingolipid- und cholesterolreichen Membrandoménen (,,lipid rafts*) und fiir
die Assoziation mit dem Zytoskelett verantwortlich (Coffin et al., 2001; Izumi et al., 1994;
Liebowitz et al., 1987; Rothenberger et al., 2002). Die Transmembrandoménen von LMP1
vermitteln eine ligandenunabhéngige, spontane Autoaggregation von LMP1 in der Plasma-
membran, die nétige und ausreichende Voraussetzung, um in der carboxyterminalen Doméne
Signaltransduktionsvorgénge auszulosen. LMP1 entspricht damit funktional einem konstitutiv
aktiven Rezeptor (Floettmann und Rowe, 1997; Gires et al., 1997; Liebowitz et al., 1986).
Der Carboxyterminus von LMP1 enthidlt zwei sogenannte C-terminale Transaktivierungs-
domédnen (CTAR1 und -2), die als Plattform fiir die Bindung von Adaptorproteinen
verschiedener Signaltransduktionsketten dienen und die Aktivierung der NF-xB-, p38 MAPK
(p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase)- und JNKI1 (c-Jun N-terminale Kinase 1)-Signal-
transduktionswege vermitteln. CTAR1 und -2 kooperieren in der Induktion von NF-xB und
p38 MAPK, wobei etwa 70% der NF-kB-Aktivitidt auf CTAR2 und etwa 30% auf CTARI
zuriickzufiihren sind (Eliopoulos ef al., 1999; Huen et al., 1995; Mitchell und Sugden, 1995;
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Vockerodt et al., 2001). Die Induktion von JNK1 durch LMP1 erfolgt ausgehend von der
CTAR2-Doméne (Eliopoulos und Young, 1998; Kieser et al., 1997).

CTARI bindet iiber das Konsensusmotiv PxQxT (AS 204-208) die Adaptorproteine TRAFI,
-2, -3 und -5 (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierte Faktoren), CTAR2 interagiert mit
den Adaptorproteinen RIP (Rezeptor-interagierendes Protein) und {iber die Aminosduren 384
bis 386 mit TRADD (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziiertes ,,death domain* Protein)
(Brodeur et al., 1997; Devergne et al., 1996; Izumi und Kieff, 1997; Izumi et al., 1999; Kieser
et al., 1999; Mosialos et al., 1995; Sandberg et al., 1997). Die Funktion der verschiedenen
Adaptorproteine in der Signaltransduktion von LMP1 ist trotz intensiver Untersuchungen
noch nicht vollstindig aufgeklért. Die Aktivierung von NF-kB und p38 MAPK sowohl durch
CTARI als auch durch CTAR2 ist von TRAF2 abhéngig, das einerseits mit CTAR1 und
andererseits mit dem an CTAR2 gebundenen TRADD interagiert (Izumi und Kieff, 1997;
Kaye et al., 1996). TRAF2 vermittelt {iber die Aktivierung von NIK (NF-kB induzierende
Kinase) die Phosphorylierung von IKK (I-kB-Kinase), den Abbau von I-kB und somit die
Aktivierung von NF-kB (Sylla ef al., 1998); in einem TRAF6- und MKK6 (MAPK Kinase 6)-
abhingigen Signaltransduktionsweg fiihrt TRAF2 auflerdem zur Aktivierung der p38 MAPK
und damit des Transkriptionsfaktors ATF-2 (Eliopoulos et al., 1999; Schultheiss et al., 2001).
Unabhéngig von bisher identifizierten Adaptorproteinen kann CTAR2 iiber die JNK-
Aktivierungsdoméne (AS 379-384) in einem SEKI1-vermittelten Signalweg JNK1 und damit
den Transkriptionsfaktor AP-1 (Aktivatorprotein-1) aktivieren (Kieser et al., 1997 und 1999)
(Abb. 5).

Zwei haufig fir Untersuchungen von LMP1 in vitro verwendete Mutationen betreffen das
PxQxT-Motiv in CTARI, das fiir die direkte Assoziation von LMP1 mit TRAFI, -2, -3 und -5
essentiell ist, und die Aminoséure Tyrosin 384, die die Interaktion von LMP1 mit TRADD
vermittelt, sowie essentieller Bestandteil der JNK1-Aktivierungsregion ist. So verliert LMP1
im Falle einer Mutation des PxQxT-Motivs einen Teil seiner NF-xB- und p38 MAPK-
Aktivierungskapazitit und im Falle einer Punktmutation des Tyrosin 384 neben einem Teil
der NF-kB- und p38 MAPK-Aktivitit auch die komplette JNKI1-Aktivitit. Die Doppel-
mutation von CTARI und CTAR2 bedeutet einen vollstindigen Verlust der NF-kB-,
p38 MAPK- und JNK 1-Induktion durch LMP1 (Abb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des LMP1-Molekiils mit Signaldominen und induzierten

Signalwegen.

Neben NF-kB, p38 MAPK und JNK1 aktiviert LMP1 wahrscheinlich einen weiteren Signal-
transduktionsweg, nidmlich liber JAK3 (Janus Kinase 3) den Transkriptionsfaktor STAT3
(,,signal transducer and activator of transcription 3*) (Gires ef al., 1999). Ob die Aktivierung
von STAT3 allerdings tatsdchlich von der postulierten dritten C-terminalen
Transaktivierungsdomdne (CTAR3, AS 275-330) vermittelt wird, erscheint derzeit eher
fragwiirdig (Gires et al., 1999; Higuchi et al., 2002).
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1.6.3  Vergleich von LMP1 mit CD40

LMP1 teilt viele Eigenschaften mit dem aktivierten zelluliren CD40-Molekiil. CDA40, ein
Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Familie (TNFR), ist auf Antigen-
prasentierenden Zellen wie B-Zellen exprimiert (Clark und Ledbetter, 1986; Paulie et al.,
1985). Seine Aktivierung erfolgt durch Bindung des trimeren CD40-Liganden (CD40L) auf
der Oberfldche von aktivierten T-Zellen (Noelle et al., 1992). Die CD40-CD40L-Wechsel-

wirkung ist essentiell fiir eine funktionale Immunantwort.

LMP1 und aktiviertes CD40 fithren in B-Zellen zu einem &hnlichen Phénotyp. Beide
induzieren die Expression von B-Zell-Aktivierungsmarkern (Goldstein und Watts, 1996;
Kennedy et al., 1994), Zelladhdsionsmolekiilen (Barrett et al., 1991) sowie der Zytokine IL-6
und IL-10 (Grammer ef al., 1998; Schultze et al., 1999) und schiitzen vor Apoptose (Holder et
al., 1993; Sarma et al., 1995). Daneben verldngert die Expression von exogenem LMP1 wie
die Kokultivierung mit CD40L exprimierenden Zellen die Uberlebensdauer und den Zeitraum
der DNA-Synthese von B-Zellen (Zimber-Strobl ef al., 1996). Aulerdem kann CD40 zwar
das LMP1-Protein nicht bei dem Transformationsprozess ersetzen, aber anschliefend die
essentielle Rolle von LMP1 fiir die Proliferation EBV-immortalisierter B-Zellen {ibernehmen
(Kilger et al., 1998). Auch LMPI1 kann in CD40”-Miusen, die LMP1 in B-Zellen als
Transgen exprimieren, die Funktionen von CD40 in der B-Zellaktivierung nur teilweise
iibernehmen (Uchida et al., 1999). Die extrafollikuldre B-Zelldifferenzierung kann durch
LMP1 zwar wiederhergestellt werden, aber die Bildung funktionaler Keimzentren, in denen
die abschlieBende B-Zelldifferenzierung stattfindet, bleibt auch in Gegenart von LMP1
blockiert.

Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der phinotypischen Effekte von LMP1 und CD40
spiegeln sich teilweise auf der Ebene der Signaltransduktion wider. Beide Molekiile besitzen
keine intrinsische Enzymaktivitdt, sind aber in der Lage, die NF-xB-, p38 MAPK- und JNK1-
Signalwege zu aktivieren (Lalmanach-Girard et al., 1993; Sakata et al., 1995; Sutherland et
al., 1996). Im Gegensatz zu LMP1 gilt die Aktivierung des JAK3-Signalweges durch CD40
als sicher (Hanissian und Geha, 1997). Obwohl die Aminosduresequenzen nur einen geringen
Prozentsatz an Identitdt aufweisen, binden beide Molekiile TRAFs: LMP1 und CD40 binden
iiber ihre PxQxT-Motive TRAF]1, -2, -3 und -5; CDA40 ist allerdings iiber das Konsensusmotiv
QxPxExxE/F direkt mit TRAF6 assoziiert, wihrend LMP1 iiber TRAF2 indirekt mit TRAF6
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interagiert (Cheng et al., 1995; Hu et al., 1994; Ishida et al., 1996; Pullen et al., 1998 und
1999; Sato et al., 1995). Dagegen ist nur LMP1 in der Lage, die Adaptorproteine TRADD
und RIP zu binden.

1.7 Das Latente Membranprotein 2A (LMP2A)

1.7.1 Struktureller Aufbau von LMP2A

Die Latenten Membranproteine 2A und -2B von EBV, auch terminale Proteine 1 und -2 (TP1,
-2) genannt, unterscheiden sich nur im ersten von acht Exons voneinander. Die gemeinsamen
Exons kodieren fiir einen Transmembranbereich aus 12 hydrophoben Transmembrandoméinen
und einen zytoplasmatischen Carboxyterminus aus 27 Aminosduren. Das erste Exon von
LMP2A kodiert fiir einen 119 Aminoséduren langen zytoplasmatischen Aminoterminus, dem
ersten Exon von LMP2B fehlt hingegen ein Methionin-Startkodon, so dass die Translation
von LMP2B am Methionin zu Beginn des gemeinsamen zweiten Exons startet (Longnecker

und Kieff, 1990).

In der Zelle unterliegt LMP2A einer starken Phosphorylierung an den acht Tyrosin-Resten der
N-terminalen Doméne. Jedes dieser Tyrosine liegt in einer potentiellen Bindestelle zelluldrer
Proteine, die die Src-Homologie-Domine 2 (SH2) enthalten (Longnecker et al., 1991). Lyn
und Fyn, Phosphotyrosinkinasen der Src-Familie (Src-PTKs), interagieren beispielsweise mit
Y112, die Syk-PTK bindet an Y74 und Y85, die zusammen ein sogennanntes
Immunorezeptor-Tyrosin-basiertes Aktivierungsmotiv (ITAM, (YxxL/I);) bilden (Burkhardt
et al., 1992; Fruehling und Longnecker, 1997; Fruehling et al., 1998) (Abb. 6).

LMP2A lagert sich in Sphingolipid- und Cholesterol-reichen Mikrodoménen der Zytoplasma-
membran (,,lipid rafts®) zu Oligomeren zusammen, die mit LMP1-Oligomeren kolokalisieren

(Higuchi et al., 2001; Longnecker und Kieff, 1990).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung von LMP2A.

1.7.2 LMP2A und der B-Zell-Rezeptor

ITAM-Motive, wie sie auch LMP2A enthilt, sind aus den zytoplasmatischen Doménen von
Antigen-Rezeptoren bekannt (Reth, 1989). Die Bindung von multivalentem Antigen an den
B-Zell-Rezeptor 16st zum Beispiel eine Oligomerisierung des Rezeptors und eine damit
verbundene Phosphorylierung der ITAM-Tyrosine aus, die daraufthin PTKs rekrutieren und

eine Reihe nachfolgender Signalwege induzieren (Cambier, 1995).

Mithilfe eines chimédren Molekiils aus dem extrazelluldren Teil und dem Transmembranteil
von CD8 und dem N-terminalen, zytoplasmatischen Teil von LMP2A konnte gezeigt werden,
dass oligomerisiertes LMP2A abhéngig von einem funktionalen ITAM die Expression von
Zytokinen und die Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum
induzieren kann (Alber et al., 1993; Beaufils et al., 1993). Einen weiteren Hinweis fiir B-Zell-
Rezeptor-dhnliche LMP2A-Signale lieferten transgene Miuse mit einer B-Zell-spezifischen
LMP2A-Expression. In diesen Mausen fiihrt die Expression von LMP2A zu der Umgehung
eines wichtigen Kontrollpunktes der B-Zell-Entwicklung, das hei3t, LMP2A kann den B-Zell-
Rezeptor ligandenunabhingig partiell substituieren (Caldwell et al., 1998).

Andererseits kann LMP2A in LCLs mit der Stimulation des B-Zell-Rezeptors interferieren. In
Gegenwart von LMP2A ist die Calcium-Mobilisierung und die Reaktivierung von EBV durch
Immunglobulin-Antikorper blockiert (Miller et al., 1993 und 1994). Dieser Effekt beruht

unter anderem auf einer dominant-negativen Wirkung von LMP2A auf die PTKSs, die, einmal
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an LMP2A gebunden, nicht mehr fiir den aktivierten B-Zell-Rezeptor zur Verfiigung stehen
(Miller et al., 1995). Daneben resultiert die Assoziation von LMP2A mit Ubiquitin-Ligasen
der Nedd4-Familie in einem Abbau der gleichzeitig an LMP2A gebundenen PTKs (Ikeda et
al., 2000). SchlieBlich blockiert die Anwesenheit von LMP2A in den ,lipid rafts“ die
Antigen-induzierte Translokation des B-Zell-Rezeptors in diese Bereiche der Plasmamembran
(Dykstra et al., 2001). Im Gegensatz zu LCLs kann die Inhibition des durch Immunglobulin-
Antikorper induzierten lytischen Zyklus durch LMP2A in Akata-Zellen mit niedriger
LMP2A-Expression nicht beobachtet werden (Konishi ez al., 2001). Die Konzentration von
LMP2A muss also eine bestimmte Hohe iibersteigen, um einen Kkonstitutiv desensi-

bilisierenden Effekt auf die Stimulierbarkeit des B-Zell-Rezeptors ausiiben zu konnen.

1.8 Fragestellung der Arbeit

In gesunden Personen unterliegt die Reaktivierung der lebenslang latent persistierenden
Herpesviren einer strikten Kontrolle durch das Immunsystem. Immundefiziente Personen
hingegen tragen ein erhdhtes Risiko, mit der Reaktivierung von Herpesviren verbundene
Krankheiten zu entwickeln. Das Zytomegalievirus (CMV) beispielsweise verursacht bei
immungeschwichten Personen zum Teil letale Entziindungserkrankungen in mehreren
Organen. EBV kann bei Immunschwiche die Ursache von Tumorerkrankungen sein. Die
Kontrolle der Latenz der Herpesviren ist demnach flir immunsupprimierte Patienten von
groBBer klinischer Bedeutung. Andererseits ist auch eine gezielte Reaktivierung von EBV bei
EBV-assoziierten Tumorerkrankungen wie dem Hodgkin-Lymphom und dem Nasopharynx-
Karzinom, die nicht mit einer Immunsuppression korrelieren, klinisch interessant, da durch
Reaktivierung und Lyse das EBV-infizierte, transformierte Tumorgewebe eliminiert werden
konnte. Fiir EBV konnte gezeigt werden, dass die Virusreaktivierung durch verschiedene
Faktoren blockiert werden kann. Die viralen Proteine LMP1 und LMP2A sowie der zellulédre
aktivierte CD40-Rezeptor sind in der Lage, die Induktion der lytischen Phase zu hemmen
(Miller et al., 1994; Adler et al., 2002). Ausgehend von diesem Befund soll in dem bereits
etablierten Zellkultursystem der EREB-Zellen die Regulation der Reaktivierung weiter
untersucht werden (Kempkes ef al., 1995). Die Aufkldarung der an der Hemmung des lytischen
Zyklus beteiligten Signalwege wire sowohl fiir die Aufrechterhaltung der Latenz als auch fiir
die gezielte Reaktivierung zur Behandlung der verschiedenen EBV-assoziierten

Erkrankungen sehr hilfreich.
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In der vorliegenden Arbeit sollen erstens die Signaltransduktionswege, die bei der Kontrolle
der Latenz durch LMP1 und CD40 eine Rolle spielen, charakterisiert werden. Es muss
zunéchst gekldrt werden, mit welchem Schritt der Expressionskaskade des lytischen Zyklus
LMP1 und CD40 interferieren. Daneben muss die Frage beantwortet werden, welche der von
LMP1 und CD40 angeschalteten Signalwege fiir diesen Einfluss auf die Induktion des
lytischen Zyklus verantwortlich sind. Dazu sollen LMP1-Mutanten und chemische Inhibitoren

verwendet werden, die den Ablauf spezifischer Signalwege unterbinden.

Zweitens soll die Wirkung von LMP2A auf ruhende B-Zellen untersucht werden. Es soll
analysiert werden, ob LMP2A auch in dem verwendeten EREB-System die Induktion des
lytischen Zyklus hemmt und ob LMP2A auch unter nicht stimulatorischen Bedingungen einen

Effekt auf die Zellen besitzt.
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2 Material

2.1 Zelllinien

Die konditional lymphoblastoiden Zelllinien EREB2-1, EREB2-5, pHEBo-1A, SVLMP1-11C
und SVLMP1-13C:

EREB-Zellen stammen von primédren, peripheren B-Lymphozyten ab, die mit dem EBV-
Stamm P3HRI1 infiziert wurden. Durch Komplementation des EBNA2- und transformations-
defizienten P3HRI1-Virus mit einem Fusionsprotein aus der Hormonbindedoméne des
Ostrogenrezeptors und EBNA2 (ER/EB) wurden Ostrogen-abhingige B-Zelllinien etabliert
(Kempkes et al., 1995). EREB2-1 und EREB2-5 stellen zwei der erhaltenen Zellklone dar. In
Gegenwart von Ostrogen exprimieren diese Zellen EBNA2 und EBNA2-abhingige Gene und
proliferieren. Sie zeigen einen Phénotyp wie in vitro EBV-immortalisierte lymphoblastoide
Zelllinien. Nach Ostrogen-Entzug, der mit einem Abschalten von EBNA2 verbunden ist,
gehen die Zellen in einen ruhenden Zustand iiber, der eher mit latent EBV-infizierten Zellen
in vivo als mit LCLs vergleichbar ist.

pHEBo-1A, SVLMPI-11C und SVLMPI-13C sind aus der stabilen Transfektion von
EREB2-5-Zellen mit den Plasmiden pHEBo bzw. SVLMP1 hervorgegangen (Zimber-Strobl
et al., 1996). SVLMPI1-11C und SVLMPI1-13C zeigen unter Hygromycin-Selektion

unabhiingig von Ostrogen eine konstitutive Expression des LMP1-Proteins.

Die Burkitt-Lymphom-Zelllinien Akata, P3HR1 und Ramos:

Die EBV-positive Zelllinie Akata gehort zu den Typ I-BL-Zelllinien, die in Kultur ein stabiles
Latenz [-Genexpressionsmuster zeigen (Takada et al., 1991).

Die Zelllinie P3HR1 wurde aus einem EBV-positiven BL etabliert. Das P3HR1-Virus hat
in vitro eine Deletion erworben, die das EBNA2-Gen sowie Teile des EBNA-LP-Gens betrifft
(Bornkamm et al., 1982; Hinuma et al., 1967).

Bei der Zelllinie Ramos handelt es sich um eine EBV-negative BL-Zelllinie (Klein et al.,

1975). Sie wurde von Samuel Speck aus St. Louis/MO/USA erhalten.

Die Zelllinie B95-8:

B95-8-Zellen wurden durch Infektion von B-Zellen eines Krallenaffen (,,marmoset monkey*)

mit EBV von einer Person mit Infektioser Mononukleose etabliert (Miller ef al., 1972).
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Die Zelllinie 293:

293-Zellen sind embryonale, humane Epithelzellen aus der Niere, die mit Adenovirus Typ 5-
DNA tranformiert wurden (Graham et al., 1977). Sie wurden von Arnd Kieser zur Verfiigung

gestellt.

Die Zelllinien LTK und CD40L:
Die Zelllinie CD40L ist aus der Maus-Fibroblasten-Zelllinie LTK" durch stabile Transfektion

mit einem Expressionsvektor flir den humanen CD40-Liganden hervorgegangen (Banchereau

etal., 1994).

Bis auf die Zelllinien Ramos und 293 standen die beschriebenen Zelllinien in der Arbeits-

gruppe Bornkamm zur Verfiigung.

2.2 Bakterienstimme

Der Bakterienstamm FE.coli XL1-Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi reldAl lac
F' [proAB" lacl® lacZAM15 TnlO(tef')]) wurde der Stammsammlung der Arbeitsgruppe

Bornkamm entnommen.

23 Plasmide

Die Vektoren pHEBo (Sugden ef al., 1985), pSGS5 (Stratagene, Amsterdam/NL) und pBLIuc5
(Laux et al., 1994) standen in der Arbeitsgruppe Bornkamm zur Verfiigung.

Die Konstrukte SVLMP1 (p581), HA-SVLMP1, SVLMP1-AC (p2133), HA-SVLMP1-AC,
SVLMP1-PQT>AAA (p2134), SVLMP1-Y384G (p2178), SVLMPI-PQT>AAA/Y384G
(p2131) und SVLMP1:CDA40 erhielten wir von Wolfgang Hammerschmidt und Arnd Kieser
(Kieser et al., 1999; Schultheiss et al., 2001). SVLMP2A und pHEBop5 wurden von Barbara
Adler bereitgestellt (Adler et al., 2002).

Die BZLF1-Expressionsplasmide CMVBZLF1 (pCMV-BZLF1-wt) und LPVBZLF1 (pLPV-
BZLF1-wt) sowie das BZLFI-Promotor/Chloramphenikolacetyltransferase-Konstrukt
Zp-1164/CAT (p1418) iiberliel uns Wolfgang Hammerschmidt (Baumann et al., 1998).
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Die Mutanten IxkBasysea (pPCMV-IkBasysea), dnMKK6 (TRAF6(300-524)) und dnSEK1
(SEK1-AL (S220>A, T224>L)) sowie das Konstrukt 3xNF-«B/luc (p1768wt) erhielten wir
von Arnd Kieser (Mitchell und Sugden, 1995; Schultheiss et al., 2001; Traenckner et al.,

1995; Yan et al., 1994).

pEGFP-C1 (,enhanced green fluorescent protein®) bezogen wir bei BD Clontech
(Heidelberg). Das Plasmid pNGFR (p92-11), das fiir den humanen NGF-Rezeptor (NGFR,
,herve growth factor receptor”) mit einer Deletion der intrazelluliren Signaltransduktions-

domine kodiert, tiberlief3 uns Markus Brielmeier.

24 Antikorper

Folgende Primérantikorper fanden in der vorliegenden Arbeit in der jeweils im Text

angegebenen Verdiinnung Verwendung:

anti-Aktin

anti-BZLF1
anti-EA

anti-GFP
anti-HA
anti-IgM

anti-IkBa

anti-LMP1
anti-LMP2A
anti-NGFR

anti-VCA

Daneben wurden folgende Sekundirantikdrper in den angegebenen Verdiinnungen eingesetzt:

anti-Kaninchen IgG-HRP
anti-Maus [gG-FITC
anti-Maus IgG-MicroBeads
anti-Maus [gG-PE

Maus IgG;, monoklonal, C-2

Maus IgG,, monoklonal, BZ.1
Mensch, polyklonal, 8272/EA512

Maus IgGy, polyklonal, 7.1 + 13.1
Ratte IgG;, monoklonal, 12CAS5
Maus IgG1, monoklonal, RVS-M
Kaninchen IgG, monoklonal, C-21

Maus IgGy, polyklonal, CS1-4
Ratte IgG, monoklonal, 14B6
Maus IgG, monoklonal, HB8737

Maus IgG,,, monoklonal, 10-92

Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz/CA/USA)

Martin Rowe, Cardiff/UK
Nikolaus Miiller-Lantzsch,
Homburg/Saar

Roche Diagnostics (Mannheim)
Elisabeth Kremmer, Miinchen
Chemicon (Hofheim/Taunus)
Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz/CA/USA)

Dako (Hamburg)

Elisabeth Kremmer, Miinchen
American Type Culture Collection
(ATCC)

Chemicon (Hofheim/Taunus)

Promega (Mannheim) 1:1500
Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) 1:500
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)  1:5
Dianova (Hamburg) 1:100
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anti-Maus [gG-HRP Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen)  1:1000
anti-Mensch poly Ig-HRP Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen)  1:500

anti-Ratte [gG-Cy3 Dianova (Hamburg) 1:1000
anti-Ratte [gG-HRP Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) 1:1000

Als Isotyp-Kontrollen fiir die FACS-Analysen wurden die Maus IgG,;-Negativkontrolle
(Chemicon, Hofheim/Taunus) und die Maus IgG,,-Negativkontrolle (BD PharMingen, San
Diego/CA/USA) verwendet.

Die Stimulation des B-Zell-Rezeptors erfolgte mithilfe der gegen humane Immunglobuline
gerichteten Antikorper anti-IgM (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) bzw. anti-IgG (ICN

Biomedicals, Eschwege).

2.5 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt/Main)
und MBI Fermentas (St.Leon-Rot) bezogen.

Alkalische Kélberdarm-Phosphatase (CIP) und Tag-DNA-Polymerase wurden bei Promega
(Mannheim), T4-DNA-Ligase, T4-DNA-Polymerase und Vent-DNA-Polymerase bei New
England Biolabs (Frankfurt/Main) eingekautft.

In allen Fillen wurden die benétigten Puffer als zehnfache Konzentrate mitgeliefert.

2.6 Radioaktive Isotope

a-**P-dCTP wurde von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen.

2.7 Chemikalien und andere Materialien

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: ECL Western Blot Detektionssystem, Ficoll-Paque
Plus, Hybond-ECL-Nitrozellulosemembran, Hybond-N'-Nylonmembran, Luziferin,
Rediprime I DNA labelling System, Sephadex G-50 NICK Séulen



Material 26

Becton & Dickinson, Franklin Lakes/NJ/USA: FACS-Polystyren-Réhrchen, Polypropylen-
Rohrchen 15 ml und 50 ml, 6-, 48- und 96-Loch-Platten

Biochrom, Berlin: Seromed Fotales Kalberserum

Bio-Rad Laboratories, Miinchen: Bradford Protein Assay, Gene-pulser-Kiivetten 0,4 cm

Braun Melsungen, Melsungen: 19G-Einmalkaniilen, Einmalspritzen

Calbiochem, Frankfurt/Main: SB203580, PD98059

Eppendorf, Hamburg: Reaktionsgefdle a 1,5 ml und 2,0 ml

Genomed, Bad Oeynhausen: Jetstar Plasmid-Miniprep-Kit

GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe: Agarose, vorgefiarbte Proteinleiter Benchmark,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 1 kb DNA-Leiter, Hygromycin B, LB-
Medium, L-Glutamin, Lipofektamin, Natriumpyruvat, Optimem 1-Medium, PBS,
Penicillin/Streptomycin, Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1), RPMI 1640-
Medium, 0,24-9,5 kb RNA-Leiter, Trypsin, Versen

Greiner, Frickenhausen: Einmalpipetten, Schalen, Zellkulturflaschen, 24-Loch-Platten

ICN Biomedicals, Eschwege: DL-Dithiothreitol (DTT), Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA), Glycin, Glyzerin, Natriumdodecylsulfat (SDS), Tween 20

K & K Laborbedarf, Miinchen: Whatman 3MM-Papier

Kodak, Stuttgart: Diafilm ISO 400, Rontgenfilme X-OMAT

Metabion, Martinsried: Oligonukleotide

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach: LS-Trennséulen

Nunc, Wiesbaden: Einfrierampullen fiir Zellen (Cryotubes)

PAN Biotech, Aidenbach: Fotales Kédlberserum

Polaroid, Cambridge/MA/USA: Filme Polapan 57

Qiagen, Hilden: Gelextraktions-Kit Qiaquick, Plasmid-Maxiprep-Kit, RNeasy-Midiprep-Kit

r-biopharm, Darmstadt: Ridascreen Mycoplasma IFA

Roche Diagnostics, Mannheim: Adenosin-5"-Triphosphat (ATP), Ampicillin, Kanamycin,
3-N-Morpholino-propansulfonsdure (MOPS), PCR-Nukleotid-Mix

Roth, Karlsruhe: 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen: B-Glycerophosphat, B-Mercaptoethanol, Monothio-
glycerol, Natriumfluorid, Natriummolybdat, Natriumorthovanadat, Natriumpyrophosphat,
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Ostrogen, Phenylmethansulfonyl-
fluorid (PMSF), Phorbol-12-myristat-13-acetat (TPA), Ponceau S-FirbelGsung,
Propidiumjodid (PI), Rinderserumalbumin (BSA), Saponin, Trypanblau-Ldsung

USB, Cleveland/OH/USA: Tris
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Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden bei der Firma Merck (Darmstadt) in der

hochsten Reinheitsform bezogen.

2.8 Gerite

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: Proteingelelektrophorese-Apparatur Hoefer SE250
Mighty Small, Western Blot-Apparatur Hoefer TE22 Mighty Small

Beckman Coulter, Fullerton/CA/USA: Spektrophotometer DU-64, Zellzéhlgerit Z1

Becton & Dickinson, Franklin Lakes/NJ/USA: FACScan-DurchfluBzytometer

Bio-Flow Technik, Meckenheim: Flow-Hood-Werkbank

Bio-Rad Laboratories, Miinchen: Capacitance Extender Plus, DNA-Gelelektrophorese-
kammer Wide Mini-Sub Cell, Gene-pulser-I1, Stromgeridt Power Supply 1000/500

Bioscan, Washington DC/USA: Szintillationszdhler QC-4000

Carl Zeiss, Gottingen: Lichtmikroskop ID02, Fluoreszenzmikroskop Axiovert 10

Colora Messtechnik, Lorch: Gefrierschrank (-80°C) UF80-450S

DuPont, Bad Homburg: Zentrifuge Sorvall RC5C, Rotoren GS3, HS4 und SS34

EG&G Berthold, Bad Wildbad: Microlumat LB96P, Perkin-Elmer PCR-Gerit 9600

Eppendorf, Hamburg: Biophotometer, Heiz- und Schiittelblock Thermomixer 5436

GFL, Burgwedel: Wasserbad

Heidolph Elektro, Kelheim: Vortex REAX 2000

Heinemann, Schwibisch Gmiind: Ultraschallgerdt Branson Sonifier W-250

Helmut Saur Laborbedarf, Reutlingen: Vakuumpumpe

Heraeus Instruments, Osterode: Bakterien-Brutschrank, CO2-Inkubator fiir Zellkultur,

Zentrifuge Sepatech Varifuge 3.2 RS

H. Holzel, Dorfen: gefelderte Objekttriager

Kodak, Stuttgart: Entwicklermaschine, Expositionskassetten mit Verstirkerfolie, Rotlicht-
filter Wratten Nr. 23A

Knick, Berlin: pH-Meter Multi-Calimatic 763

Labortechnik Frobel, Lindau: Consort Power Supply E443

Membrapure , Bodenheim: Reinstwasser-Aufbereitungssystem

Merck Eurolab, Darmstadt: Neubauer-Ziahlkammer

Mettler-Toledo, Giessen: Feinwaage PJ3000, Analysenwaage AE260

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach: MidiMACS Magnet
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MWG-Biotech, Ebersberg: Hybridisierungséfen Mini 10, Minioven MKII
M. Zipperer, Staufen: CAT Rotationsmixer

New Brunswick Scientific, Niirtingen: Bakterienschiittler

Panasonic Deutschland, Berlin: Mikrowellenherd

Polaroid, Cambridge/MA/USA: Polaroidkamera MP4

Savant Instruments, Holbrook/NY/USA: Speed-Vac-Konzentrator SVC100H
Sigma Laborzentrifugen, Taufkirchen: Zentrifuge Sigma 2K15

Stratagene, Amsterdam/NL: UV Stratalinker 1800

UVP, Upland/CA/USA: UV-Transilluminatoren TL-33 und TS-40

Ziegra, Isernhagen: Eismaschine
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3 Methoden

Einige grundlegende Methoden der Molekularbiologie werden in diesem Methodenteil nicht
erneut aufgefiihrt. Alle nicht beschriebenen bzw. nicht zitierten Methoden wurden nach

Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von Zelllinien

3.1.1.1 Kaultivierung von in Suspension wachsenden Zellen

B-Zelllinien wurden als Suspensionskulturen in RPMI 1640-Medium gehalten, dem 10%
(v/v) Hitze-inaktiviertes fotales Kélberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natrium-
pyruvat und 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml Streptomycin zugesetzt wurden. Zum Zellkultur-
medium von EREB-Zellen und deren Abkémmlingen wurde das Ostrogen B-Ostradiol in
einer finalen Konzentration von 1 uM zugegeben. pHEBo-1A, SVLMP1-11C und SVLMP1-
13C wuchsen unter Selektion mit Hygromycin B (200 pg/ml). Alle Zellen wurden bei 37°C
und einem CO,-Partialdruck von 5% inkubiert. Sobald die Zellen dicht gewachsen waren
(etwa 10° Zellen/ml), wurde das Volumen der Kultur durch Zugabe von frischem Medium

verdoppelt bis versechsfacht.

3.1.1.2 Kaultivierung adhirent wachsender Zellen

Die adhirent wachsenden LTK - und CD40L-Zellen wurden ebenfalls in RPMI 1640-Medium
mit den Zusdtzen 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat und 100 U/ml
Penicillin/100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Zweimal pro Woche wurden die dicht
gewachsenen Zellen nach Behandlung mit dem Chelatbildner Versen von dem Flaschenboden
abgeldst, zweimal mit PBS gewaschen und auf eine 6- bis 14-fach groBere Flache ausgesiit.

Die adhérent wachsende 293-Zelllinie wurde in Schalen mit DMEM-Medium gehalten, dem
10% FKS, 2 mM L-Glutamin und 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml Streptomycin zugesetzt
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wurden. Die Zellen wurden dreimal pro Woche mit Trypsin von dem Schalenboden abgelost,
in vorgewdrmtem Medium aufgenommen und auf eine 6- bis 12-fach groBeren Fliche
ausgebracht.

Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO,-Partialdruck inkubiert.

10x PBS: 2 g/l KCI; 2 g/l KH,POy; 80 g/l NaCl; 14,3 g/l Na,HPO,; pH 7.4

3.1.2 Aufbewahren von Zellen

In Gegenwart von Dimethylsulfoxid (DMSO) und in fliissigem Stickstoff eingefroren kdnnen
Zellen iiber langere Zeit gelagert werden.

Zum Einfrieren wurden etwa 1x10’ Zellen durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 1200 Upm
geerntet, in 1 ml des entsprechenden, vorgekiihlten Mediums, das zusitzlich mit 10% FKS
und 10% DMSO versetzt wurde, aufgenommen und in eine Einfrierampulle tiberfiihrt. Die
Abkiihlung der Zellen erfolgte schrittweise fiir 24 h in einer Styroporbox bei -70°C, die
anschlieBende Lagerung bei -196°C (fliissiger Stickstoff).

Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, mit
10 ml vorgewdrmtem Medium gewaschen und abzentrifugiert. Die Suspensionszellen wurden
in 12 ml Medium, die adhdrenten Zellen in 25 ml Medium aufgenommen und kultiviert. Den
unter Selektion wachsenden Zellen wurde der Selektionsmarker Hygromycin B zwei Tage
nach dem Auftauen zunéchst in einer Konzentration von 100 pg/ml und abhédngig vom

Zustand der Zellen nach etwa vier Tagen in der Endkonzentration von 200 pg/ml zugegeben.

3.1.3 Auswaschen von Zellen

Um Zellen Ostrogen zu entziehen, wurden sie 5 min bei 1200 Upm abzentrifugiert und
dreimal mit Ostrogen-freiem Medium gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in dem
entsprechenden Medium ohne Ostrogen aufgenommen und unter Standardbedingungen weiter

inkubiert.
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3.14  Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Dichte einer Kultur wurde iiber Zellzdhlung in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmit.
Um tote von lebenden Zellen zu unterscheiden, wurde die Zellsuspension mit 1 Volumen
0,5% Trypanblau-Lésung gemischt. Die toten Zellen nehmen aufgrund ihrer durchlédssigen
Plasmamembran das Trypanblau auf und erscheinen deshalb im Mikroskop dunkler als

lebende Zellen.

3.1.5 Transfektion von Zellen

3.1.5.1 Transfektion mittels Elektroporation (nach Cann ef al., 1988)

DNA wurde durch Elektroporation mit dem Gerdt Gene-pulser-II in B-Zellen transfiziert.
Hierzu wurden 1x107 bis 2x107 Zellen, die am Vortag mit frischem Medium gefiittert worden
waren, 10 min bei 1200 Upm abzentrifugiert und einmal in 37°C warmem Medium ohne FKS
gewaschen. Danach wurden die Zellen in 250 pl 37°C warmem, FKS-freien Medium
aufgenommen, in Gene-pulser-Kiivetten iiberfiihrt, in die die zu transfizierende DNA
vorgelegt worden war, und 10 min inkubiert. Die Gesamtmenge der DNA in den Ansétzen
einer Transfektionsreihe wurde durch Zugabe von Leervektor angeglichen und betrug je nach
Experiment zwischen 10 und 35 pg. Ein Kondensator mit der Kapazitit von 975 uF wurde
mit 220 V (alle EREB-Zelllinien) bzw. 250 V (Zelllinien Akata, P3HR1 und Ramos) auf-
geladen und iiber die Kiivette mit dem Transfektionsansatz entladen. Unmittelbar nach der
Transfektion wurden 500 pl FKS zu den Zellen gegeben. Anschlieend wurden die Zellen in

10 ml 37°C warmes Medium iiberfiihrt und unter Standardbedingungen inkubiert.

3.1.5.2 Transfektion mittels Lipofektamin

In 293-Zellen wurde DNA mithilfe von Lipofektamin transfiziert. Dazu wurden die Zellen
einen Tag vor der Transfektion auf Sechs-Loch-Platten ausgebracht und {iber Nacht inkubiert.
Fiir jede Transfektion wurde eine Losung aus der zu transfizierenden DNA mit der
Gesamtmenge von 1 pg in 100 ul des serumfreien Mediums Optimem 1 hergestellt, die dann

mit einer Losung aus 4 pl Lipofektamin und 96 pl Optimem 1 versetzt und 30 bis 45 min bei
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Raumtemperatur inkubiert wurde. In der Zwischenzeit wurden die zu 50% bis 80%
konfluenten Zellen in 1,5 ml vorgewdrmtem Optimem 1 vorinkubiert. AnschlieBend wurden
die DNA-Liposom-Komplexe mit 800 ul Optimem 1 auf ein Volumen von 1 ml augefiillt und
die Zellen damit vorsichtig tiberschichtet. Nach 4 h Inkubation wurde die Transfektionslosung
gegen vorgewdrmtes DMEM-Medium mit 1% FKS ausgetauscht, und die Zellen unter

Standardbedingungen weiter inkubiert.

3.1.6  Aufreinigung transfizierter Zellen

3.1.6.1 ,MicroBeads assisted cell sorting® (MACS)

Mit dem Transfektionsmarker pNGFR kotransfizierte Zellen konnen iiber die MACS-
Methode aufgereinigt werden.

48 h nach der Transfektion von 8x10’ EREB-Zellen wurden diese in 5ml SBO auf-
genommen, iliber 5 ml einer Ficoll-Losung geschichtet und bei 2000 Upm einer zehn-
miniitigen Dichtegradientenzentrifugation unterzogen. Die von Zelltriimmern befreite Zell-
suspension der Interphase wurde zweimal mit SBO gewaschen. Danach wurden die trans-
fizierten Zellen 20 min auf Eis mit dem anti-NGFR-Antikorper HB8737 (1:400 in SBO)
markiert und einmal mit MP gewaschen. In einem zweiten Schritt wurden die Zellen 20 min
bei 4°C mit dem Antikorper anti-Maus IgG-MicroBeads (1:5 in MP) inkubiert, erneut mit MP
gewaschen und in 500 ul MP resuspendiert. Die Zellen konnten nun auf die in einem
Magneten befindliche LS-Trennséule aufgetragen werden. Nachdem die Sdule dreimal mit je
3 ml MP gespiilt worden war, konnten die markierten Zellen auBlerhalb des magnetischen
Feldes mit 5ml MP eluiert werden. Durchfluss (D)- und Eluat (E)-Fraktion wurden
abzentrifungiert, gezdhlt und je nach Weiterbehandlung in entsprechendem Medium oder PBS

aufgenommen.

SBO: PBS mit 2% FKS
MP: PBS mit 0,5% FKS und 2 mM EDTA
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3.1.6.2 ,Fluorescence assisted cell sorting* (FACS)

Zellen, die mit dem Transfektionsmarker pEGFP-C1 kotransfiziert wurden, kénnen durch ein
FACS-Gerit isoliert werden.

Die Aufreinigung der GFP exprimierenden Zellen wurde 48 h nach der Transfektion von
Dr. Joachim Ellwart durchgefiihrt. Ausgehend von der Transfektion von 20x10’ Zellen
konnten etwa 5x10° Zellen isoliert werden, die von anfangs ca. 8% nach der Sortierung auf
ca. 75% GFP-positive Zellen angereichert waren. Die erhaltenen Zellen wurden in PBS auf-

genommen.

3.1.7 Einzelzellklonierung zur Gewinnung stabil transfizierter Zellklone

Fiir Einzelzellklonierungen wurden EREB2-5-Zellen fiinf Tage nach der Transfektion von
1x107 Zellen in eine 96-Loch-Platte ausgesit. Als Selektionsmarker wurde zunichst 75 pg/ml
Hygromycin B, spiter 125 pg/ml Hygromycin B zu dem mit 20% FKS versetzten Zellkultur-
medium hinzugegeben. Auswachsende Klone wurden expandiert und auf die Expression des

transfizierten Konstrukts gepriift.

3.1.8 Stimulation von B-Zellen mit TPA und anti-Immunglobulin-Antikérpern

Fiir Induktionsexperimente mit TPA wurde dem Medium TPA in einer finalen Konzentration
von 20 ng/ml zugegeben.

Um eine Stimulation des B-Zell-Rezeptors durch anti-Immunglobulin-Antikérper zu
erreichen, wurden die Zellen in mit anti-IgG (Zelllinie Akata) oder anti-IgM (alle EREB-
Zelllinien) beschichtete Platten gegeben. Die Beschichtung mit anti-IgG (72 pg/Loch einer
Sechs-Loch-Platte) oder anti-IgM (20 pg/Loch einer Sechs-Loch-Platte, 5 ng/Loch einer 24-
Loch-Platte) erfolgte zuvor iiber Nacht in PBS pH 8,5 und wurde vor Zugabe der Zellen
dreimal mit PBS (pH 7,4) gespiilt.
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3.1.9 Bestimmung der Luziferase-Aktivitit nach Transfektion von Promotor/

Luziferase-Konstrukten

Herstellung der Gesamtzellextrakte:

Die mit Promotor/Luziferase-Konstrukten transfizierten Zellen wurden 48 h (Zelllinien 293
und Ramos) bzw. 72 h (Zelllinien EREB2-1 und EREB2-5) nach der Transfektion geerntet.
Hierzu wurden die Zellen in 25 ml vorgekiihltes PBS gegeben, 10 min bei 1200 Upm
abzentrifugiert und nochmals mit 1 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
eines Transfektionsansatzes in 100 ul Extraktionspuffer resuspendiert. Unlosliche Zell-
bestandteile wurden 10 min bei 15000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt zur

Messung verwendet oder bei -70°C eingefroren.

Biolumineszenz-Messung:

10 ul des Gesamtzellextrakts wurden mit 150 ul Testpuffer auf 96-Loch-Platten pipettiert. Die
Biolumineszenz wurde durch Zugabe von 100 pul Luziferin-Losung durch das Gerit

Microlumat LB96 in ,.relativen Lichteinheiten® (RLU) gemessen.

Extraktionspuffer: 100 mM Kaliumphosphat (pH 7,8); 1 mM DTT; 1% (v/v) TritonX-100
Testpuffer: 25 mM Glycylglycin (pH 7,8); 15 mM MgSO,; 5 mM ATP
Luziferin-Losung: 0,5 M Tris/HCI (pH 7,5); 0,3 mg/ml Luziferin

3.2 Bakterienkultur

3.2.1 Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterien

Der E.coli-Stamm XLI-Blue wurde aerob bei 37°C auf Agarplatten oder in Fliissigmedium
kultiviert. Die Selektion Plasmid-tragender Bakterien erfolgte in der Regel durch Zugabe von
Ampicillin (100 pg/ml) bzw. im Fall von pEGFP-C1 durch Zugabe von Kanamycin
(50 png/ml).

Zur lingeren Aufbewahrung wurden 2 ml dichte Bakteriensuspensionskultur mit 50 ul DMSO

versetzt und bei -80°C eingefroren.

LB-Fliissigmedium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl
LB-Agarplatten: LB-Fliissigmedium mit 12 g/l Bacto-Agar



Methoden 35

3.2.2  Herstellung transformationskompetenter Bakterien (nach Hanahan, 1983)

100 ml LB-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur von E.coli XLI-Blue angeimpft und
bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,4 bis 0,6 (Wellenldinge 600 nm, Schichtdicke
der Kiivette 1 cm), also etwa 2,5 h bei 37°C geschiittelt (exponentielle Wachstumsphase). Die
Zellen wurden mindestens 10 min auf Eis abgekiihlt, pelletiert und vorsichtig in 30 ml
eiskaltem TfBI resuspendiert. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden die Zellen erneut 10 min
bei 3000 Upm abzentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen vorsichtig in 4 ml eiskaltem

T{BII aufgenommen, aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

TfBI: 10 mM CaCl,; 30 mM KAc; 50 mM MnCl,; 100 mM RbCl; 15% (v/v) Glyzerin; pH 5,8 mit 0,2 M HAc
TfBII: 10 mM MOPS/NaOH (pH 7,0); 75 mM CaCl,; 10 mM RbCI; 15% (v/v) Glyzerin

3.2.3 Transformation von Bakterien

Ein Aliquot von 100 pul kompetenten Bakterien wurde auf Eis aufgetaut, mit etwa 20 ng
Plasmid-DNA oder bis zu 250 ng DNA aus einer Plasmidligierung vermischt und 30 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein zweiminiitiger Hitzeschock bei 42°C. Nachdem der
Ansatz wieder auf Eis abgekiihlt war, wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium {iberfiihrt
und 1h bei 37°C inkubiert. Ein Aliquot der Bakterienlosung wurde auf mit dem
entsprechenden Selektionsantibiotikum versetzte LB-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht

bei 37°C bebriitet.

33 Charakterisierung von DNA

3.3.1 Plasmidschnellaufarbeitung

Aus Einzelzellkolonien wurden Ubernachtkulturen angesetzt. Die Aufreinigung der Plasmid-
DNA aus 1,5 ml Ubernachtkultur erfolgte mit dem Jetstar-Miniprep-Kit (Genomed) nach dem
vorgegebenen Protokoll. Nach dem Trocknen wurde die isolierte DNA in 30 ul TE-Puffer

aufgenommen.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0)
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3.3.2  Priparative Plasmidaufarbeitung

Die Plasmidaufarbeitung aus 400 ml Bakterienkultur wurde mit dem Maxiprep-Kit der Firma
Qiagen nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Durch die Verwendung von
Anionen-Austauscher-Sdulen wurde eine sehr saubere und schnelle Plasmidpriparation
erreicht. Nach der Aufarbeitung wurde die DNA in einem einer Endkonzentration von

1,0 pg/pl DNA entsprechenden Volumen TE-Puffer aufgenommen.

3.3.3  Spaltung mit Restriktionsenzymen

DNA wurde mit Restriktionsenzymen unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen
gespalten. Die eingesetzte Enzymmenge richtete sich nach DNA-Konzentration und Enzym-

aktivitit, betrug aber hochstens 1/10 des gesamten Reaktionsvolumens.

3.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Ein PCR-Ansatz wurde wie folgt aus den einzelnen Bestandteilen zusammengemischt und

anschlieBend in einem PCR-Gerit inkubiert:

PCR-Ansatz: Reaktionsbedingungen:

10 ul 10x Tag-DNA-Polymerase-Puffer Denaturierung 4 min 94°C
8ul 25 mM MgCl, 30 Zyklen:

1 ul 10 mM dNTP-Mix Denaturierung 30 sec 94°C
100 ng Template-DNA Hybridisierung 60 sec 55°C
2ul 10 uM 5°-Primer Synthese 60 sec 72°C
2ul 10 uM 3’-Primer Synthese 10 min 72°C

2U Tag-DNA-Polymerase
ad 100 pl H,O
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3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Durch Spaltung mit Restriktionsendonukleasen entstandene DNA-Fragmente wurden in
horizontalen Agarose-Flachbettgelen bei einer Feldstirke von 5 bis 7 V/cm elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Gel- und Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die Agarose-
konzentration richtete sich nach der zu erwartenden Grofle der DNA-Fragmente. Bevor die
DNA-Proben in die Geltaschen gefiillt wurden, wurden sie mit 1/5 Volumen DNA-Ladepuffer
versetzt. Nach der Auftrennung wurde die DNA mit einer UV-Lampe bei einer Wellenldnge

von 254 nm sichtbar gemacht und durch einen Rotfilter photograhiert.

TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCI (pH 7,8); 5 mM NaAc; 1 mM EDTA

5x DNA-Ladepuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 50 mM EDTA; 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 40% (v/v)
Glyzerin

Agarosegel: 0,6% bis 2,0% (w/v) Agarose; 0,5 pg/ml Ethidiumbromid; TAE-Puffer

3.3.6  Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Praparation einzelner DNA-Fragmente wurden 10 bis 20 pg DNA gespalten und in einem
Agarosegel mit priparativen Taschen aufgetrennt. Die zu isolierenden Fragmente wurden
unter langwelligem UV-Licht (Wellenlinge 360 nm) aus dem Gel ausgeschnitten. Fiir die
Elution der Fragmente aus den Agarosegelstiicken wurde der Gelextraktions-Kit Qiaquick

(Qiagen) nach dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll verwendet.

3.3.7 Herstellung stumpfer Enden

Um DNA-Fragmente mit nicht kompatiblen Uberhéingen ligieren zu kénnen, wurden sie mit
stumpfen Enden versehen. Dazu wurden die Fragmente mit 3 U T4-DNA-Polymerase, die
sowohl eine 5'—3’-Polymeraseaktivitit als auch eine 3’—5’-Exonukleaseaktivitit besitzt,
und mit 1/100 Volumen 10 mM dNTPs in 1x T4-DNA-Polymerase-Puffer 20 min bei 12°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch zehnminiitige Inkubation bei 75°C gestoppt.
Anschliefend wurden die Fragmente zur Reinigung einer Phenol/Chlorofom-Extraktion

unterzogen.
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3.3.8 Ligierung von DNA-Fragmenten

Die 5’-endstindigen Phosphatgruppen der linearisierten Vektor-DNA wurden vor der
Ligierung mit der alkalischen Kdlberdarm-Phosphatase (CIP) entfernt, um eine Religierung zu
verhindern. 2 pg DNA wurden mit 10 U CIP in 1x CIP-Puffer 30 min und nach erneuter
Zugabe von 10U CIP weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Durch eine anschlieBende
Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die Reaktion gestoppt.

Zur Ligierung wurden der linearisierte und dephosphorylierte Vektor und das kompatible
Restriktionsfragment in etwa dquimolaren Mengen vermischt und nach Zugabe von 1 ul T4-
DNA-Ligase in 1x T4-DNA-Ligase-Puffer iiber Nacht bei 16°C inkubiert. Der Erfolg der
Ligation wurde durch Auftrennung eines Aliquots des Ansatzes in einem Agarosegel

kontrolliert.

3.3.9 Radioaktive Markierung

Fiir die Herstellung radioaktiver Sonden fiir die Hybridisierung von Northern Blots wurde der
Rediprime II-Kit von Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Die Markierung wurde nach
dem Protokoll des Herstellers mit 30 ng Hitze-denaturierter DNA und 50 pCi o’*P-dCTP
(3000 Ci/mMol; 10 mCi/ml) durchgefiihrt. Die nicht eingebauten Nukleotide wurden {iber
eine Sephadex G50-Sédule abgetrennt.

Eine radioaktive Markierung wurde mit dem 0,9 kb groBBen Apol-Fragment der BZLF1-cDNA
durchgefiihrt.

34 Charakterisierung von RNA

3.4.1 Priparation von Gesamt-RNA aus Zellen

30 ml Zellen aus einer Suspensionskultur mit der Dichte von etwa 0,3x10° Zellen/ml wurden
5 min bei 1200 Upm abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und wieder abzentrifugiert.
Aus den pelletierten Zellen wurde die Gesamt-RNA mit dem RNeasy-Midiprep-Kit (Qiagen)
nach den Angaben des Herstellers isoliert. Die erhaltene, in H,O geloste RNA wurde einer

Konzentrationsbestimmung unterzogen und bei -80°C eingefroren.



Methoden 39

3.4.2  Auftrennung von RNA in Formaldehydgelen (nach Seed, 1982)

Zum spdteren Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (Northern Blot) und anschlieBender
Hybridisierung mit einer Sonde wurde die gesamtzellulire RNA elektrophoretisch
aufgetrennt. 10 ug RNA wurden lyophilisiert und in 20 pl RNA-Ladepuffer aufgenommen,
20 min auf 65°C erhitzt und auf ein 1%iges Formaldehyd-Agarosegel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 25 V fiir 16 h in 1x MOPS-Puffer. Nach dem Lauf wurde die
RNA unter UV-Licht sichtbar gemacht und durch einen Rotfilter photographiert.

RNA-Ladepuffer: 50% Formamid; 2,2 M Formaldehyd; 1x MOPS-Puffer; 10% (w/v) Ficoll; 0,2% (w/v)
Bromphenolblau; 50 ng/ml Ethidiumbromid

1x MOPS-Puffer: 20 mM MOPS (pH 7,0); 5 mM NaAc; 1 mM EDTA

Formaldehyd-Agarosegel: 1% (w/v) Agarose; 2,2 mM Formaldehyd; 1x MOPS-Puffer

34.3 Northern Blot

Die im denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennte RNA wurde durch Saug-
transfer auf eine Nylonmembran geblottet. Dazu wurden zwischen zwei Glasplatten von unten
nach oben drei Lagen Whatman-Papier, das Gel, die Membran, erneut drei Lagen Whatman-
Papier und schlieBlich mehrere Lagen Zellstoff iibereinander geschichtet. Die unteren
Whatman-Papiere reichten in zwei Vorratsbehilter mit 10x SSC, auf der oberen Glasplatte
stand zur Beschwerung eine gefiillte Glasflasche. Nach dem Transfer iiber Nacht wurde die

RNA durch den UV-Stratalinker irreversibel an die Membran gebunden.

1x SSC: 150 mM NacCl; 15 mM Natriumcitrat

3.4.4 Hybridisierung der RNA-Filter

Die Nylonmembran mit der RNA wurde zweimal 20 min bei 65°C mit 1% (w/v) SDS/0,1%
(v/v) SSC gewaschen und 1h bei 65°C in einer Hybridisierungsrohre mit 20 ml Church-
Puffer vorinkubiert. Danach wurde der Puffer gegen 20 ml neuen Church-Puffer, der
10" cpm/ml der Hitze-denaturierten Sonde (siche 3.3.9) enthielt, ausgetauscht. Die Filter

wurden tiber Nacht bei 65°C unter standiger Rotation in einem Hybridisierungsofen inkubiert.
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Nach der Hybridisierung wurden die Filter zweimal 20 min bei 65°C in 1% (w/v) SDS/0,1%
(v/v) SSC gewaschen. Die luftgetrockneten Filter wurden dann in Haushaltsfolie eingewickelt

und in Expositionskassetten mit Verstiarkerfolie autoradiographiert.

Church-Puffer: 400 mM Na,HPO,4; 100 mM NaH,PO,; 7% (w/v) SDS; 1 mM EDTA; pH 7,2

3.5 Charakterisierung von Proteinen

3.5.1 Priparation von Proteinextrakten fiir Protein-Immunoblots

Gesamtzellextrakte:

Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten wurden 1x10° Suspensionszellen 5 min bei
1200 Upm abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 50 bis 100 ul
Gesamtzell-Extraktionspuffer aufgenommen, mit einem Ultraschallgerit sonifiziert und 5 min
gekocht. Nach der Proteinmessung (siehe 3.5.2) wurden die Extrakte mit Bromphenolblau

versetzt und bei -20°C aufbewahrt.

Membran- und DNA-freie Zellextrakte:

Zur Herstellung von Membran- und DNA-freien Zellextrakten, die fiir den Nachweis von
LMP1 geeignet sind, wurden 1x10° Suspensionszellen 5 min bei 1200 Upm abzentrifugiert
und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 40 bis 80 ul LMP1-Extraktionspuffer
aufgenommen und von unldslichen Bestandteilen durch zehnminiitige Zentrifugation bei
15000 Upm befreit. Der Uberstand wurde einer Bestimmung des Proteingehalts unterzogen

(siehe 3.5.2), mit 1/5 Volumen 5x Laemmli-Auftragspuffer versetzt und bei -20°C gelagert.

Gesamtzell-Extraktionspuffer: 125 mM Tris/HCI (pH 6,8); 6% (w/v) SDS; 10% (v/v) Monothioglycerol;

10% (v/v) Glycerol
LMP1-Extraktionspuffer: TBST-T; 0,5 mM Natriumorthovanadat; 1mM PMSF; 1% Phosphatase-
Inhibitor-Mix
TBS-T: 20 mM Tris/HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% TritonX-100
Phosphatase-Inhibitor-Mix: 50 mM B-Glycerophosphat; 50 mM Natriumfluorid; 50 mM Natrium-

molybdat; 50 mM Natriumpyrophosphat
5x Laemmli-Auftragspuffer: 55 mM Tris/HCI1 (pH 6,8); 5% (w/v) SDS; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol;
0,25% (w/v) Bromphenolblau; 40% (v/v) Glyzerin
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3.5.2  Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts der Zellextrakte erfolgte nicht quantitativ, sondern nur
vergleichend, um die Verwendung untereinander gleicher Proteinmengen im einzelnen
Experiment sicherzustellen. Die eingesetzten Proteinkonzentrationen lagen in den
verschiedenen Experimenten zwischen 10 und 40 pg.

Im Fall der Gesamtzellextrakte wurde eine empirische Methode angewandt, um den relativen
Proteingehalt zu bestimmen. Danach wurden 5 pl Extrakt mit 100 ul 1 M NaOH und 900 pl
H,0O vermischt und im Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 280 nm vermessen.

Die relative Proteinkonzentration in den LMPI1-Zellextrakten wurde mithilfe einer
Fertiglosung von Bio-Rad bestimmt, die auf der Bradford-Methode beruht. Hierzu wurde die
optische Dichte einer Mischung aus 4 pl Extrakt, 800 ul PBS und 200 pl Reagenz bei einer

Wellenlidnge von 600 nm gemessen.

3.5.3 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden mit der diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit
SDS als denaturierendem Detergenz aufgetrennt.

Nach dem Auftauen und dem filinfminiitigen Kochen der Extrakte wurden gleiche Protein-
mengen auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese mithilfe
der Apparatur Hoefer SE250 Mighty Small erfolgte bei 150 V fiir ca. 1,5 h in Laufpuffer, bis
die Bromphenolblau-Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Durch die
Koelektrophorese eines Markerproteingemischs mit bekannten Molekulargewichten konnte

das relative Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine ungefahr bestimmt werden.

Gelldsungen: 10 ml Trenngel 5 ml Sammelgel
H,O 4,0 ml 2,81 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml
0,5 M Tris (pH 6,8) 1,25 ml
10% SDS 100 pl 50 ul
30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 3,33 ml 840 ul
10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 100 pl 100 pl
TEMED 6 ul 6 ul

Laufpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS
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3.5.4 Western Blot und Chemolumineszenz-Detektion

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine iiber einen Elektro-
transfer auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Der Transfer erfolgte in der Apparatur
Hoefer TE22 Mighty Small fiir 45 bis 60 min bei 0,8 A/cm” in Transferpuffer. Zur Kontrolle
der Ubertragung der Proteine wurde die Membran etwa 2 min mit Ponceau S-Lésung gefirbt.
Nach der Entfirbung der Membran in Wasser wurden noch unbesetzte Proteinbindungsstellen
durch 60miniitige Inkubation in Blockierungslosung blockiert. Die Markierung mit dem
spezifischen, in der Blockierungslosung verdiinnten Primdrantikorper erfolgte tiber Nacht bei
4°C auf einem Rotationsmixer. Der gebundene Erstantikdrper wurde iiber einen gegen seinen
Isotyp gerichteten Zweitantikorper, der mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP)
gekoppelt war, und eine anschlieBende HRP-abhédngige, chemische Reaktion nachgewiesen.
Das mithilfe des ECL-Systems oxidierte Luminol fiihrt zu einer Freisetzung von Licht, die
durch die Exposition der Membran auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden kann.

Nach dem ECL-Nachweis kann die Nitrozellulosemembran von den gebundenen Antikorpern
befreit und mit anderen Antikdrpern markiert werden. Hierzu wurde sie 20 min in einer 50°C
warmen ,,Strip“-Losung geschiittelt und anschlieBend dreimal 20 min in PBS-T gewaschen.
Die Membran konnte nun wie zuvor blockiert, mit Primdr- und Sekundéirantikdrpern markiert

und in einer ECL-Reaktion untersucht werden.

Transferpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol
Blockierungslosung: PBS; 5% (w/v) Magermilchpulver

»trip“-Losung: 125 mM Tris/HCI (pH 6,8); 0,4% (w/v) SDS; 10 mM DTT
PBS-T: PBS; 1% (v/v ) Tween 20

3.5.5 FACS-Analyse

3.5.5.1 Untersuchung von Oberflichenproteinen

Fiir die FACS-Untersuchung von Proteinen der Zelloberfliche wurden etwa 0,5x10° Zellen
5 min bei 1200 Upm abzentrifugiert, einmal in 1 ml SBO (siehe 3.1.6.1) gewaschen, in 100 pl
in SBO verdiinntem Primérantikdrper 20 min auf Eis inkubiert und erneut gewaschen. Danach
wurden die Zellen in 100 pul Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC)-markiertem Sekundar-

antikorper 20 min auf Eis inkubiert, einmal gewaschen und in 500 pl FACS-Puffer
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resuspendiert. Nach der Analyse von 15000 Zellen durch das FACS-Gerit wurden die Daten
mithilfe des Cellquest-Programms als Histogramme ausgewertet und die mittlere Fluoreszenz

der Ansitze bestimmt.

FACS-Puffer:  PBS; 1% (w/v) Paraformaldehyd (PFA)

3.5.5.2 Untersuchung intrazelluliarer Proteine

Fiir die Farbung intrazelluldrer Proteine wurden die Zellen nach der Ernte einmal in PBS
gewaschen, in 100 ul PBS/4% (w/v) PFA 20 min auf Eis fixiert und einmal mit SBi
gewaschen. Es folgten ein 20miniitiger Farbeschritt auf Eis in 100 pl in SBi verdiinntem
Erstantikorper, ein Waschschritt in SBi, ein zweiter Farbeschritt in 100 ul in SBi verdiinntem
Zweitantikdrper und wieder ein Waschschritt in SBi. AnschlieBend wurden die Zellen in
500 ul FACS-Puffer aufgenommen und auf ihre Fluoreszenz untersucht.

War die Auswertung der FACS-Daten auf die transfizierten Zellen des Ansatzes beschriankt,
stoppte die Datenaufnahme durch das FACS-Gerit erst nach der Detektion von 10000 GFP-
positiven Zellen (zwei-Farben-FACS-Analyse). Ansonsten wurde die Aufnahme nach den
ersten 15000 Zellen abgebrochen. In Abbildung 7 sind die fiir eine zwei-Farben-Analyse
mitgefiihrten Kontrollfarbungen eines Experiments wie in Abbildung 21 beschrieben als Dot

Blots dargestellt.

SBi: PBS; 1% (w/v) BSA; 0,03% (w/v) Saponin

3.5.6 Indirekte Immunfluoreszenz

Die zu untersuchenden Zellen wurden abzentrifugiert, einmal in PBS gewaschen und auf
gefelderte Objekttrager aufgetropft. Die Objekttrager wurden an der Luft getrocknet, 5 min
bei -20°C in vorgekiihltem Aceton/Methanol (1:1) fixiert und bis zur weiteren Verwendung
bei -20°C aufbewahrt. Pro Feld wurden 25 pl Primarantikérper aufgetropft, und der Objekt-
triger 60 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Waschen in PBS wurde er
weitere 60 min mit einem in PBS verdiinnten, Zyaninfarbstoff (Cy3)-markierten Sekundér-

antikorper inkubiert, wieder in PBS gewaschen, mit Kaisers Glyzeringelatine iiberschichtet
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und mit einem Deckglas abgedeckt. Auswertung und Photographien erfolgten unter einem

Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenldnge zwischen 512 und 552 nm.

- - - + + Transfektion mit GFP
- + + - + anti-IgM-Stimulation
+ Isotyp + - + Firbung mit BZLF1-
- - - - _ Antikérper
QO
)
7]
>
FSC
0,66 0,01 _.'0,13 0,04 _.:9_,17 0,01 0,00 0,03 8,16 0,63
- L
= -
~ | |
o / 0,01 ’ 0,01 y 0,02 3,18 1,50
>
GFP

Abbildung 7: Kontrollfirbungen einer zwei-Farben-FACS-Analyse.

Mit Leervektor oder pPEGFP-C1 in Abwesenheit von Ostrogen transfizierte EREB2-1-Zellen wurden 48 h nach
der Transfektion mit anti-IgM stimuliert oder blieben unbehandelt. Weitere 24 h spéter wurden Aliquots der
Ansitze nach dem dargestellten Schema ohne Erstantikdrper, mit der Isotyp-Kontrolle Maus IgG; (1:20) oder
mit einem anti-BZLF1-Antikorper (1:800) geférbt und anschlieend mit einem sekundéren, Phycoerythrin (PE)-
gekoppelten anti-Maus IgG-Antikorper (1:100) markiert. Die Diagramme zeigen die Verteilung von 15000
Zellen hinsichtlich ihrer ZellgroBe und Granularitit, die linear auf der x- und y-Achse aufgetragen sind
(,,forward scatter”, FSC und ,,sideward scatter”, SSC) und hinsichtlich ihrer GFP- und PE-Fluoreszenz, die
logarithmisch auf der x- und y-Achse aufgetragen sind (GFP und BZLF1).

3.6 Plasmidkonstruktionen

3.6.1 Klonierung der pSG5SLMP1-Expressionsplasmide

Die Konstrukte pSGSLMP1, pSGSLMP1-AC, pSG5-LMP1-PQT>AAA, pSGSLMP1-Y384G
und pSGSLMPI1-PQT>AAA/Y384G entstanden, indem die BamHI-Fragmente aus den
entsprechenden pHEBo-Konstrukten in den durch BamHI-Verdau linearisierten pSG5-Vektor

kloniert wurden.
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3.6.2 Klonierung des SVBZLF1-Expressionsplasmids

Um ein BZLF1-Expresionsplasmid zu klonieren, in dem die BZLF1-Expression von einem
SV40-Promotor kontrolliert wird, wurde aus LPVBZLF1 durch BamHI- und EcoRI-Verdau
das 1031 bp groBe Fragment mit der BZLF1-Sequenz herausgeschnitten und in die BamHI-
Schnittstelle des pSG5-Vektors ligiert.

3.6.3 Klonierung des BZLF1-Promotor/Luziferase-Konstrukts Zp/luc

Fiir die Klonierung von Zp/luc wurde aus Zp-1164/CAT mit BamHI und Sphl ein Fragment
herausgeschnitten, das fiir den BZLF1-Promotor im Bereich —225 bis +13 kodierte. Dieses
wurde in einem Zwischenschritt in die multiple Klonierungsstelle des Vektors pHEBo
gebracht. Das aus der Spaltung mit BamHI und Hindlll erhaltene Fragment wurde nun vor das
Luziferasegen in das mit BamHI und Hindlll linearisierte Plasmid pBLluc5 kloniert. Der

Erfolg der Klonierung wurde durch Sequenzierung (Sequiserve, Miinchen) iiberpriift.
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4 Ergebnisse

4.1 LMP1 und aktiviertes CD40 hemmen die Reaktivierung von EBV

iiber die Regulation des unmittelbar frithen Proteins BZLF1

4.1.1 LMP1 und aktiviertes CD40 hemmen die Expression des BZLF1-Proteins

Das Zellkultursystem der EREB-Zellen stellt ein in vitro-Modell nicht proliferierender
B-Zellen dar. Zur Etablierung dieses Systems wurde der EBNA2-defekte EBV-Stamm
P3HR1 mit einem Ostrogenrezeptor-EBNA2-Fusionsprotein komplementiert, um damit
primére B-Zellen zu transformieren. Die Proliferation der entstandenen konditional lympho-
blastoiden Zelllinien hingt von der Anwesenheit von Ostrogen bzw. EBNA2 ab, dem
zentralen Regulator viraler und zelluldrer Gene, die an der Wachstumstransformation EBV-
infizierter B-Zellen beteiligt sind. Nach dem Entzug von Ostrogen aus dem Zellkulturmedium
nehmen EREB-Zellen einen Phédnotyp an, der eher den Zellen, in denen EBV in vivo
persistiert, vergleichbar ist als LCLs. Die Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen stellen die
Proliferation ein und sterben schlieBlich (Kempkes et al., 1995). Die Reaktivierung von EBV
aus dem Zustand der Latenz wurde im EREB-System in Gegenwart und Abwesenheit von
EBNA2 und EBNAZ2-abhidngigen Genprodukten bzw. in proliferierenden und nicht

proliferierenden Zellen untersucht.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war der Befund, dass die Induktion des lytischen
Zyklus durch TPA oder anti-Immunglobulin-Antikérper in EREB-Zellen nur nach Abschalten
von EBNA2 moglich ist. Weitere Experimente zeigten, dass das virale Protein LMP1
unabhédngig von EBNA2 die Virusreaktivierung hemmen kann und dass aktiviertes CD40,
dem LMP1 sehr dhnlich ist, den gleichen Effekt ausiibt. Die Induktion des lytischen Zyklus
war in diesen Experimenten iiber die Expression des viralen Kapsidproteins VCA gemessen

worden.

Fir die weitere Untersuchung der Regulation der EBV-Reaktivierung und der daran
beteiligten Signaltransduktionswege in dieser Arbeit war es zunichst wichtig, den Schritt in
der lytischen Expressionskaskade zu finden, mit dem LMP1 und aktiviertes CD40 inter-

ferieren konnen. Ein potentielles Zielgen war BZLF1, ein unmittelbar friithes Gen des
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lytischen Zyklus, dessen Expression alleine ausreichend ist, die lytische Phase einzuleiten.
Um den Einfluss von LMP1 auf die BZLF1-Expression nach der Induktion des lytischen
Zyklus zu untersuchen, wurden neben der Mutterzelllinie EREB2-5 deren Abkdmmlinge
pHEBo-1A und SVLMP1-11C verwendet, die unter Hygromycin-Selektion den Leervektor
pHEBo bzw. pHEBo mit LMP1 unter der Kontrolle des SV40-Promotors tragen
(Zimber-Strobl et al., 1996). In diesen Zellen wurde zwei Tage nach Ostrogen-Entzug der
lytische Zyklus induziert, indem die Zellen auf einer Sechs-Loch-Platte entweder mit dem
Phorbolester TPA oder mit dem anti-Immunglobulin-Antikérper anti-IgM, mit dem die
Platten beschichtet waren, stimuliert wurden. Einen Tag spiter wurden Totalzelllysate
gewonnen und die Extrakte mittels Western Blot auf die BZLF1-Expression untersucht
(Abb. 8A). Um den Einfluss von CD40 auf die BZLF1-Expression zu analysieren, wurden
EREB2-1-Zellen zwei Tage nach Ostrogen-Entzug fiir zwei Stunden durch die
Kokultivierung mit Kontrollzellen (LTK’) oder CD40-Ligand exprimierenden Zellen
(CD40L) in den Verhéltnissen 5:1 oder 1:1 vorbehandelt; anschlieBend wurden die
Kokulturen mit TPA oder anti-IgM fiir einen Tag stimuliert, wonach von den Zellen ebenfalls
Gesamtzelllysate gewonnen wurden, die mittels Western Blot auf die BZLF1-Expression

untersucht wurden (Abb. §B).

Bei EREB2-5 und EREB2-1 handelt es sich um zwei unterschiedliche Klone des EREB-
Systems, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, um spezifische klonale Effekte
einer einzelnen Linie auszuschlieBen. In Vorarbeiten war die IgM-Expression der ver-
wendeten Zelllinien tberpriift worden, um eine vergleichbare Expression des B-Zell-

Rezeptors zum Zeitpunkt der Stimulation sicherzustellen.

Wie in den Abbildungen 8A und 8B gezeigt, induzierten beide Stimuli, TPA und anti-IgM, in
EREB2-5- und pHEBo-1A-Zellen sowie in EREB2-1-Zellen und mit LTK™-Zellen
kokultivierten EREB2-1-Zellen die BZLF1-Expression und damit den lytischen Zyklus. In
konstitutiv. LMP1 exprimierenden EREB2-5-Zellen (SVLMP1-11C) hingegen war die
Induktion der BZLF1-Expression durch TPA und anti-IgM im Vergleich zu den Leervektor
tragenden Zellen (pHEBo-1A) vollstidndig blockiert. Desgleichen fiihrte in EREB2-1-Zellen
die Kokultur mit CD40L exprimierenden Zellen im Verhiltnis 1:5 zu einer teilweisen
Authebung und im Verhéltnis 1:1 zu einer nahezu vollstdndigen Aufhebung der TPA- und
anti-IgM-induzierten BZLF 1-Expression.
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Abbildung 8: LMP1 und aktiviertes CD40 hemmen die durch TPA und anti-IgM induzierte BZLF1-
Expression.

A: Je 1x10° Zellen EREB2-5, pHEBo-1A und SVLMP1-11C wurden 2 d nach Ostrogen-Entzug in 1,5 ml
Medium auf Sechs-Loch-Platten gegeben und unbehandelt gelassen oder mit TPA oder auf die Platte
geschichtetem anti-IgM stimuliert.

B: Zu je 1x10° EREB2-1-Zellen wurden 2 d nach Ostrogen-Entzug 0,0x10°, 0,2x10° oder 1x10° LTK - oder
CD40L-Zellen gegeben und diese in einem Gesamtvolumen von 1 ml 2 h inkubiert. Danach wurden die
Kokulturen in 1,5 ml Medium auf Sechs-Loch-Platten gegeben und unbehandelt gelassen oder mit TPA oder auf
die Platte geschichtetem anti-IgM stimuliert.

24 h nach der Stimulation wurden die Zellen in 50 pl Gesamtzell-Extraktionspuffer lysiert. 12,5 pul Extrakt
wurden in einer Western Blot-Analyse mit dem anti-BZLF1-Antikdrper (1:2000) untersucht. Zur Ladekontrolle
wurde die Blots ,,gestrippt™ und mit einem anti-Aktin-Antikdrper (1:400) geférbt.

Die im Western Blot zu erkennende Abhéngigkeit der Stirke der Hemmung des lytischen
Zyklus von der Anzahl kokultivierter CD40L-Zellen war nicht auf eine dosisabhéingige
Senkung der Stirke der BZLF1-Expression pro Zelle, sondern auf eine Abnahme der Zahl
von der TPA- oder anti-IgM- Stimulation betroffener Zellen nach einer alles-oder-nichts-

Reaktion zuriickzufithren. Dies ergab die Auswertung von FACS-Analysen, in denen die
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VCA-Expression von EREB2-1-Zellen gemessen wurde, die in verschiedenen Verhéltnissen

mit LTK - oder CD40L-Zellen kokultiviert und mit TPA stimuliert worden waren (Abb. 9).

Kokultivierung mit

LTK- CD40L 250 000 EREB2-1-Zellen

50 000 Zellen

25,83

150 000 Zellen

FSC

250 000 Zellen

Abbildung 9: Hemmung der TPA-induzierten VCA-Expression durch aktiviertes CD40.

Je 0,25x10° EREB2-1-Zellen wurden 24 h nach Ostrogen-Entzug mit 0,05x10°, 0,15x10° oder 0,25x10° LTK -
oder CD40L-Zellen in einem Gesamtvolumen von 1 ml versetzt und mit TPA stimuliert. Nach 3 d wurden die
Kokulturen mit LTK-Zellen auf eine Gesamtzellzahl von 0,5x10° aufgefiillt und nach einer intrazelluliren
Féarbung mit einem anti-VCA-Antikorper (1:1000) und einem sekunddren, FITC-markierten Antikdrper einer
FACS-Analyse unterzogen.

Bei einer zunehmenden Zahl kokultivierter CD40L-Zellen kam es nicht zu einer schwécheren
VCA-Expression in einer gleichbleibenden Zahl stimulierter Zellen, sondern zu einer
Erniedrigung der Zahl iiberhaupt von der Stimulation betroffener Zellen, die allerdings die
gleiche Expressionsstirke von VCA zeigten wie die Ansétze mit weniger CD40L-Zellen oder

LTK -Zellen.
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4.1.2 LMP1 und aktiviertes CD40 erniedrigen die Menge der BZLF1-mRNA

Um zu testen, ob die Hemmung der BZLF1-Expression durch LMP1 und aktiviertes CD40
auf der Ebene der mRNA-Konzentration erfolgt, wurden Northern Blot-Analysen durch-
gefiihrt. Es wurden mit einer BZLF1-spezifischen Sonde RNA-Proben untersucht, die aus
Ostrogen-entzogenen und TPA-stimulierten pHEBo-1A- und SVLMP1-11C-Zellen isoliert
worden waren (Abb. 10A), sowie RNA-Proben, die aus TPA-stimulierten Kokulturen von
LTK -Kontrollzellen oder CD40L exprimierenden Zellen mit Ostrogen-entzogenen EREB2-1-
Zellen im Verhéltnis 1:5 und 1:1 gewonnen worden waren (Abb. 10B). Die BZLF1-Sonde
detektierte ein 1,0 kb groBes, monozistronisches BZLF1-Transkript und ein schwicheres,

2,8 kb grofes, bizistronisches BRLF1/BZLF1-Transkript (siche auch 1.5.2, Abb. 3).

Die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse zeigten, dass die in pHEBo-1A-Zellen nach
16 Stunden TPA-Stimulation deutlich sichtbare Zunahme der BZLF1-mRNA-Konzentration
in den konstitutiv LMP1 exprimierenden SVLMP1-11C-Zellen blockiert war. Auch bei der
Kokultivierung von EREB2-1-Zellen mit CD40L exprimierenden Zellen war im Gegensatz
zur Kokultivierung mit LTK -Kontrollzellen eine Inhibierung des durch TPA induzierten

Anstiegs der BZLF1-mRNA-Konzentration zu beobachten.

4.1.3 LMP1 und konstitutiv aktives CD40 hemmen den BZLF1-Promotor

Um zu zeigen, dass die Wirkung von LMPI und von aktiviertem CD40, einen
Konzentrationsanstieg der BZLFI-mRNA zu inhibieren, auf eine Hemmung der BZLF1-
Transkription und nicht auf eine Erniedrigung der Stabilitdit der mRNA zuriickzufiihren ist,
wurde der Einfluss von LMP1 und CD40 auf den BZLF1-Promotor untersucht. Dazu wurde
ein BZLF1-Promotor/Luziferase-Konstrukt kloniert (Zp/luc), das den BZLFI1-Promotor im
Bereich von -225 bis +13 und das Luziferasegen als Reportergen enthélt (siehe auch 1.5.2,
Abb. 4). Bereits publizierte Daten hatten gezeigt, dass die Aktivitit des BZLF1-Promotors in
dem ausgewéhlten Bereich gut mit TPA und anti-Immunglobulin-Antikdrpern stimulierbar ist
(Daibata et al., 1994; Flemington und Speck, 1990b). Transfektionsexperimente mit dem
Zp/luc-Konstrukt und anschlieBende Luziferase-Tests in EREB-Zellen bestitigten dies
(Abb. 11).
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Abbildung 10: LMP1 und aktiviertes CD40 hemmen die durch TPA induzierte Zunahme der BZLF1-
mRNA-Konzentration.

A: Je 1x10” Zellen pHEBo-1A und SVLMP1-11C in 25 ml Medium wurden 24 h nach Ostrogen-Entzug fiir 0, 4
oder 16 h mit TPA stimuliert.

B: Je 1x107 Zellen EREB2-1 wurden 24 h nach Ostrogen-Entzug mit 0,0x107, 0,2x10” oder 1x10” LTK - oder
CD40L-Zellen in einem Gesamtvolumen von 25 ml kokultiviert und fiir 0 oder 16 h mit TPA stimuliert.

Je 10 pg gesamtzellulire RNA der Ansdtze wurden in einer Northern Blot-Analyse mit einer BZLF1-Sonde
untersucht. Als Ladekontrolle dienten die 28S- und 18S-Banden des mit Ethidiumbromid gefiarbten RNA-Gels.
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Abbildung 11: LMP1 und konstitutiv aktives CD40 hemmen die Induktion des BZLF1-Promotors durch
TPA und anti-IgM.

Je 1x10” EREB-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 10 pg Zp/luc und 5 pg pHEBop3, SVLMP1-
AC, SVLMP1 oder SVLMP1:CD40 transfiziert. Nach 24 h wurde jeder Transfektionsansatz auf drei Locher
einer Sechs-Loch-Platte verteilt und unbehandelt gelassen oder mit TPA oder auf die Platte geschichtetem anti-
IgM stimuliert. Weitere 48 h spiter wurden die Zellen fiir einen Luziferase-Test geerntet. Die erhaltenen Daten
sind als x-fache Aktivierung bezogen auf den Wert der unbehandelten pHEBop5-Transfektion dargestellt.
Signifikante Werte gegeniiber der entsprechend behandelten pHEBop5-Transfektion mit einem Wert von p<0,05
nach dem Student’schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.

A: EREB2-1. Gezeigt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus sieben unabhingigen Experimenten.

B: EREB2-5. Gezeigt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei unabhéngigen Experimenten.



Ergebnisse 53

In EREB2-1-Zellen konnte bezogen auf unbehandelte Zellen mit TPA eine 10-fache
Stimulation und mit anti-IgM eine 20-fache Stimulation der Luziferase-Aktivitdt erreicht
werden (Abb. 11A), wihrend in EREB2-5-Zellen eine 10-fache TPA-Stimulation und eine
44-fache anti-IgM-Stimulation gemessen wurde (Abb. 11B).

AnschlieBend wurde die Stimulierbarkeit des Zp/luc-Konstrukts bei der Kotransfektion
verschiedener LMP1-Konstrukte, die hinter den SV40-Promotor in den pHEBopS5-Vektor
kloniert waren, untersucht. Bei der Transfektion von 5 pg der LMP1-Mutante SVLMP1-AC,
der mit den Aminosduren 194 bis 386 die gesamte C-terminale Signaltransduktionsdoméne
von LMPI1 fehlte, anstatt des Leervektors pHEBopS mit Zp/luc, zeigte sich in beiden Zell-
linien ein leichter, aber nicht signifikanter Riickgang der Stimulierbarkeit des BZLF1-
Promotors mit TPA und anti-IgM. 5 ug SVLMP1-Wildtyp konnten die Induzierbarkeit des
Promotors sowohl durch TPA als auch durch anti-IgM jedoch deutlich auf nur noch zweifach
bzw. dreifach in EREB2-1 und einfach bzw. flinffach in EREB2-5 hemmen. Die Transfektion
von 5 pg eines Fusionskonstruktes, das fiir ein chiméres Protein aus dem Aminoterminus und
der Transmembrandomine von LMP1 und der zytoplamatischen Signaltransduktionsdoméne
von CDA40, also fiir ein konstitutiv aktives CD40-Molekiil kodiert (SVLMP1:CD40), fiihrte zu
einer der Transfektion des LMP1-Plasmids entsprechenden Inhibition der TPA- und anti-IgM-
stimulierten Promotoraktivitit (Abb. 11A und 11B). Der in der Northern Blot-Analyse
beobachtete Riickgang der TPA-induzierten BZLFI-mRNA-Menge in Anwesenheit von
LMP1 oder aktiviertem CD40 ist nach den BZLF1-Promotorstudien somit auf eine Hemmung
der BZLF1-Transkription zuriickzufiihren.

4.2 Charakterisierung der Signaltransduktionswege des lytischen

Zyklus, die von LMP1 beeinflusst werden

4.2.1 LMP1 hemmt die autoregulatorische Aktivierung des BZLF1-Promotors durch
das BZLF1-Protein in der Zelllinie Ramos

Die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch Induktoren des lytischen Zyklus wie TPA und
anti-Immunglobulin-Antikorper verlduft in EBV-positiven B-Zellen in zwei Schritten: Die
Aktivierung der fiir exogene Stimuli responsiven ZI- und ZII-Elemente des Promotors

verursacht eine schwache BZLF1-Expression, die nach Erreichen einer bestimmten
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Schwellenkonzentration iiber die BZLF1-responsiven ZIII-Elemente des Promotors zu einer
starken Expression des BZLF1-Proteins fiihrt (siche auch 1.5.2, Abb. 4). Um zu untersuchen,
ob LMP1 spezifisch nur den ersten Aktivierungsschritt, die initiale Promotoraktivierung durch
exogene Faktoren, oder nur den zweiten Aktivierungsschritt, den positiven Riickkopplungs-
mechanismus des BZLF1-Proteins, hemmen kann, wurde ein Modellsystem fiir die Unter-
suchung des BZLF1-Promotors, die EBV-negative (und damit BZLF1-negative) BL-Zelllinie
Ramos verwendet (Flemington und Speck, 1990a und b; Daibata et al., 1994). In diesen
Zellen kann im Gegensatz zu EBV-positiven Zellen die Induktion des BZLF1-Promotors
durch TPA und BZLF1 unabhingig voneinander betrachtet werden.

-fache Aktivierung von
3xNF-kappaB/luc

0 1 10 50 100 200 500 1000
ng pSG5LMP1

Abbildung 12: Titration von LMP1 anhand der NF-xB-Aktivierbarkeit.
Je 1x10” Ramos-Zellen wurden mit 1,5 pg 3xNF-kB/luc und steigenden Mengen pSG5LMP1 transfiziert. 48 h
nach der Transfektion wurden die Zellen fiir einen Luziferase-Test geerntet. Die gemessenen Luziferase-

Aktivititen wurden auf die der Transfektion des Leervektors pSG5 bezogen.

Verschiedene Quellen beschreiben, dass LMP1 in hoheren Konzentrationen zytostatisch wirkt
und unspezifisch Promotoren abschaltet (Kaykas und Sugden, 2000; Sandberg et al., 2000).
Deshalb war es wichtig, die fiir Ramos-Zellen geeignete LMP1-Konzentration zu bestimmen.
In der gesuchten Konzentration sollte LMP1 die LMP1-abhéngigen Signalwege moglichst
stark anschalten, aber noch nicht zytostatisch wirken. Um diese Konzentration zu finden,
wurden transiente Transfektionsexperimente mit anschlieBenden Luziferase-Tests durch-
gefiihrt, in denen die Aktivierung eines kiinstlichen Promotors mit drei NF-kB-Bindestellen

(3xNF-xB/luc) in Abhéngigkeit von der kotransfizierten Menge eines Expressionsplasmids
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fiir LMP1 (pSG5LMP1) gemessen wurde (Abb. 12). Bei pSG5LMP1 handelt es sich um den
Vektor pSGS5 mit der fiir LMP1 kodierenden Sequenz, die ausgehend vom SV40-Promotor

abgelesen wird.

Es zeigte sich, dass 200 bis 500 ng pSG5LMPI1 das 3xNF-«kB/luc-Konstrukt am besten
aktivieren konnten, die damit erreichte drei- bis vierfache NF-kB-Aktivierung durch LMP1 in

Ramos-Zellen aber relativ schwach ausfiel.

In den anschlieBenden Experimenten, in denen der Effekt von LMP1 auf den durch TPA oder
durch kotransfiziertes BZLF1 aktivierten BZLF1-Promotor analysiert wurde, wurden 300 ng
pSG5LMP1 eingesetzt. 24 Stunden nach der Transfektion des Zp/luc-Konstrukts und der
Plasmide pSGS5 oder pSGS5LMP1 mit oder ohne dem BZLFI1-Expressionsplasmid
pSGS5BZLF1 wurden die Zellen mit TPA stimuliert; nach weiteren 24 Stunden Inkubation der
Zellen wurde die Aktivitit des BZLF1-Promotors im Luziferase-Test bestimmt (Abb. 13).
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Abbildung 13: Effekt von LMP1 auf die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch TPA und BZLF1 in
Ramos-Zellen.

Je 1x107 Ramos-Zellen wurden mit 5,0 pg Zp/luc, 0,3 pg pSG5 oder pSG5LMPI und 1,0 ug pSG5 oder
PSG5BZLF1 transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Ansétze geteilt. Ein Teil blieb unbehandelt, der
andere Teil wurde mit TPA versetzt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen fiir einen Luziferase-Test und eine
Proteinmessung geerntet. Die anhand des Proteingehalts normalisierten Daten sind als x-fache Aktivierung
bezogen auf den Wert der unbehandelten pSGS5-Transfektion und als Mittelwerte +/- Standardabweichung aus
drei unabhéngigen Experimenten dargestellt. Signifikante Werte gegeniiber der entsprechend behandelten pSG5-

Transfektion mit p<0,05 nach dem Student’schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.
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Mit TPA lieB3 sich der BZLF1-Promotor in Ramos-Zellen unabhéngig von LMP1 etwa zwei-
fach induzieren. Durch die Transfektion von BZLF1 kam es zu einer etwa 45-fachen
Aktivierung des Promotors. Diese Promotoraktivierung durch BZLF1 konnte durch LMP1 auf

etwa 45% gesenkt werden.

In Ramos-Zellen konnte LMP1 also die Autostimulation des exogenen BZLF1-Promotors
durch das exogene BZLF1-Protein teilweise hemmen. Uber den Einfluss von LMP1 auf die
initiale Stimulation des BZLF1-Promotors konnte aufgrund der extrem niedrigen TPA-

Stimulation in dem verwendeten System keine Aussage getroffen werden.

4.2.2 LMP1 hemmt die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch TPA und durch
das BZLF1-Protein in der Zelllinie 293

Als Alternative zu den Ramos-Zellen wurde die Regulation des BZLF1-Promotors auch in der
humanen Epithelzelllinie 293 analysiert. Diese Zelllinie ist ein Modellsystem fiir die Unter-
suchung der Signaltransduktion von LMP1 (Huen et al., 1995; Kieser ef al., 1997; Mitchell
und Sugden, 1995).

Wie in den Versuchen mit Ramos-Zellen wurden 293-Zellen mit Zp/luc und Leervektor
(pHEBop5) oder LMP1-Expressionsplasmid (SVLMP1) transfiziert. Der Promotor wurde
entweder durch Kotransfektion mit CMVBZLF1 oder 24 Stunden spiter durch TPA
stimuliert. 48 Stunden nach der Transfektion wurde die BZLF1-Promotoraktivitit mittels
Luziferase-Test bestimmt (Abb. 14). Die eingesetzte SVLMP1-Menge von 500 ng SVLMP1
lag im unteren Bereich der in der Literatur in diesem System verwendeten LMPI1-

Konzentrationen.

Der BZLF1-Promotor lieB sich in 293-Zellen gut aktivieren. Die Behandlung der trans-
fizierten Zellen mit TPA erhohte die Luziferase-Aktivitdt 3,8-fach, die Kotransfektion von
BZLF1 fiihrte zu einer 14-fachen Induktion der Luziferase-Aktivitit. Diese Promotor-
aktivierung war durch LMP1 hemmbar. Die TPA-Induktion ging um 70% auf 1,2-fach
zuriick, der BZLF1-Effekt um 60% auf 5,7-fach, wiahrend die basale Aktivitdt des Promotors

in Gegenwart von LMP1 nahezu unverindert blieb.
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Abbildung 14: Effekt von LMP1 auf die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch TPA und BZLF1 in
293-Zellen.

293-Zellen wurden mit 50 ng Zp/luc, 500 ng pHEBop5 oder SVLMP1 und 50 ng pHEBop5 oder CMVBZLF1
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde ein Teil der Ansétze mit TPA versetzt. Nach weiteren 24 h wurden
die Zellen fiir einen Luziferase-Test geerntet. Die erhaltenen Messwerte sind als x-fache Aktivierung bezogen
auf den Wert der unbehandelten pHEBop5-Transfektion und als Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei
unabhéngigen Experimenten dargestellt. Signifikante Werte mit p<0,05 nach dem Student’schen t-Test sind mit

,» ¥ gekennzeichnet.

In der Epithelzelllinie 293 konnte LMP1 also die initiale Aktivierung des BZLF1-Promotors
durch den exogenen Faktor TPA inhibieren, was nach der Untersuchung der B-Zelllinie
Ramos offen geblieben war. Die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch das BZLF1-

Protein selbst konnte in 293-Zellen wie in Ramos-Zellen gut durch LMP1 gehemmt werden.

4.3 Charakterisierung der Signaltransduktionswege von LMP1, die fiir

die Hemmung des lytischen Zyklus verantwortlich sind

4.3.1 LMP1 hemmt die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch das BZLF1-Protein
in der Zelllinie Ramos unabhéngig von CTAR1 und CTAR2

Die Aktivierung der Signaltransduktionswege NF-kB, p38 MAPK und JNK1 durch LMP1 ist
gut charakterisiert (Eliopoulos und Young, 1998; Eliopoulos et al., 1999; Huen et al., 1995;
Kieser et al., 1997 und 1999; Mitchell und Sugden, 1995; Schultheiss et al., 2001). Eine
Aktivierung des JAK3-Weges durch LMP1 wird diskutiert (Gires et al., 1999; Higuchi et al.,
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2002). Um herauszufinden, ob die Fahigkeit von LMP1, die Induktion des lytischen Zyklus zu
blockieren, einem dieser Signalweg zugeordnet werden kann, wurden BZLF1-Promotor-
studien mit spezifischen LMP1-Mutanten durchgefiihrt. Neben der LMP1-AC-Mutante, der
die gesamte C-terminale Signaltransduktionsdomine fehlt, wurden die Mutanten LMP1-
PQT>AAA, LMPI1-Y384G und LMPI-PQT>AAA/Y384G eingesetzt (siche auch 1.6.2,
Abb. 5). Die PQT>AAA-Mutation betrifft die CTAR1-Region von LMP1, die etwa 30% der
NF-«B- und p38 MAPK-Aktivitit vermittelt; durch die Y384G-Mutation in der CTAR2-
Region verliert LMP1 etwa 70% der NF-xB- und p38 MAPK-Aktivitit und die komplette
JNK1-Aktivitdat (Huen et al., 1995; Kieser et al., 1997).

Bevor der Effekt der LMP1-Mutanten auf die Aktivierung des BZLF1-Promotors in Ramos-
Zellen untersucht wurde, wurden die NF-kB-Aktivierungskapazitdt der Mutanten iiberpriift
(Abb. 15). Die Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch LMP1 fiel zwar sehr niedrig aus
(vergleiche Abb. 12), das Verhiltnis der Mutanten zueinander entsprach aber etwa den in der
Literatur zu findenden relativen NF-kB-Aktivierungskapazititen der LMP1-Mutanten in 293-
Zellen.
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Abbildung 15: Aktivierung des 3xXNF-xB/luc-Konstrukts durch spezifische LMP1-Mutanten.

Je 1x10” Ramos-Zellen wurden mit 2,0 pg 3xNF-kB/luc und 0,3 pg pSGS5, pSG5LMPI1-AC, pSG5LMPI,
pSG5LMP1-PQT>AAA, pSG5LMP1-Y384G oder pSGSLMP1-PQT>AAA/Y384G transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen fiir einen Luziferase-Test geerntet. Die Luziferase-Aktivitdt wurde auf die

Aktivitdt der Transfektion des Leervektors pSG5 bezogen.
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Um den/die Signaltransduktionsweg(e), liber den/die LMP1 die Aktivierung des BZLF1-
Promotors hemmen kann, zu identifizieren, wurden nun Ramos-Zellen mit Zp/luc, den
verschiedenen pSGS5LMP1-Mutanten und pSG5BZLF1 transfiziert. Nach 48 Stunden wurde
die Aktivitit des BZLF1-Promotors im Luziferase-Test bestimmt (Abb. 16). Die erhaltenen
Werte wurden auf die Aktivitdt der Leervektor-Transfektion bezogen, die auf 100% gesetzt
wurde. Da die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch TPA extrem gering war und deshalb
keine Aussagen iiber die Effekte der LMPI1-Mutanten beziiglich der TPA-Aktivierung
moglich waren, wurden nur die Effekte der LMP1-Mutanten auf die wesentlich stdrkere

BZLF1- Stimulation dargestellt (vergleiche Abb. 13).

‘_:-,’ £ [0/0 [ —
g o |
= c
E2 60- *
T = 40 A ,,
=2
s E |
S % 20
g -
<% 0 ‘
2 N
°" m O A (€ ()
o Qs‘"” oo o «7"?} o oM
7 @?" & ,\.?0 \&?'\ Py?rl
o e W P K7
< ¥ 2 ¢
\j S Q \“?’\
Q @\,
Qs

Abbildung 16: Effekt der LMP1-Mutanten auf die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch BZLF1 in
Ramos-Zellen.

Je 1x10” Ramos-Zellen wurden mit 5,0 pg Zp/luc, 0,3 pg pSG5, pSGSLMP1-AC, pSG5SLMP1, pSG5SLMP1-
PQT>AAA, pSG5LMP1-Y384G oder pSG5SLMPI1-PQT>AAA/Y384G und 1,0 pg pSG5BZLFI transfiziert.
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir einen Luziferase-Test und eine Proteinmessung geerntet. Die
anhand des Proteingehalts normalisierten Daten sind als % Aktivitdt bezogen auf die auf 100% gesetzte Aktivitat
der pSGS-Transfektion und als Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten +/- Standardabweichung
dargestellt. Signifikante Werte gegeniiber der pSGS5-Transfektion mit p<0,05 nach dem Student’schen t-Test

sind mit ,,** gekennzeichnet.

Wie in Abbildung 16 gezeigt, konnte die durch das BZLF1-Protein induzierte Promotor-

aktivitit durch alle eingesetzten LMP1-Konstrukte mit Ausnahme von LMP1-AC signifikant
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auf 30% bis 40% relativ zum Leervektor gehemmt werden. In Gegenwart von LMP1-AC ging
die stimulierte BZLFI1-Promotoraktivitit wie in einem der vorangegangenen Experimente
leicht, aber nicht signifikant zuriick (vergleiche Abb. 11). Weder LMP1-Wildtyp noch eine
der untersuchten LMP1-Mutanten hatte im Vergleich zum Leervektor pSGS5 eine signifikante

Wirkung auf die Aktivitit des unbehandelten BZLF1-Promotors.
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Abbildung 17: Kontrolle der LMP1- und BZLF1-Expression in den transfizierten Ramos-Zellen.

Fiir die Expressionskontrolle von LMP1 bzw. BZLF1 wurden diec Ramos-Zellen 48 h nach der Transfektion in
60 ul LMP1-Extraktionspuffer bzw. 50 pul Gesamtzell-Extraktionspuffer aufgenommen. Gleiche Mengen Protein
wurden in einer Western Blot-Analyse mit einem anti-LMP1-Antikdrper (1:500) (A) bzw. einem anti-BZLF1-
Antikorper (1:2000) (B) untersucht. Zur Ladekontrolle wurde ein Blot nach dem ,,Strippen* mit einem anti-
Aktin-Antikdrper (1:400) (B) gefarbt.

In den gezeigten Experimenten konnte mit Ausnahme von LMP1-AC, das von dem anti-
LMP1-Antikorper nicht erkannt wird, mittels Western Blot-Analyse eine etwa vergleichbare
und von der BZLF1-Expression unabhédngige Expression der verschiedenen LMP1-Proteine

nachgewiesen werden (Abb. 17A). Die BZLFI1-Expression variierte zwar zwischen den
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verschiedenen Experimenten, war aber unter den Bedingungen, unter denen eine Hemmung
des durch das BZLFI1-Protein stimulierten BZLF1-Promotors beobachtet werden konnte,
gegeniiber den Versuchen ohne einen solchen Hemmeffekt eher stidrker (Abb. 17B). Die
Hemmung des durch das BZLF1-Protein induzierten BZLF1-Promotors beruhte also nicht auf
einer Erniedrigung der vom SV40-Promotor getriebenen BZLF1-Expression durch LMPI.
Der zytostatische Effekt von LMP1 wird allein von dessen N-terminaler und Transmembran-
domidne ausgeiibt (Kaykas und Sugden, 2000). Da die LMP1-AC-Mutante keinen signi-
fikanten Einfluss auf die durch das BZLF1-Protein aktivierte BZLF1-Promotoraktivitét hatte
(Abb. 16), konnte dieser Effekt von LMP1 als Ursache fiir die Hemmung des BZLF1-
Promotors durch LMP1 ebenfalls ausgeschlossen werden. In Ramos-Zellen war die Inhibition
der Aktivierung des BZLF1-Promotors durch das BZLF1-Protein folglich auf einen spezi-
fischen Effekt, der der C-terminalen Domédne von LMP1 (AS 194 bis 386) zugeordnet werden
konnte, zuriickzufiihren. Dieser Effekt von LMPI stellte sich im Ramos-System als
unabhéngig von den beiden C-terminalen Signaldoménen von LMP1, CTARI und CTAR2,
heraus. Der Einfluss von LMP1 auf den ersten Schritt der BZLF1-Promotoraktivierung durch
exogene Faktoren konnte wegen mangelnder Stimulierbarkeit des Promotors in Ramos-Zellen

nicht untersucht werden.

43.2 LMP1 hemmt die Aktivierung der BZLF1-Expression durch anti-IgM in
transient transfizierten EREB-Zellen abhiingig von CTAR1 und CTAR2

In den EBV-negativen Ramos-Zellen konnte anhand des artifiziellen BZLF1-Promotor/luc-
Konstrukts, das durch exogenes BZLF1-Proteins aktiviert wurde, keine vollstindige Aussage
iiber den die Hemmung des lytischen Zyklus vermittelnden Signalweg von LMP1 getroffen
werden. Deshalb wurden die LMP1-Mutanten hinsichtlich ihres Einflusses auf die durch
anti-IgM induzierte BZLF1-Expression auch in den EBV-positiven EREB-Zellen untersucht.
EREB-Zellen besitzen gegeniiber Ramos-Zellen den Vorteil, dass sie nach Ostrogen-Entzug
ihre NF-kB-Aktivitéit senken, im Zellzyklus arretieren und damit das der in vivo-Situation der
latent EBV-infizierten B-Zellen ndhere System darstellen (Kempkes et al., 1995; Zimber-
Strobl, unverdffentlichte Daten). Der Effekt der LMP1-Konstrukte auf die Induktion der
BZLF1-Expression wurde allerdings nicht durch Untersuchung eines exogenen BZLF1-

Promotor/luc-Konstrukts ermittelt, sondern indem die Stirke der durch anti-IgM stimulierten
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Expression des endogenen BZLF1-Proteins in Abhédngigkeit von der transfizierten LMP1-

Mutante gemessen wurde.

Da EREB-Zellen nur mit einer Effizienz von 4% bis 10% transfizierbar waren und ein Effekt
der transfizierten LMP1-Proteine auf die anti-IgM-stimulierte BZLF1-Expression vor dem
hohen Hintergrund nicht transfizierter Zellen nicht zu erkennen gewesen wére, mussten die
transfizierten von den nicht transfizierten Zellen getrennt werden. Dazu wurde wie in
Abbildung 18 dargestellt vorgegangen. Durch das beschriebene MACS-Verfahren konnten
die transfizierten Zellen in der Eluat-Fraktion auf 70% bis 90% angereichert werden. Der

Anteil transfizierter Zellen in der Durchfluss-Fraktion betrug in der Regel <1%.
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transiente Transfektion mit pNGFR und 5 ng HA-SVLMP1/ ®e .“ .
HA-SVLMPI-AC oder 5 ng SVLMPU/SVLMP1-Mutanten o ¢*® jo

l 48 Stunden 37°C

e ©
Separation der transfizierten Zellen mithilfe * * el 4 e :
MicroBeads fusionierter Antikérper gegen anti-NGFR-Antikérper (MACS) @ o .. ° o o
l Durchfluss Eluat
anti-IgM-Stimulation der isolierten transfizierten Zellen '...
J 24 stunden 37°C z
Western Blot-Analyse der BZLF1-Expression in den transfizierten Zellen 0. °

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Durchfithrung der Experimente, deren Daten in den
Abbildungen 19 und 20 gezeigt sind.
Vor der Behandlung der transfizierten Zellen mit anti-IgM waren diese von den nicht transfizierten Zellen mit

der MACS-Methode getrennt worden.

Die Abbildungen 19 und 20 zeigen das Ergebnis der Western Blot-Analyse der BZLF1-
Expression in mit LMP1 oder mit LMP1-Mutanten transfizierten EREB2-5-Zellen.

Fiir den Vergleich von LMP1-Wildtyp mit LMP1-AC, das von dem anti-LMP1-Antikorper
nicht erkannt wird, wurden Konstrukte eingesetzt, die fiir mit Himagglutinin (HA)-Epitopen

versehene Proteine kodieren, und deren Expression mit einem HA-Antikorper nachgewiesen
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werden kann (Abb. 19). Fiir den Vergleich von LMP1-Wildtyp mit den tibrigen LMP1-
Mutanten fanden wie bisher die mit dem LMPI1-Antikorper detektierbaren Konstrukte
SVLMP1, SVLMPI-PQT>AAA, SVLMPI1-Y384G und SVLMPI1-PQT>AAA/Y384G
Verwendung (Abb. 20B).

4 BZLF1

4 HA-LMP1

4 HA-LMP1-AC

Abbildung 19: Hemmung der anti-IgM-stimulierten BZLF1-Expression durch 5 pg SVLMP1. Western
Blot-Analyse.

Je 9x10” EREB2-5-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 ug pNGFR und 5 ug pHEBop5, HA-
SVLMP1 oder HA-SVLMP1-AC transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen nach der MACS-
Methode in NGFR-negative (Durchfluss, D) und NGFR-positive (Eluat, E) Zellen aufgetrennt. Pro Trans-
fektionsansatz wurden anschlieBend 1x10° NGFR-positive Zellen in je zwei unbehandelte oder mit anti-IgM
beschichtete Locher einer Sechs-Loch-Platte gegeben. Weitere 24 h spiter wurden die Zellen geerntet und in
100 pl Gesamtzell-Extraktionspuffer lysiert. Je 9 pl Extrakt wurden in einer Western Blot-Analyse mit einem
anti-BZLF1-Antikorper (1:2000) untersucht. Der Blot wurde dann ,gestrippt® und mit einem anti-HA-
Antikdrper (unverdiinnt) geférbt.



Ergebnisse 64

A &
»
o~
’ r ’ S‘
R Q K S S N
§$ S $ il > O 24
§ & §F 5 2y
) * ) R T ]
- * - #* - + - + - % - + anti-IgM
38kD =
B &
&
£ r £ \4‘
< ~ Ty & At
S8 S ST S S
N " _g~‘§ SF ‘:‘Vé?
3 S “ Q el “ Q
D E D E D E D E D E Fraktion
61 kD =
e, ) - | . 41MP1
49KD = 4
49kD =
- —— —— —— — " { \[fil
36 kD =

Abbildung 20: Hemmung der anti-IgM-stimulierten BZLF1-Expression durch 5 pg SVLMP1-Mutanten.
Western Blot-Analyse.

Je 5x10” EREB2-5-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 pg pNGFR und 5 ug pHEBop5, SVLMPI1,
SVLMPI1-PQT>AAA, SVLMP1-Y384G oder SVLMP1-PQT>AAA/Y384G transfiziert. Nach 48 h wurden die
Zellen nach der MACS-Methode in NGFR-negative (D) und NGFR-positive (E) Zellen aufgetrennt. Pro
Transfektionsansatz wurden anschlieBend je 1x10° NGFR-negative und NGFR-positive Zellen in je ein
unbehandeltes oder mit anti-IgM beschichtetes Loch einer Sechs-Loch-Platte gegeben. Weitere 24 h spéter
wurden die Zellen geerntet und in 75 pl Gesamtzell-Extraktionspuffer lysiert.

A: Von den Eluat-Fraktionen (E) wurden je 12 ul Extrakt in einer Western Blot-Analyse mit einem anti-BZLF1-
Antikorper (1:2000) geférbt.

B: Von den mit anti-IgM behandelten Durchfluss- (D) und Eluat-Fraktionen (E) wurden je 12 pl Extrakt in einer
Western Blot-Analyse mit einem anti-LMP1-Antikorper (1:500) gefarbt. Zur Ladekontrolle wurde der Blot
»gestrippt und mit einem anti-Aktin-Antikorper (1:400) gefarbt.
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Es konnte nachgewiesen werden, dass die deutliche Induktion der BZLF1-Expression durch
anti-IgM, die in den mit dem Leervektor pHEBopS oder mit HA-SVLMP1-AC transfizierten
Zellen zu beobachten war, in den mit HA-SVLMP1 transfizierten Zellen inhibiert war
(Abb. 19). Auch die Mutanten LMP1-PQT>AAA und LMP1-Y384G konnten die Induktion
der BZLF1-Expression hemmen, allerdings deutlich schwécher als LMP1-Wildtyp. In den mit
der Doppelmutante SVLMP1-PQT>AAA/Y384G transfizierten Zellen hingegen wurde eine
mit der pHEBopS-Transfektion vergleichbare Induktion der BZLF1-Expression erreicht
(Abb. 20A). Dieses Ergebnis unterschied sich von den Daten der BZLF1-Promotorstudien in
proliferierenden Ramos-Zellen, in denen ein artifizielles BZLF 1-Promotor/luc-Konstrukt und

exogenes BZLF1-Protein fiir die Stimulation verwendet worden waren (Abb. 16).

In den durchgefiihrten Experimenten variierte das Ausmall der Hemmung der BZLF1-
Expression durch LMP1. Dies war darauf zuriickzufiihren, dass der Anteil NGFR-positiver
Zellen in der Eluat-Fraktion nach der Anreicherung zwischen 70% und 90% schwankte. In
den verbleibenden 10% bis 30% nicht transfizierten Zellen wurde die BZLF1-Expression
durch anti-IgM ,,normal induziert, was zu einer von der Anreicherung abhidngigen Hinter-
grundaktivitdt fiihrte. Die ohnehin schwierige quantitative Auswertung von Western Blot-

Analysen wurde durch diese variierende Hintergrundaktivitéit weiter erschwert.

Um die Effekte der verschiedenen LMP1-Proteine quantitativ auswerten zu konnen, wurde
das Protokoll fiir die Untersuchung der Hemmung der anti-IgM-induzierten BZLFI1-
Expression durch LMP1 abgewandelt. Statt die transfizierten Zellen mit der MACS-Methode
zu isolieren und im Western Blot zu analysieren, wurden in einer FACS-Analyse die
transfizierten Zellen, die den Transfektionsmarker GFP exprimierten, auf die Expression des

BZLF1-Proteins untersucht. Die Vorgehensweise ist in Abbildung 21 schematisch dargestellt.

Zunichst wurde die Hemmung der durch anti-IgM induzierten Expression des BZLF1-Pro-
teins in Gegenwart verschiedener LMP1-Mengen bestimmt. Abbildung 22 zeigt, dass zuneh-
mende Mengen LMP1 immer effektiver hemmen konnten: In Abwesenheit von SVLMP1 ex-
primierten 30% der mit pPEGFP-C1 transfizierten, Ostrogen-entzogenen EREB2-1-Zellen nach
anti-[gM-Behandlung BZLF1. Die Kotransfektion von 0,25 ng SVLMP1 konnte den Anteil
BZLF1 exprimierender Zellen nach anti-IgM-Stimulation in der GFP-positiven Population be-
reits auf 10% senken, wahrend 5,0 ug SVLMP1 eine Absenkung auf 5% erreichten. Der An-

teil BZLF1 exprimierender Zellen in der unstimulierten GFP-positiven Fraktion betrug 1,1%.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Durchfiihrung der Experimente, deren Daten in den

Abbildungen 22 bis 27 gezeigt sind.

Die transfizierten und anti-IgM-behandelten Zellen wurden mittels einer zwei-Farben-FACS-Analyse auf die

BZLF1-Expression in der GFP-positiven Zellfraktion untersucht.
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Abbildung 22: Titration von LMP1 anhand der Hemmung der Anzahl BZLF1 exprimierender Zellen.

Je 2x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 png pEGFP-C1 und steigenden Mengen
SVLMPI1 transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde jeder Transfektionsansatz auf drei Locher einer Sechs-
Loch-Platte verteilt, von denen jeweils drei Locher unbehandelt und drei Locher mit anti-IgM beschichtet waren.
Weitere 24 h spdter wurden die Zellen mit einem anti-BZLF1-Antikérper (1:800) und einem sekundéren, PE-
markierten Antikorper intrazelluldr geférbt. In der FACS-Analyse wurde die BZLF1-Expression von 10000
GFP-positiven Zellen untersucht. Dargestellt ist der Anteil BZLF1 exprimierender Zellen an der GFP-positiven,

das heif3t transfizierten Zellpopulation nach anti-IgM-Stimulation.
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Aufgrund der unterschiedlich starken Effekte, die LMP1 bei verschiedenen Konzentrationen
zeigte, und um einen konzentrationsabhédngigen Effekt der LMP1-Mutanten ausschlieen zu
konnen, wurden die SVLMP1-Konstrukte in den folgenden Experimenten in zwei Konzentra-

tionen eingesetzt, 0,25 pg und 5,0 pg.

pHEBop5
unbehandelt

pHEBop5S
anti-IgM

SVLMP1
anti-IgM

1,41

21,68

8,23

167
wBILF

SVLMP1-AC
anti-IgM

10 W Ty 6%
wBILF

SVLMP1-PQT>AAA

anti-IgM
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SVLMP1-Y384G SVLMP1-PQT>AAA/Y384G
anti-IgM anti-IgM
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anti-IgM

4 10 I3 107

0% 4 10 I3 107
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CDA40L (1:3)
anti-IgM

BZLF1

Abbildung 23: Hemmung der anti-IgM-stimulierten BZLF1-Expression durch 5,0 ng SVLMP1 und
SVLMP1-Mutanten und durch aktiviertes CD40. FACS-Analyse.

Je 2x107 EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 ug pEGFP-C1 und 5 pg pHEBopS5,
SVLMP1, SVLMPI1-AC, SVLMPI1-PQT>AAA, SVLMP1-Y384G SVLMP1-PQT>AAA/Y384G
transfiziert. 48 h spiter wurden die Zellen zweier der drei pHEBOp5-Ansitze mit 0,7x10" LTK - oder CD40L-

oder

Zellen in einem Gesamtvolumen von 6 ml fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend wurde je die Hilfte der Zellen der
Transfektionsansétze und der Kokulturen unbehandelt gelassen oder mit anti-IgM stimuliert. Nach weiteren 24 h
wurden die Zellen mit einem anti-BZLF1-Antikorper (1:800) und einem sekundéren, PE-markierten Antikorper
intrazelluldr gefarbt. In der FACS-Analyse wurde die BZLF1-Expression von 10000 GFP-positiven Zellen

untersucht.



Ergebnisse 68

Die Schaubilder einer zwei-Farben-FACS-Analyse eines Experiments, in dem EREB-Zellen
mit 5,0 ug der SVLMPI1-Konstrukte transfiziert wurden, sind beispielhaft in Abbildung 23
gezeigt, die ausgewerteten Daten mehrerer solcher Experimente sind in dem Diagramm der
Abbildung 25 dargestellt. Abbildung 24 weist anhand eines der Experimente die vergleich-
bare Expression der verschiedenen LMP1-Proteine nach. Die gemittelten Daten der Experi-
mente, in denen die SVLMP1-Konstrukte in einer Menge von 0,25 pg eingesetzt wurden, sind

in Abbildung 26 gezeigt.
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Abbildung 24: Kontrolle der LMP1-Expression in fiir eine FACS-Analyse transfizierten EREB2-1-Zellen.
Je 8x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 pg pEGFP-C1, 4 ug pNGFR und 5 pg
pHEBop5, SVLMP1, SVLMPI-AC, SVLMPI1-PQT>AAA, SVLMPI1-Y384G oder SVLMPI-
PQT>AAA/Y384G transfiziert. Nach 48 h wurden aus 6x10’ Zellen die transfizierten Zellen mithilfe der
MACS-Methode isoliert. Die abgetrennten nicht transfizierten Zellen (D) wurden in 300 pl, die angereicherten
transfizierten Zellen (E) in 60 ul LMP1-Extraktionspuffer lysiert. Gleiche Proteinmengen wurden in einer
Western Blot-Analyse mit einem anti-LMP1-Antikorper (1:500) gefirbt. Zur Uberpriifung der Anreicherung
wurde der Blot ,,gestrippt® und mit einem anti-GFP-Antikdrper (1:1000) gefarbt. Zur Ladekontrolle wurde der
Blot ein weiteres Mal ,,gestrippt™ und mit einem anti-Aktin-Antikorper (1:400) gefarbt.
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Abbildung 25: Hemmung der anti-IgM-stimulierten BZLF1-Expression durch 5,0 ng SVLMP1 und
SVLMP1-Mutanten.
Fiir die Auswertung der FACS-Daten aus Experimenten wie in Abbildung 23 wurde der Anteil BZLF1-

% Stimulation
der BZLF1-Expression

exprimierender Zellen, der in mit pHEBop5 transfizierten EREB2-1-Zellen durch die anti-IgM-Stimulation
erreicht wurde, auf 100% gesetzt. Auf diesen Wert wurde der Anteil BZLF1-exprimierender Zellen in den mit
5,0 pg SVLMP1-Konstrukten transfizierten Zellen bezogen. Die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus vier
unabhingigen Experimenten sind gezeigt. Signifikante Werte gegeniiber LMP1-AC mit p<0,05 nach dem

Student’schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.

Weder die Transfektion von 0,25 pg noch die von 5,0 pg SVLMP1-AC hatte gegeniiber der
Transfektion des Leervektors pHEBopS5 einen signifikanten Effekt auf die Anzahl der Zellen,
die nach der Induktion mit anti-IgM in den lytischen Zyklus eintraten. Verglichen mit der
Transfektion von pHEBopS5 und SVLMPI1-AC konnte durch die Transfektion von 0,25 pg
oder 5,0 pg SVLMP1 die Zahl BZLF1-exprimierender Zellen nach der anti-IgM-Stimulation
signifikant auf etwa 50% bzw. 30% gesenkt werden. Durch die Kokultivierung mit CD40-
Ligand exprimierenden Zellen war die Reaktivierung im Vergleich zur Kokultivierung mit
LTK -Kontrollzellen sogar auf 10% der Zellen beschrénkt. Die Untersuchung der LMP1-
Mutanten ergab, dass die Doppelmutante LMP1-PQT>AAA/Y384G in keiner der einge-
setzten Konzentrationen gegeniiber LMP1-AC einen eindeutigen Einfluss auf die Stimulier-
barkeit der BZLF1-Expression durch anti-IgM besal3. In den Experimenten, in denen 5,0 pug
der SVLMPI1-Konstrukte LMP1-PQT>AAA oder LMP1-Y384G eingesetzt wurden, wurde
die durch anti-IgM induzierte BZLF1-Expression gegeniiber LMP1-Wildtyp und LMP1-
PQT>AAA/Y384G signifikant auf etwa 55% gehemmt. Im Fall der Transfektion von 0,25 pg
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dieser Mutanten zeigte dagegen LMP1-PQT>AAA ecinen etwas stirkeren hemmenden Effekt
als LMP1-Y384G. Die Transfektion von 0,25 pg SVLMP1-PQT>AAA fiihrte zu einer gegen-
iiber der Doppelmutante signifikanten Absenkung der Zahl BZLF1 exprimierender Zellen auf
66%. LMP1-Y384G hemmte die Zahl BZLF1 exprimierender Zellen nur auf 83%.
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Abbildung 26: Hemmung der anti-IgM-stimulierten BZLF1-Expression durch 0,25 png SVLMP1 und
SVLMP1-Mutanten.

Je 2x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 ug pEGFP-C1 und 0,25 pg pHEBop5,
SVLMP1, SVLMPI1-AC, SVLMPI1-PQT>AAA, SVLMP1-Y384G oder SVLMPI1-PQT>AAA/Y384G
transfiziert. 48 h spéter wurden die Hélfte der Zellen mit anti-IgM stimuliert. Nach weiteren 24 h wurden die
Zellen mit einem anti-BZLF1-Antikoérper (1:800) und einem sekundédren, PE-markierten Antikoérper intrazelluldr
gefirbt. In der FACS-Analyse wurde die BZLF1-Expression von 10000 GFP-positiven Zellen untersucht. Fiir
die Auswertung der FACS-Daten wurde der in mit pHEBopS transfizierten Zellen durch die anti-IgM-
Stimulation erreichte Anteil BZLF1-exprimierender Zellen auf 100% gesetzt. Auf diesen Wert wurde der Anteil
BZLF1-exprimierender Zellen in den mit 0,25 pg LMP1-Konstrukten transfizierten Zellen bezogen. Die Mittel-
werte +/- Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten sind gezeigt. Signifikante Werte gegeniiber

LMP1-AC mit p<0,05 nach dem Student schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.

Fiir die Hemmung der durch anti-IgM stimulierten BZLF1-Expression durch LMP1 in EREB-
Zellen waren also beide von den Mutationen betroffenen Doménen von LMP1 von
Bedeutung. Der Bedarf von CTARI sprach fiir die Beteiligung mindestens einer der beiden
Signalwege NF-xB oder p38 MAPK. Da auch CTAR?2 fiir die hemmende Wirkung auf die
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Virusreaktivierung notig war, war auch eine zusitzliche Beteiligung des JNK1-Signalweges

moglich.

Bei der Untersuchung der LMPI1-Mutanten konnte eine weitere interessante Beobachtung
gemacht werden. Ein Nebenprodukt der zwei-Farben-FACS-Analyse der mit pEGFP-C1
kotransfizierten und auf BZLF1 gefarbten Zellen war die Erhebung von Daten iiber den Anteil
GFP-positiver Zellen an der Gesamtpopulation drei Tage nach der Transfektion in Abhéngig-
keit von dem kotransfizierten SVLMP1-Konstrukt (Abb. 27).
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Abbildung 27: Effekt der LMP1-Konstrukte auf die Anzahl transfizierter Zellen.

Die zwei-Farben-FACS-Analysen der Abbildungen 25 und 26 lieferten den Anteil transfizierter, das heiflt GFP-
positiver EREB2-1-Zellen an der Gesamtpopulation 3 d nach der Transfektion in Abwesenheit von Ostrogen.
Die erhaltenen Werte unstimulierter und mit anti-IgM stimulierter Ansédtze der gleichen Transfektion wurden
gemittelt und auf den in der pHEBop5-Transfektion gemessenen Anteil bezogen. Die Mittelwerte +/- Standard-

abweichung aus drei (0,25 pg) bzw. vier (5,0 ug) unabhéngigen Experimenten sind gezeigt.

Es zeigte sich, dass bei transienter LMP1-Expression der Anteil der GFP-positiven, Ostrogen-
entzogenen EREB-Zellen an der Gesamtpopulation drei Tage nach der Transfektion um das
2,8-fache (0,25 ng SVLMP1) bzw. das 1,8-fache (5,0 pg SVLMP1) erhoht werden konnte. Im
Fall der niedrigeren transfizierten Plasmidmenge war dieser Effekt nur bei LMP1-Wildtyp zu
sehen und bei keiner der LMP1-Mutanten, wihrend bei der transfizierten Plasmidmenge von
5 ug auch die Einzelmutanten noch einen leichte Steigerung des Anteils transfizierter Zellen

gegeniiber dem Leervektor zeigten.
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Durch Untersuchungen der DNA-Syntheserate (*H-Thymidin-Einbau) und der Stoffwechsel-
aktivitat (,,MTT-Assay*) war bereits gezeigt worden, dass konstitutiv exprimiertes LMP1
zwar nicht die Proliferation, aber das Uberleben Ostrogen-entzogener EREB-Zellen ver-
langern kann (Zimber-Strobl et al., 1996). Die hier mit den LMP1-Mutanten gewonnenen
Daten weisen darauf hin, dass der Effekt von LMP1, das Uberleben von EREB-Zellen in
Abwesenheit von Ostrogen zu unterstiitzen, hauptsichlich iiber CTARI- und CTAR2-

abhéngige Signalwege vermittelt wird.

4.3.3 LMP1 hemmt die Aktivierung der VCA-Expression durch anti-IgM in stabil
transfizierten EREB-Zellen abhingig von CTAR1 und CTAR2

Neben den transienten Transfektionsexperimenten wurde fiir die Analyse der LMP1-Mutanten
ein weiterer Ansatz versucht. Dazu wurden stabil mit den SVLMP1-Konstrukten transfizierte
EREB-Zellklone etabliert und in diesem System die Induzierbarkeit des lytischen Zyklus
untersucht. Derartige Zelllinien besallen den Vorteil der stabilen, konstitutiven Expression des
jeweiligen Konstrukts in einer Konzentration, die das kontinuierliche Wachstum der Zellen
nicht beeinflusste, eine Aussage, die fiir die transienten Transfektionsversuche nicht gemacht
werden konnte. Ein weiterer Vorteil bestand darin, dass die Zelllinien nach einer zwar auf-

wendigen Etablierungsphase keiner weiteren Transfektionen mehr bedurften.

Nach der Transfektion der Konstrukte SVLMPI-PQT>AAA, SVLMPI-Y384G und
SVLMPI1-PQT>AAA/Y384G in EREB2-5-Zellen wurden die unter Hygromycin-Selektion
heranwachsenden Klone auf die Expression von LMP1 in Abwesenheit von Ostrogen getestet.
In den insgesamt 67 erhaltenen, hygromycinresistenten Klonen wurden zwei Klone gefunden,
die stabil SVLMP1-PQT>AAA trugen (1G2, 2F11), und sechs Klone, die stabil SVLMP1-
Y384G trugen (1A3, 1B12, 1D5, 1F6, 2C10, 2D10), aber kein Klon, der stabil mit dem
SVLMP1-PQT>AAA/Y384G-Konstrukt transfiziert war (Abb.28A). Alle acht Klone

exprimierten etwa die gleiche Menge an LMP1-Protein.
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Abbildung 28: Expression von LMP1 in stabil transfizierten EREB2-5-Klonen.

A: Je 1x10° Zellen der Klone SVLMP1-PQT>AAA-1G2, -2F11 und SVLMP1-Y384G-1A3, -1B12, -1D5, -1F6,
-2C10, -2D10 und der Mutterlinie EREB2-5 wurden nach Ostrogen-Entzug 3 d in 1,5 ml Medium mit oder ohne
Ostrogen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 60 ul LMP1-Extraktionspuffer lysiert. Zusitzlich wurden
Extrakte der negativen Kontrolle Ramos und der positiven Kontrolle B95-8 hergestellt. Gleiche Proteinmengen
wurden in einer Western Blot-Analyse mit einem anti-LMP1-Antikorper (1:500) untersucht.

B: Proteinextrakte in LMP1-Extraktionspuffer aus den Zellen EREB2-1, EREB2-5, pHEBo-1A, SVLMPI1-11C,
SVLMP1-PQT>AAA-2F11 und SVLMP1-Y384G-1B12, denen fiir 3 d Ostrogen aus dem Medium entzogen
worden war, daneben Extrakte aus Ramos- und B95-8-Zellen sowie aus mit pHEBopS5, 0,25 ng SVLMP1 oder
5,0 ug SVLMPI transfizierten, Ostrogen-entzogenen EREB2-1-Zellen (Abb. 23 bis 26) wurden in einer Western
Blot-Analyse mit einem anti-LMP1-Antikorper (1:500) untersucht. Zur Ladekontrolle wurde der Blot ,,gestrippt®
und mit einem anti-Aktin-Antikorper (1:400) gefarbt.
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Ein Vergleich der Expressionsstirken von LMP1 in Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen, die
stabil LMP1, LMP1-PQT>AAA oder LMP1-Y384G exprimierten, mit EREB-Zellen in An-
wesenheit von Ostrogen und mit Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen, die transient mit
0,25 pg oder 5,0 png SVLMPI transfiziert worden waren, zeigte, dass die stabil transfizierten
Zellklone etwa vergleichbare Mengen an LMP1 exprimierten wie in Gegenwart von Ostrogen
proliferierende EREB-Zellen und wie in Abwesenheit von Ostrogen transient mit 0,25 pg

SVLMP1 transfizierte Zellen (Abb. 28B).

Die erhaltenen LMPI1-PQT>AAA oder LMP1-Y384G exprimierenden Zellklone wurden
anschlieBend auf die Expression von IgM auf der Zelloberfliche zwei Tage nach Ostrogen-
Entzug untersucht. Alle Klone zeigten eine niedrigere mittlere Expression von IgM als die
Mutterlinie EREB2-5 und die Konrolllinie pHEBo-1A, was sowohl an einer geringeren Zahl

IgM-positiver Zellen als auch an einer geringeren IgM-Expression der positiven Zellen lag

(Tab. 1).

mittlere IgM-Expression

EREB2-5 25,95
pHEBo-1A 26,72
SVLMP1-11C 32,03
SVLMPI1-13C 49,15
SVLMP1-PQT>AAA-1G2 15,09
SVLMP1-PQT>AAA-2F11 22,21
SVLMPI1-Y384G-1A3 22,57
SVLMP1-Y384G-1B12 17,86
SVLMP1-Y384G-1D5 8,39
SVLMP1-Y384G-1F6 19,41
SVLMP1-Y384G-2C10 8,21
SVLMP1-Y384G-2D10 12,19

Tabelle 1: Expression von IgM auf den stabil transfizierten EREB2-5-Klonen.

Etwa 1x10° Zellen der Mutterlinic EREB2-5 und der Klone pHEBo-1A, SVLMPI1-11C, -13C, SVLMPI-
PQT>AAA-1G2, -2F11, SVLMP1-Y384G-1A3, -1B12, -1D5, -1F6, -2C10 und -2D10 wurden 2 d nach
Ostrogen-Entzug mit einem anti-IgM-Antikorper (1:20) und einem sekundiren, FITC-markierten Antikorper
extrazelluldr gefirbt und mittels FACS-Analyse auf die IgM-Expression untersucht. Gezeigt ist die mittlere

Fluoreszenz der Zellen.
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Drei der Klone, deren mittlere Fluoreszenz nach der Farbung von IgM in der FACS-Analyse
um mehr als die Hélfte niedriger war als die von pHEBo-1A, wurden ausgeschlossen. In den
verbliebenen fiinf Klonen lag die mittlere Fluoreszenz zwischen 15% und 23% und damit
etwa im Bereich der von pHEBo-1A (27%), was die fiir die geplanten Experimente not-
wendige Voraussetzung einer vergleichbaren Stimulation des B-Zell-Rezeptors durch
anti-IgM erfiillte. Bei den nun zur Verfiigung stehenden Klone handelte es sich um SVLMP1-
PQT>AAA-1G2 und -2F11 sowie SVLMP1-Y384G-1A3, -1B12 und -1D5.

Die verbliebenen Klone, einer, der den Leervektor pHEBopS exprimierte, je zwei, die LMP1-
Wildtyp bzw. LMP1-PQT>AAA exprimierten und drei, die LMP1-Y384G exprimierten,
konnten nun nach Ostrogen-Entzug auf Unterschiede in der Induzierbarkeit des lytischen
Zyklus durch anti-IgM untersucht werden (Abb. 29). Als Marker fiir die Virusreaktivierung
wurde wie in fritheren Versuchen die Expression des viralen Kapsidantigens VCA bestimmt

(vergleiche Abb. 9 und Adler et al., 2002).
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Abbildung 29: Hemmung der anti-IgM-stimulierten VCA-Expression in stabil LMP1 oder LMP1-
Mutanten exprimierenden EREB2-5-Zellen.

Je 0,25x10° Zellen der Klone pHEBo-1A, SVLMPI-11C, -13C, SVLMPI-PQT>AAA-1G2, -2F11 und
SVLMPI1-1A3, -1B12, -1D5 wurden 24 h nach Ostrogen-Entzug unbehandelt gelassen oder mit auf eine 24-
Loch-Platte geschichtetem anti-IgM stimuliert. Nach 48 h wurden die Zellen intrazelluldr mit einem anti-VCA-
Antikdrper (1:1000) und einem sekundéren, FITC-markierten Antikorper gefdarbt und mittels FACS-Analyse
untersucht. Der durch die anti-IgM-Stimulation erreichte Anteil VCA-exprimierender Zellen wurde auf den auf
100% gesetzten Anteil in anti-IgM-stimulierten pHEBo-1A-Zellen bezogen. Die Mittelwerte +/- Standard-
abweichung aus drei unabhéngigen Experimenten sind gezeigt. Signifikante Werte gegeniiber pHEBo-1A mit

p<0,05 nach dem Student schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.
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Bezogen auf die Stimulierbarkeit der VCA-Expression durch anti-IgM in pHEBo-1A-Zellen
war die Induktion des lytischen Zyklus in den SV-LMP1-11C- und -13C-Zellen auf etwa 20%
gehemmt. In den beiden SVLMPI1-PQT>AAA-Zellklonen 1G2 und 2F11 konnte die
Induktion des lytischen Zyklus hingegen nicht mehr ganz so gut blockiert werden wie in den
LMP1-Wildtyp exprimierenden Zellen, ndmlich nur noch auf etwa 50% gegeniiber
pHEBo-1A. In den drei SVLMP1-Y384G-Klonen 1A3, 1B12 und 1D5 war der Hemmeftekt
von LMP1 véllig aufgehoben, die Klone zeigten sogar eher eine Verstarkung der Aktivierung
der VCA-Expression nach anti-IgM-Stimulation verglichen mit pHEBo-1A. In Abwesenheit
von anti-IgM waren keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Klonen in dem basalen
Anteil VCA-exprimierender Zellen festzustellen, der in allen Féllen weniger als 1% betrug.
Die nach der IgM-Expressionskontrolle ausgeschlossenen Zellklone wurden in diesem
Experiment parallel mitgetestet, sie zeigten aber in der Tat keine Induktion der VCA-

Expression durch anti-IgM.

Beziiglich der PQT>AAA-Mutation kamen also die transienten und stabilen Transfektions-
experimente zu dem iibereinstimmenden Ergebnis, dass LMP1 mit einer Mutation im PxQxT-
Motiv in CTARI zwar nicht mehr so gut wie Wildtyp, aber immer noch deutlich die
Induktion des lytischen Zyklus hemmen kann. Der Y384G-Mutation in CTAR2 hingegen
schien in den stabilen Transfektionsexperimenten eine groflere Bedeutung zuzukommen als in
den transienten Versuchen. In den stabil mit SVLMP1-Y384G transfizierten Zellklonen, die
eine mit der transienten Transfektion von 0,25 pg Plasmid vergleichbare Expressionsstéirke
zeigten, war die hemmende Wirkung von LMP1 auf die durch anti-IgM stimulierte BZLF1-
Expression vollstindig aufgehoben (Abb. 29). Die transienten Experimente zeigten zwar bei
der Transfektion von 0,25 pg der Expressionsplasmide einen leicht stirkeren Verlust des
Hemmeffektes von LMP1-Y284G gegeniiber LMP1-PQT>AAA (Abb. 26), bei der Trans-
fektion von 5,0 ug der Konstrukte war aber kein Unterschied zwischen den beiden Einzel-

mutanten feststellbar (Abb. 25).

Bei der Etablierung von Zellklonen konnen grof3e klonale Varianzen auftreten, was beispiel-
haft an der stark variierenden Expression des Oberfldchenproteins IgM in den gewonnenen
Klonen zu sehen war (Tab. 1). Die Vergleichbarkeit von mit verschiedenen Konstrukten
transfizierten Zellklonen erfordert daher eine groB3e Gruppe stabiler Klone, so dass die spezi-
fischen Eigenschaften jedes Zellklons relativiert werden. Unter Beriicksichtigung der

verhéltnismédBig niedrigen Zahl untersuchter Klone kann dennoch tendenziell von der
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gleichen Schlussfolgerung ausgegangen werden wie nach den transienten Experimenten:
Mindestens einer der beiden CTARI- und CTAR2-abhingigen Signalwege NF-kB oder
p38 MAPK konnte an dem die Virusreaktivierung hemmenden Effekt von LMP1 beteiligt
sein. Daneben wire auch eine Mitwirkung des nur von CTAR2 vermittelten JNK1-Signal-
weges moglich. Eine Beteiligung weiterer, CTAR1- und CTAR2-unabhéngiger Signalwege

schien dagegen eher unwahrscheinlich.

Die weitere Aufkldrung der Signaltransduktionswege, die fiir die Hemmung des lytischen
Zyklus durch LMP1 verantwortlich sind, konnte nicht mithilfe der LMP1-Mutanten erfolgen,

sondern bedurfte anderer spezifischer Inhibitionen der in Frage kommenden Signalwege.

4.3.4 Die Hemmung der durch anti-IgM aktivierten BZLF1-Expression in EREB-
Zellen ist unabhiingig von p38 MAPK und JNK1

Um die Bedeutung des p38 MAPK-Signalweges fiir die Regulation des lytischen Zyklus
durch LMP1 zu priifen, wurden Experimente mit dem spezifischen chemischen Inhibitor der
p38-Kinase (SB203580) und mit einer dominant-negativ wirkenden Mutante der die p38-
Kinase phosphorylierenden Kinase MKK6 (dnMKKG6) durchgefiihrt (siehe auch 1.6.2,
Abb. 5).

Fiir die Untersuchung der Signaltransduktion von LMP1 in B-Zellen und Epithelzellen wurde
der Inhibitor SB203580 in der Regel in einer Konzentration von 20 pM eingesetzt (Eliopoulos
et al., 1999; Mehl et al., 2001). Um die Verwendung einer optimalen Konzentration sicherzu-
stellen, wurde SB203580 in dem folgenden Experiment zusdtzlich in den Konzentrationen
10 uM und 40 uM verwendet. Wie in Abbildung 30A gezeigt, wurde der Hemmeffekt von
LMP1 in Gegenwart des Losemittels DMSO oder von SB203580 in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zu mit pHEBop5 transfizierten Zellen nicht beeinflusst. In
allen Fillen betrug der Anteil BZLF1 exprimierender Zellen im Vergleich zur entsprechend

behandelten pHEBopS5-Transfektion etwa 60%.
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Abbildung 30: Die Inhibition des p38 MAPK-Signalweges hat keinen Einfluss auf den hemmenden Effekt
von LMP1 auf die Induktion des lytischen Zyklus.

A: Je 4x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5,0 pg pEGFP-C1 und 0,0 oder 0,25 pg
SVLMPI transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde jeweils 1/5 der Zellen jedes Ansatzes unbehandelt
gelassen, mit DMSO (1:500) oder mit SB203580 in einer Endkonzentration von 10, 20 oder 40 pM versetzt.
Nach einer Vorinkubation von 2 h wurde die Hélfte der Zellen mit anti-IgM stimuliert.

B: Je 2x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5,0 ug pEGFP-C1, 0,0, 5,0 oder 15,0 ug
dnMKK6 und 0,0 oder 0,25 pg SVLMPI1 transfiziert. Nach 48 h wurde die Hailfte der Zellen mit anti-IgM
stimuliert.

24 h nach der anti-IgM-Stimulation wurden die Zellen mit einem anti-BZLF1-Antikérper (1:800) und einem
sekundéren, PE-markierten Antikorper intrazelluldr gefarbt. In der FACS-Analyse wurden 10000 GFP-positive
Zellen auf ihre BZLF1-Expression untersucht. Der in mit unbehandelten pHEBop5 transfizierten Zellen durch
die anti-IgM-Stimulation erreichte Anteil BZLF1-exprimierender Zellen wurde auf 100% gesetzt, worauf die in

den tibrigen Ansitzen erhaltenen Werte bezogen wurden.

Zu dem gleichen Ergebnis kamen auch Untersuchungen mit dem dominant-negativen
Inhibitor dnMKK6. Die Kotransfektion von SVLMP1 und unterschiedlichen Mengen

dnMKKS6 fiihrte ebenfalls zu keiner Verminderung der von LMP1 vermittelten Hemmung des
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lytischen Zyklus durch LMP1 (Abb. 30B). DnMKK6 verstérkte eher die hemmende Wirkung
von LMP1 auf die durch anti-IgM induzierte BZLF1-Expression. Ein &hnlicher Riickgang der
Zahl BZLF1 exprimierender Zellen nach anti-IgM-Stimulation war auch in Gegenwart des
Inhibitors SB203580 zu beobachten (Abb. 30A). Dieser Effekt beruhte darauf, dass der durch
anti-Immunglobulin-Antikorper aktivierte B-Zell-Rezeptor unter anderem den p38 MAPK-
Signalweg anschaltet (Sutherland et al., 1996) und somit in Gegenwart von p38 MAPK-
Inhibitoren die Induktion der BZLF1-Expression durch anti-IgM zum Teil blockiert ist.

Durch die eingesetzten Inhibitoren des p38 MAPK-Signalweges konnte somit die Wirkung

von LMP1 auf die Induktion des lytischen Zyklus nicht aufgehoben werden, was gegen eine

Beteiligung dieses Weges an der Hemmung des lytischen Zyklus durch LMP1 sprach.
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Abbildung 31: Die Inhibition des JNK1-Signalweges hat keinen Einfluss auf den hemmenden Effekt von
LMP1 auf die Induktion des lytischen Zyklus.

Je 2x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen—Entzug mit 5,0 pg pEGFP-C1, 0,0, 5,0, 10,0, 20,0 oder
30,0 pg dnSEK1 und 0,0 oder 0,25 pg SVLMPI transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde die Hélfte der
Zellen jedes Ansatzes mit anti-IgM stimuliert. 24 h spéter wurden die Zellen mit einem anti-BZLF1-Antikorper
(1:800) und einem sekundiren, PE-markierten Antikorper intrazelluldr geférbt. In der FACS-Analyse wurden
10000 GFP-positive Zellen auf ihre BZLF1-Expression untersucht. Der Anteil BZLF1-exprimierender Zellen
wurde auf den auf 100% gesetzten Anteil BZLF1-positiver Zellen in der anti-IgM-stimulierten pHEBop5-

Transfektion bezogen. Gezeigt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten.

Nach den Ergebnissen der Mutationsanalyse von LMP1 konnte auch der JNK1-Signalweg in

Betracht gezogen werden, an der Hemmung der Virusreaktivierung durch LMP1 beteiligt zu
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sein. Diese Moglichkeit wurde mithilfe einer dominant-negativ wirkenden Mutante der JNK1

phosphorylierenden Kinase SEK1 (dnSEK1) iiberpriift (siche auch 1.6.2, Abb. 5).

Abbildung 31 zeigt das Ergebnis von Untersuchungen der Zahl BZLF1 exprimierender Zellen
nach anti-IgM-Stimulation Ostrogen-entzogener EREB2-1-Zellen, die mit SVLMP1 und
unterschiedlichen Mengen dnSEK1 kotransfiziert worden waren. In Gegenwart steigender
Mengen dnSEK1 kam es zu einer leichten, aber nicht signifikanten Verstirkung der
Hemmung der BZLF1-Expression durch LMP1 von etwa 50% in Abwesenheit von dnSEK1
auf etwa 40% bei Kotransfektion von 30 png dnSEK1.

Ebenso wie p38 MAPK konnte also auch der JNKI1-Signalweg als Vermittler der den

lytischen Zyklus hemmenden Wirkung von LMP1 ausgeschlossen werden.

4.3.5 Die Hemmung der durch anti-IgM aktivierten BZLF1-Expression in EREB-
Zellen ist abhingig von NF-xB

SchlieBlich konnte nach den Ergebnissen der Untersuchung der LMP1-Mutanten noch der
NF-kB-Signalweg fiir die Regulation des lytischen Zyklus durch LMP1 verantwortlich sein.
Um dies zu iberpriifen, wurden Experimente mit einem dominant-negativen Inhibitor von
NF-«B durchgefiihrt (IkBasasea). Mitglieder der NF-kB-Familie befinden sich normalerweise
als Dimere im Zytoplasma der Zelle im Komplex mit inhibitorischen Proteinen der IxB-
Familie. Die Aktivierung von NF-«kB hédngt von der Phosphorylierung und dem Abbau der
IxBs ab, was zur Freisetzung der Kernlokalisationssequenz der NF-kB-Proteine und zur
Translokation der Dimere in den Zellkern fiihrt. Der Effekt des dominant-negativen Inhi-
bitors, der Mutante IkBas,s6a beruht darauf, dass die Serine 32 und 36 von IkBa nach dem
Austausch gegen Alanine nicht mehr phosphoryliert werden kénnen und somit IkBotsosea
nicht mehr abgebaut werden kann (Traenckner et al., 1995). Damit ist eine Translokation des

Transkriptionsfaktors NF-kB in den Kern inhibiert (sieche auch 1.6.2, Abb. 5).

Fiir die Untersuchung des Einflusses von IkBasysea auf die Hemmung der anti-IgM-
induzierten BZLF1-Expression durch 0,25 pg SVLMP1 in Ostrogen-entzogenen EREB2-1-

Zellen wurden in dem folgenden Experiment 5 pg IxBasysea eingesetzt, eine Menge, die im
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Bereich der in der Literatur in B-Zellen verwendeten Konzentration lag (Devergne et al.,

1998) und keine auffallende Zytotoxizitit zeigte.

% Stimulation der
BZLF1-Expression
N B O 8

o O O O O O

() (A R
oo® o W \>
o ?\*\\@?
2

Abbildung 32: Durch die Wirkung von IxBos;s6a kann der hemmende Effekt von LMP1 auf die
Induktion des lytischen Zyklus teilweise aufgehoben werden.

Je 2x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5,0 ug pEGFP-C1, 5,0 pg pHEBop5 oder
IkBasysea und 0,25 pg pHEBopS oder SVLMPI transfiziert. Nach 48 h wurden die Hilfte der Zellen jedes
Ansatzes unbehandelt gelassen oder mit anti-IgM stimuliert. Weitere 24 h spéter wurden die Zellen mit einem
anti-BZLF1-Antikorper (1:800) und einem sekundéren, PE-markierten Antikorper intrazellular gefarbt. In der
FACS-Analyse wurden 10000 GFP-positive Zellen auf ihre BZLF1-Expression untersucht. Der durch die anti-
IgM-Stimulation erreichte Anteil BZLF1-exprimierender Zellen wurde auf den auf 100% gesetzten Anteil in mit
pHEBopS5 transfizierten und mit anti-IgM stimulierten Zellen bezogen. Gezeigt sind Mittelwerte +/- Standard-
abweichung aus drei unabhéngigen Experimenten. Signifikante Werte gegeniiber SVLMP1 mit p<0,05 nach dem

Student’schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.

Wiéhrend 5 pg IkBasasea alleine keinen Einfluss auf die Stimulierbarkeit des lytischen Zyklus
durch anti-IgM hatten, betrug die Erniedrigung des Anteils BZLF1-exprimierender Zellen
durch 0,25 pg SVLMP1 50%, nach der Kotransfektion von 0,25 pg SVLMPI1 und 5,0 ug
IkBao36a jedoch nur noch 20% (Abb. 32). Diese Wirkung von IkBasy/sea, die Inhibition der
Virusreaktivierung durch LMP1 zum groBlen Teil autheben zu konnen, war nicht auf einen

Einfluss von IkBas,/364 auf die Expression von LMP1 zuriickzufiihren (Abb. 33).

Mit dem NF-kB-Weg war somit ein Signaltransduktionsweg gefunden, iiber den LMP1 die

Hemmung des lytischen Zyklus vermittelte.
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Abbildung 33: Kontrolle der LMP1-Expression in Gegenwart und Abwesenheit von IkBo3;/364.

Je 4x10’ EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5,0 pg pNGFR, 0,0 ug oder 5,0 pug
IkBoasps6a und 0,0 pg, 0,25 pg oder 5,0 ng SVLMPI transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden aus den
Transfektionsansitzen die transfizierten Zellen mithilfe der MACS-Methode isoliert. 0,5x10° angereicherte
transfizierte Zellen (E) wurden in 35 ul LMPI1-Extraktionspuffer lysiert. Je 12,5 pl Extrakt wurden in einer
Western Blot-Analyse mit einem anti-LMP1-Antikorper (1:500) untersucht. Zum Nachweis des transfizierten

IkBazp36a wurde der Blot ,,gestrippt® und mit einem anti-IkBo-Antikorper (1:1000) gefarbt.

Zusammenfassend deutete die Analyse der Virusreaktivierung in Gegenwart der LMP1-
Mutanten oder der spezifischen Inhibitoren darauf hin, dass die Aktivierung des NF-kB-
Signaltransduktionsweges durch LMP1 bei der Hemmung des lytischen Zyklus eine
entscheidende Rolle spielt. Im Gegensatz dazu schienen die p38 MAPK- und INK1-Wege fiir

diesen Prozess nicht relevant zu sein.

4.4 Regulation von latenter und lytischer Phase durch LMP2A

44.1 LMP2A hemmt die Aktivierung der BZLF1-Expression durch anti-IgM in der
Zelllinie EREB

Schon bevor LMP1 und CD40 als Regulatoren der Viruslatenz entdeckt worden waren, war
bekannt, dass das virale Protein LMP2A die Induktion des lytischen Zyklus inhibieren kann.
Bei der Untersuchung von LCLs, die mit rekombinanten Viren transformiert worden waren,
war entdeckt worden, dass das virale Protein LMP2A mit der Aktivierung des B-Zell-

Rezeptors interferiert und auf diese Weise die Virusreaktivierung durch anti-Immunglobulin-
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Antikorper blockiert (Miller et al., 1993 und 1994). Diese Eigenschaft von LMP2A sollte in

dem in dieser Arbeit verwendeten Zellsystem {iberpriift werden.

Hierzu wurden Experimente durchgefiihrt, in denen der Einfluss von LMP1 und LMP2A auf
die Induktion des lytischen Zyklus durch anti-IgM in Ostrogen-entzogenen EREB2-1-Zellen
verglichen wurde. Es zeigte sich, dass durch die Transfektion von 5 ug SVLMP2A die
anti-IgM-induzierte VCA-Expression in der Tat gehemmt werden konnte, wenn auch nicht so
stark wie durch 5 pg SVLMP1 (Abb. 34). Der bereits bekannte Effekt von LMP2A, die
Stimulation des lytischen Zyklus durch anti-IgM zu inhibieren, konnte also auch fiir das in der

vorliegenden Arbeit verwendete EREB-System bestdtigt werden.
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Abbildung 34: Einfluss von LMP2A auf die anti-IgM-induzierte VCA-Expression.

Je 2x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 pg pEGFP-C1, 5 pg pHEBop5, SVLMP1
oder SVLMP2A transfiziert. 48 h spiter wurden die Zellen jedes Ansatzes in jeweils drei unbehandelte oder mit
anti-IgM beschichtete Locher einer Sechs-Loch-Platte gegeben. Nach weiteren 48 h wurden die Zellen
intrazelluldr mit einem anti-VCA-Antikorper (1:1000) und mit einem sekundéren, PE-markierten Antikoérper
gefarbt. In der FACS-Analyse wurden 10000 GFP-positive Zellen auf ihre PE-Fluoreszenz untersucht. Der in
mit pHEBop5 transfizierten Zellen durch die anti-IgM-Stimulation erreichte Anteil VCA-exprimierender Zellen
wurde auf 100% gesetzt, worauf die in den iibrigen Ansdtzen erhaltenen Werte bezogen wurden. Gezeigt sind
Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten. Signifikante Werte gegeniiber

pHEBop5 mit p<0,05 nach dem Student’schen t-Test sind mit ,,** gekennzeichnet.



Ergebnisse 84

4.4.2 LMP2A aktiviert die BZLF1-Expression in unstimulierten EREB-Zellen

Neben der Féahigkeit, mit der Stimulation des B-Zell-Rezeptors zu interferieren und somit die
Induktion des lytischen Zyklus durch anti-Immunglobulin-Antikdrper zu hemmen, ist von
LMP2A auch bekannt, dass es selbst die Freisetzung von Calcium induzieren und Signale des
B-Zell-Rezeptors partiell substituieren kann (Alber et al., 1993; Beaufils et al., 1993;
Caldwell et al., 1998). Aufgrund dieser Ahnlichkeit von LMP2A mit dem B-Zell-Rezeptor
schien es moglich zu sein, dass LMP2A in unstimulierten Zellen ein B-Zell-Rezeptor-Signal
nachahmen konnte, das heil3t selbst eine Reaktivierung von EBV induzieren konnte. Deshalb
sollte nun untersucht werden, ob der Zustand der Latenz in nicht stimulierten, Ostrogen-

entzogenen EREB- Zellen durch LMP2A beeinflusst werden kann.

Dazu wurde zunichst die Aktivitit des BZLF1-Promotors in Ostrogen-entzogenen EREB2-5-
Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von LMP2A analysiert. Wie in Abbildung 35 zu sehen
ist, konnte die Aktivitdt des Zp/luc-Konstrukts in EREB2-5-Zellen durch 5 pg SVLMP2A

stark aktiviert werden.
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Abbildung 35: Aktivierung des BZLF1-Promotors durch LMP2A und anti-IgM.

Je 1x10" EREB2-5-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 10 pg Zp/luc und 5 pg pHEBop5 oder
SVLMP2A transfiziert. Nach 24 h wurde 1/3 des pHEBop5-Ansatzes mit anti-IgM stimuliert. Weitere 48 h
spater wurden die Zellen fiir einen Luziferase-Test geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standard-
abweichung der absoluten Luziferase-Aktivititen in relativen Lichteinheit (RLU) aus drei unabhingigen

Experimenten.
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Abbildung 36: Aktivierung der BZLF1-Expression durch LMP2A.

Je 20x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 ug pEGFP-C1 und 5 pg pHEBop5 oder
SVLMP2A transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die tranfizierten, GFP-positiven Zellen durch die
FACS-Methode isoliert, was etwa 6x10° aufgereinigte, GFP-positive Zellen pro Ansatz lieferte.

A: Je 0,5x10° dieser Zellen wurden intrazellulir mit einem anti-BZLF1-Antikorper (1:800) und einem
sekundéren, PE-markierten Antikdrper gefarbt und in einer der FACS-Analyse untersucht. Die Diagramme
zeigen die Verteilung von 15000 Zellen hinsichtlich ihrer Zellgrée (FSC) und Granularitidt (SSC) sowie ihrer
GFP- und BZLF1-Expression.
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B: Einige der isolierten Zellen wurden auf einem Objekttriger fixiert, mit einem anti-LMP2A-Antikorper
(unverdiinnt) und einem sekunddren, Cy3-markierten Antikorper fir Immunfluoreszenz-Aufnahmen geférbt.
Gezeigt sind Durchlicht- und Fluoreszenz-Aufnahmen der mit pHEBopS oder SVLMP2A transfizierten Zellen.

Zwei der LMP2A exprimierenden Zellen sind beispielhaft durch eine weille Pfeilspitze markiert.

Anschliefend wurde untersucht, ob LMP2A auch die Proteinexpression von BZLFI
aktivieren kann. Der Anteil BZLF1-exprimierender EREB2-1-Zellen stieg in Abwesenheit
von Ostrogen nach der Transfektion von 5 pg SVLMP2A in der Tat gegeniiber den mit
pHEBopS transfizierten Zellen von 0,6% auf 11,5% an (Abb. 36).

Transfektionsexperimente mit 0,25 bis 5,0 ug SVLMP2A zeigten weiter, dass die Expression
des spiten lytischen Gens VCA ebenfalls durch LMP2A aktiviert werden konnte (Abb. 37).
Im Vergleich zu der Induktion des lytischen Zyklus durch anti-IgM fiel die durch LMP2A

erreichte Induktion der BZLF1- und VCA-Expression allerdings etwas niedriger aus (Abb. 35
und 37).
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Abbildung 37: Aktivierung der BZLF1- und VCA-Expression durch LMP2A und anti-IgM.

Je 8x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5,0 pg pNGFR und 0,0 pg, 0,25 pg, 1,0 pg,
2,5 ng oder 5,0 pg SVLMP2A transfiziert. 48 h spéter wurden aus den Transfektionsansitzen die transfizierten
Zellen mithilfe der MACS-Methode isoliert. Je 0,5x10° angereicherte transfizierte Zellen (E) wurden in Sechs-
Loch-Platten gegeben und weitere 24 h inkubiert. AuBerdem wurden je 0,5x10° angereicherte Zellen des
SVLMP2A-freien Ansatzes fiir 24 h (BZLF1-Nachweis) bzw. 48 h (VCA-Nachweis) in zwei mit anti-IgM
beschichtete Locher gegeben. Danach wurden alle Zellen in 40 pul Gesamtzell-Extraktionspuffer lysiert. Gleiche
Proteinmengen wurden in einer Western Blot-Analyse mit einem anti-BZLF1-Antikérper (1:2000) oder einem
anti-EA-Antikoérper (1:100) untersucht. Zur Ladekontrolle wurde der Blot ,,gestrippt™ und mit einem anti-Aktin-
Antikorper (1:400) gefarbt.
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4.43 LMP2A aktiviert die BZLF1-Expression in unstimulierten Akata- und P3HR1-
Zellen

Um einen zellspezifischen, auf EREB-Zellen beschrinkten Effekt von LMP2A auszu-
schlieBen, wurden auch die Burkitt-Lymphom-Zelllinien Akata und P3HR1 transient mit
SVLMP2A transfiziert und die Expression von BZLF1 untersucht. Akata gehort zu den Typ I-
BL-Zelllinien, die kein EBNA2 und LMP1 exprimieren (Rowe et al., 1987). Bei P3HR1
handelt es sich um eine BL-Zelllinie mit einem defekten EBNA2, in der das EBNA2-
abhingige Gen LMP1 ebenfalls nicht exprimiert wird (Murray ef al., 1988). Im Gegensatz zu
EREB-Zellen, die in Abwesenheit von Ostrogen kein funktionales EBNA2 und kein LMP1

exprimieren und im Zellzyklus arretieren, proliferieren diese beiden BL-Linien.

Es stellte sich heraus, dass in beiden Zelllinien Akata und P3HR1 die Transfektion von
SVLMP2A ebenfalls zu einer Aktivierung der BZLF1-Expression fiihrte (Abb. 38 und 39).
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Abbildung 38: Aktivierung der BZLF1-Expression durch LMP2A in Akata-Zellen.

Je 1x107 Akata-Zellen wurden mit 5,0 pg pEGFP-C1 und 0,0, 0,25, 1,0, 2,5 oder 5,0 pg SVLMP2A transfiziert.
48 h nach der Transfektion wurde die Hélfte der Zellen des SVLMP2A-freien Ansatzes mit auf die Platte
geschichtetem anti-IgG stimuliert. Weitere 24 h spéter wurden die Zellen intrazelluldr mit einem anti-BZLF1-
Antikorper (1:800) und einem sekundiren, PE-markierten Antikorper gefarbt. In der FACS-Analyse wurden
10000 GFP-positive Zellen auf ihre PE-Fluoreszenz untersucht. Die erhaltenen Daten sind als x-fache
Aktivierung bezogen auf die Anzahl BZLF1-exprimierender Zellen in der mit pHEBopS transfizierten und
unstimulierten Population dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus mindestens drei

unabhéngigen Experimenten.
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Abbildung 39: Aktivierung der BZLF1-Expression durch LMP2A in P3HR1-Zellen.

Je 1x10” P3HR1-Zellen wurden mit 5,0 pg pPEGFP-C1 und 0,0, 0,25, 1,0, 2,5 oder 5,0 ug SVLMP2A transfiziert.
72 h nach der Transfektion wurden die Zellen intrazelluldr mit einem anti-BZLF1-Antikdrper (1:800) und einem
sekunddren, PE-markierten Antikorper gefarbt. In der FACS-Analyse wurden 10000 GFP-positive Zellen auf
ihre PE-Fluoreszenz untersucht. Die erhaltenen Daten sind als x-fache Aktivierung bezogen auf die Anzahl

BZLF1-exprimierender Zellen in der mit pHEBop5 transfizierten und unstimulierten Population dargestellt.

Es konnte also ausgeschlossen werden, dass der Induktion des lytischen Zyklus durch
LMP2A, einer Eigenschaft, die LMP2A mit dem B-Zell-Rezeptor teilt, ein zellspezifischer
Effekt zugrunde lag.

4.44 Die Induktion der BZLF1-Expression durch LMP2A und den aktivierten
B-Zell-Rezeptor ist abhingig von ERK1/2

Es wurde gezeigt, dass neben dem bereits bekannten Stimulus der anti-Immunglobulin-
Antikorper auch LMP2A die Expression des BZLF1-Proteins und damit den Eintritt in den
lytischen Zyklus induzieren kann. Ein wichtiger Signaltransduktionsweg, der bei der
Aktivierung des B-Zell-Rezeptors durch anti-Immunglobulin-Antikérper angeschalten wird,
ist der ERK1/2 (extrazelluldres Signal-regulierte Kinase 1/2, p44/42 MAPK)-Weg, der unter
anderem zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren c-myc und Elk-1 fiihrt (Sutherland et al.,

1996).

Um zu testen, ob LMP2A und der aktivierte B-Zell-Rezeptor die Reaktivierung von EBV
nach einem &hnlichen Mechanismus erreichen, wurden Ostrogen-entzogene EREB2-1-Zellen

in Gegenwart und Abwesenheit eines chemischen Inhibitors der ERK1/2 phosphorylierenden
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Kinasen MEK1/2 (PD98059) mit SVLMP2A transfiziert oder mit anti-IgM behandelt
(Abb. 40).
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Abbildung 40: PD98059 hemmt die durch LMP2A und anti-IgM induzierte BZLF1-Expression.

Je 2x10" EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5 pg pEGFP-C1 und 5 pg pHEBop5 oder
SVLMP2A transfiziert und mit 50 pM PD98059 versetzt. 48 h spiter wurde die Halfte der Zellen der pHEBopS5-
Transfektion mit anti-IgM stimuliert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit einem anti-BZLF1-Antikérper
(1:800) und einem sekundéren, PE-markierten Antikdrper intrazellular geférbt. In der FACS-Analyse wurde die
BZLF1-Expression von 10000 GFP-positiven Zellen untersucht.

Es stellte sich heraus, dass in Gegenwart des ERKI1/2-Inhibitors PD98059 in einer
Konzentration von 50 uM die Induktion der BZLF1-Expression sowohl durch LMP2A als
auch durch anti-IgM nahezu vollstindig blockiert ist. 50 uM PD98059 hatten keinen Einfluss
auf die basale BZLF1-Expression in EREB2-1-Zellen in Abwesenheit von Ostrogen.
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4.4.5 Die Induktion der BZLF1-Expression durch LMP2A und den aktivierten
B-Zell-Rezeptor wird von LMP1 gehemmt

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass LMP1 die Fahigkeit besitzt, den durch TPA
und anti-Immunglobulin-Antikérper induzierten lytischen Zyklus zu blockieren. Es stellte
sich nun die Frage, ob LMP1 auch die durch LMP2A aktivierte BZLF1-Expression hemmen

kann.

Um dies herauszufinden, wurden EREB2-1 Zellen, denen Ostrogen aus dem Medium
entzogen worden war, mit SVLMP2A und SVLMPI kotransfiziert und die BZLF1-
Expression untersucht (Abb. 41).
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Abbildung 41: LMP1 hemmt die durch LMP2A und anti-IgM induzierte BZLF1-Expression.

Je 1x10” EREB2-1-Zellen wurden direkt nach Ostrogen-Entzug mit 5,0 pg pEGFP-C1, 0,25 pg pHEBop5 oder
SVLMP2A und 0,0 oder 0,25 pg SVLMP1 transfiziert. 48 h spéter wurde die Hilfte der Zellen der pHEBop5-
Transfektionen mit anti-IgM stimuliert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit einem anti-BZLF1-
Antikorper (1:800) und einem sekunddren, PE-markierten Antikorper gefarbt. In der FACS-Analyse wurden
10000 GFP-positive Zellen auf ihre PE-Fluoreszenz untersucht.
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0,25 pg SVLMP1 hatten keinen Einfluss auf den Anteil BZLF1-exprimierender Zellen in der
transfizierten Zellpopulation, 0,25 pg SVLMP2A hingegen fiihrten zu einer Erhohung der
Zahl BZLFI1-exprimierender Zellen von 1,2% auf 6,6%. Durch die Kotransfektion von
0,25 ng SVLMP1 konnte dieser Anteil um mehr als 50% auf 3,0% gesenkt werden. Die
Induktion der BZLFI-Expression durch anti-IgM konnte im gleichen Experiment durch
LMP1 von 42,7% auf 22,7% gehemmt werden.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass LMP2A wie anti-Immunglobulin-
Antikorper in mehreren Zelllinien den lytischen Zyklus induzieren konnte, dass die
Virusreaktivierung durch LMP2A wie die durch die Aktivierung des B-Zell-Rezeptors {iber
den ERK1/2-Signalweg lduft, und dass diese Reaktivierung durch LMP1 gehemmt werden

kann.
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5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie die Latenz von EBV in
humanen B-Lymphozyten reguliert wird. Als in vitro-Modell der invivo latent EBV-
infizierten B-Zellen wurde das Zellkultursystem der EREB-Zellen verwendet. In der Arbeits-
gruppe Bornkamm war entdeckt worden, dass das virale Protein LMP1 und der zelluldre
aktivierte CD40-Rezeptor die Reaktivierung von EBV hemmen koénnen. In meiner Arbeit
sollten die Signaltransduktionswege, die an der Hemmung des lytischen Zyklus durch diese
beiden Faktoren beteiligt sind, charakterisiert werden. Daneben sollte die Rolle von LMP2A,
von dem ebenfalls bekannt war, mit der Virusreaktivierung interferieren zu konnen, bei der

Regulation der Latenz von EBV weiter untersucht werden.

5.1 Hemmung der Reaktivierung von EBV durch LMP1 und aktiviertes
CD40

EBV persistiert in vivo lebenslang latent in ruhenden Memory-B-Zellen (Babcock et al.,
1998; Miyashita et al., 1997). Der Eintritt des Virus in den lytischen Zyklus ist unmittelbar
mit dem Tod der infizierten Zelle verbunden. Um die lebenslange Persistenz in einem nicht
proliferierenden Zelltyp zu sichern, muss zum Erhalt der Population latent infizierter Zellen
also entweder die Reaktivierung des Virus unterdriickt oder ein Gleichgewicht zwischen
Virusproduktion und kontinuierlicher Neuinfektion eingestellt werden. Bei gesunden
Personen konnte bislang in den Zellen des peripheren Bluts keine Reaktivierung festgestellt
werden, weshalb letztere Moglichkeit der Virusproduktion und Neuinfektion eher unwahr-
scheinlich ist (Decker et al., 1996). In den zirkulierenden, latent infizierten B-Zellen des
peripheren Bluts ist die Virusreaktivierung also unterdriickt. Die zur Verbreitung des Virus in
der menschlichen Population notwendige Virusproduktion findet wahrscheinlich aus-

schlieBlich im Lymphgewebe des Oropharynx statt (Tao et al., 1995a und b).

Um herauszufinden, welche viralen oder zelluldren Faktoren an der Unterdriickung der Virus-
reaktivierung in den Zellen des peripheren Bluts beteiligt sind, wurde die Regulation der
EBV-Reaktivierung mithilfe des EREB-Systems untersucht. Abhingig von Ostrogen besitzen
EREB-Zellen ein funktionales EBNA2, exprimieren EBNA2-abhéngige virale und zelluldre
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Genprodukte und proliferieren. In Abwesenheit von Ostrogen verlieren EREB-Zellen das
funktionale EBNA2 und folglich auch den Phianotyp von LCLs. Sie nehmen einen Phanotyp
an, der eher den in vivo latent infizierten, ruhenden B-Zellen vergleichbar ist. Es stellte sich
heraus, dass eine Induktion des lytischen Zyklus durch TPA und anti-Immunglobulin-
Antikorper in EREB-Zellen nur in Abwesenheit von Ostrogen moglich ist, und dass diese
Hemmung der Reaktivierung in Gegenwart von Ostrogen auf das EBNA2-Zielgen LMP1
zuriickzufiihren ist. Auerdem wurde entdeckt, dass auch der zellulire CD40-Rezeptor, dem
LMP1 sehr #hnlich ist, in Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen sowie in den Typ I-BL-
Zelllinien Akata, Elijah und Mutu I die Induktion des lytischen Zyklus ebenfalls hemmen
kann (Adler et al., 2002).

Ausgehend von dieser Beobachtung begann die vorliegende Arbeit damit, den Schritt in der
lytischen Expressionskaskade zu suchen, mit dem LMP1 und aktiviertes CD40 interferieren.
Als Indikator fiir eine Virusreaktivierung war in den oben beschriebenen Versuchen die
Produktion des viralen Kapsidproteins VCA, eines spéten Proteins des lytischen Zyklus,
gemessen worden. Mittels Northern Blot- und BZLF1-Promotorstudien konnte gezeigt
werden, dass LMP1 und aktiviertes CD40 die Induktion des lytischen Zyklus auf der Ebene
der Transkription des BZLF1-Gens, einem unmittelbar frithen Gen des lytischen Zyklus,
hemmen (Abb. 10 und 11).

Die FACS-Analyse der BZLF1-Expression von EREB-Zellen, die nach Entzug von Ostrogen
und transienter Transfektion von LMP1 mit anti-IgM stimuliert worden waren, zeigte, dass
die Anzahl BZLF1 exprimierender Zellen, nicht aber die BZLF1-Expression in der einzelnen
betroffenen Zelle, von der Menge an eingesetztem LMP1 und von der verwendeten LMP1-
Mutation abhing. Abnehmende Mengen an transfiziertem LMPI-Plasmid sowie die
verschiedenen LMP1-Mutationen fiithrten im Vergleich zur Transfektion von 5 pg LMPI-
Wildtyp zu einem Anstieg der Zahl BZLF1 exprimierender Zellen nach anti-IgM-Stimulation
(Abb. 23 und 41). Ebenso stieg bei einer Abnahme des stochiometrischen Verhiltnisses von
CDA40L exprimierenden Zellen zu EREB-Zellen die Anzahl der nach TPA-Stimulation VCA-
exprimierenden EREB-Zellen, wobei aber die Hohe der VCA-Expression in den einzelnen
betroffenen Zellen unverdndert blieb (Abb.9). Zu einer Hemmung des lytischen Zyklus
kommt es also wahrscheinlich nur, wenn die Zelle ein ausreichend starkes LMP1-Signal oder
ein CD40-Signal erhidlt, um die Aktivierung der BZLF1-Expression unterdriicken zu kdnnen

(alles-oder-nichts-Reaktion). Die Wahrscheinlichkeit, ein LMP1-Signal in der erforderlichen
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Stiarke zu erhalten, sinkt mit abnehmender Menge an transfiziertem LMP1-Plasmid und mit
der Bedeutung der eingefiihrten Mutation im LMP1-Molekiil. Desgleichen nimmt auch mit
sinkender Anzahl kokultivierter CD40L-Zellen die Zahl der EREB-Zellen ab, die ein CD40-
Signal erhalten, und damit die Anzahl der Zellen, in denen die Aktivierung der BZLF1-

Expression inhibiert wird.

Bei BZLF1 handelt sich um ein unmittelbar frithes Gen des lytischen Zyklus, dessen
Expression notwendig und ausreichend ist, die Virusreaktivierung in infizierten Zellen
einzuleiten (Chevallier-Greco et al., 1986; Countryman und Miller, 1985; Takada et al.,
1986). Nach Erreichen einer Schwellenkonzentration des BZLF1-Proteins verstirkt sich die
BZLF1-Expression in einer positiven Riickkopplungsschleife selbst und leitet im Anschluss
daran die sequentielle Aktivierung der etwa 100 Gene des lytischen Zyklus ein (Flemington
und Speck, 1990a). LMP1 und aktiviertes CD40 sind durch die Hemmung der BZLF1-
Transkription in der Lage, die Reaktivierung von EBV bereits in ihrer Anfangsphase zu unter-
binden. Dabei konnte entscheidend sein, dass die Konzentration des BZLF1-Proteins eine
bestimmte Schwelle nicht liberschreitet. Es ist vorstellbar, dass wenn es LMP1 und CD40
nicht gelingt, die Expression von BZLF1 ausreichend zu unterdriicken, um sie unter der
kritischen Konzentration zu halten, trotz LMP1- oder CD40-Signals eine Einleitung des
lytischen Zyklus erfolgt (alles-oder-nichts-Reaktion). Mit steigender Menge an transfiziertem
LMP1 sowie mit steigender Anzahl kokultivierter CD40L-Zellen wiére der Eintritt in den

lytischen Zyklus in einer zunehmenden Zellzahl inhibiert.

Invivo konnte die Hemmung der BZLF1-Expression durch LMP1 und aktiviertes CD40
folgende Bedeutung fiir die Regulation der Latenz von EBV besitzen: Nach der Primar-
infektion exprimieren die infizierten B-Zellen zunichst wie LCLs die Gene des Wachstums-
programms, darunter auch LMP1. Dadurch wére die Virusreaktivierung in diesen Zellen
unterdriickt. Ohne eine solche Inhibition der Reaktivierung in einem Teil der infizierten
Zellen konnte keine latente Infektion etabliert werden. Im anschlieBenden Differenzierungs-
prozess erreicht ein Teil der infizierten Zellen den Phénotyp ruhender Memory-B-Zellen, in
denen bis auf LMP2A, dessen mRNA-Transkript in einigen, aber nicht allen Studien
nachgewiesen werden konnte, kein virales Gen exprimiert wird (Babcock et al., 1998 und
1999; Miyashita et al., 1997; Qu und Rowe, 1992; Tierney et al., 1994). Eine Virus-
reaktivierung aus diesen Zellen durch Bindung von Antigen an den B-Zell-Rezeptor konnte

durch eine Interaktion des CD40-Rezeptors der B-Zelle mit dem CD40-Liganden auf einer
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kostimulatorischen T-Zelle inhibiert werden. Ein dhnlicher Effekt von CD40 konnte kiirzlich
in vivo beobachtet werden: Die Reaktivierung des latenten murinen y-Herpesvirus MHV-68,
dem EBV in seiner Biologie sehr &hnlich ist, konnte durch CD40-Stimulation ebenfalls
inhibiert werden (Sarawar et al., 2001). Die Beteiligung von CD40 bei der Kontrolle der
Latenz von EBV konnte zudem das Risiko fiir EBV-assozierte Erkrankungen wie das Burkitt-
Lymphom und die lymphoproliferative Erkrankung PTLD weiter erkldaren. Bei einem
defizienten Immunsystem, wie es durch kiinstliche Immunsuppression bei Transplantations-
patienten und krankheitsbedingt bei AIDS- und Malaria-Patienten auftritt, ist zum einen die
zytotoxische T-Zell-Antwort (CTL) auf Antigene des lytischen Zyklus nach einer spontanen
oder Antigen-induzierten Reaktivierung von EBV beeintrichtigt. Zum andern gibt es unter
diesen Bedingungen keine T-Zell-Hilfe, die tiber die Expression des CD40-Liganden den
CD40-Rezeptor der B-Zelle aktiviert und in EBV-infizierten Memory-B-Zellen die Induktion
des lytischen Zyklus durch Antigen unterdriickt. Bei dem Ausbleiben der Kontrolle von
spontaner und Antigen-induzierter Reaktivierung durch diesen doppelten Sicherheits-
mechanismus von CTL und CD40-vermittelter T-Zell-Hilfe kann es zur viralen Replikation
und zu einer erhohten Anzahl EBV-infizierter Zellen im Blut kommen. Dies konnte bei
immunsupprimierten Transplantationspatienten und bei Patienten mit akuter Malaria
tatsdchlich beobachtet werden (Babcock et al., 1999; Lam et al., 1991). Damit konnte das
Risiko fiir die Patienten, eine der EBV-assoziierten Erkrankungen wie BL oder PTLD zu
entwickeln, steigen (Gaidano und Dalla-Favera, 1995; Magrath, 1990; Nalesnik und Starzl,
1994).

5.2 Hemmung der BZLF1-Expression durch LMP1

Der BZLFI1-Promotor ist gut charakterisiert. Er enthdlt sowohl positive als auch negative
Elemente, die fiir die Regulation der Promotoraktivitit entscheidend sind. Im unstimulierten
Zustand der Zellen sorgen die negativen Elemente dafiir, dass das BZLF1-Gen nicht
transkribiert und die Latenz aufrechterhalten wird. Induktoren des lytischen Zyklus wie TPA
und anti-Immunglobulin-Antikérper aktivieren iiber die positiven Elemente den BZLF1-
Promotor und damit die Virusproduktion. Fiir die Aktivierung des BZLF1-Promotors wurde
ein zwei-Schritt-Modell postuliert: TPA und anti-Immunglobulin-Antikérper fiihren zur
Aktivierung der ZI- und ZII-Elemente des BZLF1-Promotors. Ubersteigt die Menge des

darauthin exprimierten BZLF1-Proteins eine kritische Konzentration, kommt es {iber die
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BZLF1-Protein-responsiven ZIII-Elemente des Promotors zu einer starken Aktivierung der
BZLF1-Expression, was dann unwiderruflich den lytischen Zyklus einleitet (siche auch

Abb. 4).

Um herauszufinden, mit welchem der beschriebenen Schritte der Aktivierung des BZLF1-
Promotors LMP1 interferiert, wurden BZLF1-Promotorstudien in EBV-negativen Zelllinien
durchgefiihrt, in denen die Promotorstimulation durch TPA und BZLF1 unabhéngig
voneinander betrachtet werden konnte. Hierzu wurden die Zelllinie Ramos, eine EBV-
negative BL-Zelllinie und ein Modellsystem fiir die Untersuchung des BZLF1-Promotors,
sowie die Zelllinie 293, eine EBV-negative Epithelzelllinie und ein Modellsystem fiir Unter-
suchungen der Signaltransduktion von LMPI, eingesetzt. Im Gegensatz zu zwar sehr
heterogenen publizierten Daten war in Ramos-Zellen keine Stimulation des Promotors mit
TPA und anti-IgM moglich, sondern nur durch die Kotransfektion eines BZLF1-Expressions-
plasmids. In 293-Zellen konnte der BZLF1-Promotor sowohl durch TPA als auch durch das
BZLF1-Protein induziert werden. LMP1 konnte die Promotoraktivierung durch BZLF1
sowohl in Ramos als auch in 293 auf mindestens 50% hemmen, die Restaktivitit des
Promotors lag aber immer noch deutlich tiber der basalen Aktivitit. Die gegeniiber der
Induktion durch BZLF1 deutlich niedrigere TPA-Induktion des BZLF1-Promotors, die in
293-Zellen beobachtet wurde, konnte durch LMP1 ebenfalls inhibiert werden, und zwar um

etwa 70% und damit zuriick auf die basale Aktivitit (Abb. 13 und 14).

Die in 293-Zellen erhaltenen Daten sprechen dafiir, dass LMP1 den ersten Schritt der
Aktivierung des BZLF1-Promotors durch exogene Faktoren inhibieren kann. Nach gleichen
Ergebnissen in Ramos und 293 kann auflerdem davon ausgegangen werden, dass LMP1 in der
Lage ist, den zweiten Schritt der BZLF 1-Promotoraktivierung, den autoregulatorischen Riick-
kopplungsmechanismus, zu hemmen. Dies deckt sich mit hier nicht gezeigten Daten, dass
LMP1 die BZLFIl-induzierte VCA-Expression in Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen

inhibieren kann.

Welcher der beiden Hemmeffekte in vivo entscheidend ist, kann nicht gesagt werden.
Moglicherweise ist der Einfluss von LMP1 auf die initiale Aktivierung des BZLF1-Promotors
durch exogene Faktoren bereits ausreichend, die Reaktivierung von EBV zu unterbinden. Die
Wirkung von LMP1 auf den zweiten Schritt der Aktivierung des BZLF1-Promotors wiirde

dann nur einen zusitzlichen Sicherheitsmechanismus darstellen.
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53 Signaltransduktionswege von LMPI1, die fiir die Hemmung der

BZLF1-Expresssion verantwortlich sind

Um den/die LMP1-abhédngigen Signaltransduktionsweg(e) aufzukldren, die die hemmende
Wirkung von LMPI1 auf die Virusreaktivierung vermitteln, wurden zwei verschiedene
Systeme verwendet. Zum einen wurde der Effekt spezifischer LMP1-Mutanten auf die
Aktivierung des kiinstlichen BZLFI1-Promotor/Luziferase-Konstrukts (Zp/luc) durch ein
transfiziertes BZLF1-Expressionsplasmid in den EBV-negativen Ramos-Zellen untersucht.
Zum andern wurde in transienten und stabilen Transfektionsversuchen analysiert, welche
Wirkung die gleichen LMP1-Mutanten und spezifische Inhibitoren von LMP1-induzierten
Signalwegen auf die durch anti-IgM induzierte Expression der endogenen BZLF1- und VCA-
Proteine in EBV-positiven EREB-Zellen haben.

Die BZLF1-Promotorstudien in Ramos-Zellen zeigten, dass bis auf die LMP1-AC-Mutante
alle eingesetzten Mutanten die Aktivierung des BZLF1-Promotors durch das BZLF1-Protein,
also den zweiten Schritt im Aktivierungsmodell, gleich stark hemmen konnten (Abb. 16).
Dies konnte nicht auf eine unspezifische Hemmung aufgrund zytostatischer Effekte dieser
Mutanten zuriickgefiihrt werden, da die LMPI1-Mutante LMP1-AC, die nur aus dem
N-Terminus und der Transmembrandoméne von LMP1 besteht (AS 1-193) und ausreicht, den
zytostatischen Effekt von LMP1 zu vermitteln (Kaykas und Sugden, 2000), keine Hemmung
zeigte. In dem System der proliferierenden und EBV-negativen Ramos-Zellen war also die
Hemmung des durch exogenes BZLF1-Protein induzierten, artifiziellen BZLF1-Promotors
durch LMP1 abhingig von der C-terminalen Doméne, aber unabhéngig von den bisher am

besten charakterisierten Signaltransduktionsdoménen von LMP1, CTAR1 und CTAR2.

Transiente Transfektionsversuche in Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen mit 0,25 pgund 5 pg
der LMP1-Konstrukte und die Auswertung der Expression des endogenen BZLF1-Proteins in
FACS-Analysen einen Tag nach der Induktion des lytischen Zyklus mit anti-IgM zeigten
deutliche Unterschiede in der Hemmung des lytischen Zyklus durch die verschiedenen LMP1-
Konstrukte. Wéhrend die eingesetzte LMP1-Doppelmutante LMP1-PQT>AAA/Y384G, die
Punktmutationen in den Regionen CTAR1 und CTAR2 trug, wie die LMP1-AC-Mutante
keine Hemmwirkung zeigte, konnten die beiden Einzelmutanten mit einer Punktmutation
entweder in CTARI1 oder in CTAR2 den lytischen Zyklus noch etwas blockieren, aber nicht
mehr so gut wie LMP1-Wildtyp (Abb. 25 und 26). Beim Einsatz von 0,25 ng Plasmid zeigte
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LMPI1-PQT>AAA ecine etwas stirkere Resthemmung als LMP1-Y384G; bei der Transfektion
von 5 pug Plasmid hingegen war der gegeniiber LMP1 verbliebene Hemmeffekt bei beiden

Einzelmutanten gleich.

Neben den transienten Transfektionsversuchen wurden stabil transfizierte EREB-Linien
hergestellt, um die Induzierbarkeit des lytischen Zyklus auch in konstitutiv die LMP1-
Konstrukte exprimierenden Zellen zu messen. Nach der aufwendigen Etablierungsphase der
stabilen Klone wurden unter den heranwachsenden 67 hygromycinresistenten Klonen leider
nur finf Klone gefunden, die stabil eines der LMP1-Konstrukte LMP1-PQT>AAA oder
LMP1-Y384G exprimierten (Abb. 28A) und vergleichbare Expressionsstirken von IgM auf
der Oberfliche zeigten (Tab. 1). Ubereinstimmend mit den transienten Versuchen war in
Zellklonen, die konstitutiv die Mutante LMP1-PQT>AAA exprimierten, die hemmende
Wirkung von LMP1 um etwa die Hélfte aufgehoben. Im Gegensatz zu den transienten
Experimenten zeigten hingegen Zellklone mit einer konstitutiven Expression von LMP1-

Y384G keinen Hemmeftekt mehr (Abb. 29).

Bei einem Vergleich der Expressionsstirken der LMP1-Konstrukte in den transienten und
stabilen Versuchen stellte sich heraus, dass in den stabil transfizierten Zellen die Expressions-
starke niedriger war als in den transient transfizierten Zellen. Eine gegeniiber den stabilen
Zellklonen nur leicht stirkere Expression zeigten die transient mit 0,25 pg Plasmid
transfizierten Zellen. Bei der transienten Transfektion von 5 pg Plasmid hingegen lag die
Expressionsstirke der Konstrukte deutlich tiber der unter den zuvor beschriebenen
Bedingungen erreichten und auch deutlich tiber dem Expressionsniveau von LMP1 in in
Gegenwart von Ostrogen proliferiecrenden EREB-Zellen (Abb.28B). Die Stirke der
hemmenden Wirkung von LMP1 korrespondierte nicht mit diesen Expressionsdaten. Obwohl
die Expression von LMP1 in den stabilen EREB-Zellklonen am niedrigsten war, fand in
diesen Zellen die stirkste Inhibition der Reaktivierung statt. Dies ldsst sich dadurch erkléren,
dass die Zellen der stabilen Klone wahrscheinlich in allen Zellen eine vergleichbare Menge an
LMP1 exprimierten, wihrend die LMPI1-Expression in den transient transfizierten Zellen
deutlich variierte und somit unter diesen Bedingungen vielleicht nicht alle Zellen
ausreichende Mengen an LMP1 exprimierten, um den lytischen Zyklus zu unterdriicken.
Hinzu kommt, dass die transienten und stabilen Versuche in verschiedenen Zellklonen
(EREB2-1 und EREB2-5) durchgefiihrt wurden, was die beobachteten Unterschiede ebenfalls

erkldaren konnte.
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Die erhaltenen Daten deuteten zusammenfassend darauf hin, dass die Bedeutung der CTAR2-
Region fiir den inhibierenden Effekt von LMP1 mit zunehmender Expressionsstirke leicht
sinkt. Die Mutante LMP1-PQT>AAA in CTARI1 sowie die Doppelmutante LMPI1-
PQT>AAA/Y384G zeigten unabhéngig von der Expressionsstirke immer etwa den gleichen
Effekt relativ zu LMPI1, ndmlich einen Riickgang der Hemmung um etwa 50% durch die
PQT>AAA-Mutation bzw. eine vollstindige Aufthebung der Wirkung von LMP1 durch die
Doppelmutation. Die Hemmung der anti-IgM-induzierten Virusreaktivierung durch LMP1 in
EREB-Zellen wird also allein durch die CTARI- und CTAR2-Regionen von LMPI
vermittelt. Dabei iibernimmt CTAR2 gegeniiber CTARI1 vor allem bei niedrigeren
Konzentrationen, das hei3t niedrigeren Aktivierungskapazititen, eventuell eine grof3ere Rolle,
was auf die hohere NF-kB-Aktivierungsfahigkeit und auf die JNKI1-Aktivierungsfahigkeit
von CTAR?2 zuriickgefiihrt werden konnte.

Zu einer weiteren Unterscheidung der von CTARI und CTAR2 vermittelten Signalwege
NF-kB, p38 MAPK und JNK1 wurden spezifische Inhibitoren dieser Signalwege untersucht.
Als Inhibitoren fanden IkBosysea fiir NF-kB, dnMKK6 und SB203580 fiir p38 MAPK und
dnSEK1 fiir JNK1 Verwendung. Die Hemmung der durch anti-IgM stimulierten BZLF1-
Expression durch 0,25 pg transient transfiziertes LMP1 wurde abhingig von der Gegenwart
dieser Inhibitoren untersucht. Es zeigte sich, dass auBer IkBasy;z6a keiner der spezifischen
Inhibitoren die Hemmung der Virusreaktivierung durch LMP1 beeintrachtigen konnte
(Abb. 30 bis 32). IkBaas6a konnte den hemmenden Effekt von LMP1 zu einem signifikanten
Teil autheben. Dass es zu keiner vollstindigen Authebung der Wirkung von LMP1 kam, lag
in Anbetracht der Ergebnisse der LMP1-Mutanten, die eine zusitzliche Beteiligung anderer
Regionen von LMP1 ausschlossen, wahrscheinlich an einer verbliebenen Restaktivitit von

NF-kB bei der eingesetzten Konzentration von IkBot3o/36a.

Zusammengefasst ergaben die Versuche in der Zelllinie EREB, dass die Hemmung der Virus-
reaktivierung durch LMP1 vor allem iiber den von LMPI aktivierten NF-kB-Signal-

transduktionsweg vermittelt wird.

Nach den Ergebnissen der Untersuchungen der EREB-Zellen muss davon ausgegangen
werden, dass das EBV-negative B-Zell-System der Ramos-Zellen mit dem exogenen BZLF1-
Promotor und dem exogenen BZLFI1-Protein nicht die Situation in vivo widerspiegelte. In

Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen stellte sich der hemmende Effekt von LMP1 auf den
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durch anti-IgM induzierten lytischen Zyklus als NF-kB-abhéngig heraus. Dabei konnte keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob LMP1 nur einen der beiden oder beide Aktivierungs-
schritte des BZLF1-Promotors hemmt. Eine von CTAR1 und CTAR2 abhédngige Hemmung
eines der beiden Schritte und eine davon unabhéngige Hemmung des anderen Schrittes konnte
in EREB-Zellen allerdings ausgeschlossen werden. Eine NF-kB-unabhingige Hemmung
eines der beiden Schritte der Promotoraktivierung miisste auch bei der LMP1-Doppelmutante
LMPI1-PQT>AAA/Y384G sichtbar werden. Diese zeigte jedoch einen vollstdndigen Verlust
der inhibierenden Wirkung von LMPI1. Die in Ramos-Zellen beobachtete CTARI1- und
CTAR2-unabhédngige Hemmung der Aktivierung des BZLF1-Promotors durch das BZLF1-
Protein konnte in EREB-Zellen also nicht bestétigt werden. Diese Diskrepanz des EREB-
Systems mit dem Ramos-System konnte an der Verwendung von exogenem BZLF1-Protein
und an der Verwendung des exogenen BZLFI1-Promotors liegen, von dem bereits gezeigt
wurde, dass er sich anders verhélt als der endogene BZLF1-Promotor (Flemington und Speck,
1990a; Kolman et al., 1996; Le Roux et al., 1996). Daneben befinden sich proliferierende
Ramos-Zellen wahrscheinlich durch ihre hohe NF-kB-Aktivitit in einem Zustand, der nicht
mit der Situation in Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen und mit der Situation der in vivo
latent EBV-infizierten B-Zellen, die eine eher niedrige NF-kB-Aktivitdt besitzen, vergleich-

bar ist.

Die Untersuchung des Einflusses von LMP1 auf die BZLF1-Promotoraktivierung in 293-
Zellen hatte ergeben, dass LMP1 mit beiden Ebenen der Aktivierung interferieren kann,
sowohl mit dem ersten Schritt der initialen Aktivierung durch exogene Faktoren als auch mit
dem zweiten Schritt der Aktivierung durch das BZLF1-Protein selbst, wobei auch hier der
exogene BZLF1-Promotor und das exogene BZLF1-Protein verwendet wurden. Auf welchem
Mechanismus die NF-kB-abhdngige Hemmung des ersten Aktivierungsschrittes beruht, kann
nicht erklart werden. Eventuell bindet NF-kB an den BZLF1-Promotor oder es fingt an der
Promotoraktivierung beteiligte Faktoren ab, so dass es mit der initialen Aktivierung des
BZLF1-Promotors interferieren wiirde. Bisher ist allerdings keine Bindestelle fiir NF-xB im
BZLF1-Promotor beschrieben. Die durch NF-kB vermittelte hemmende Wirkung von LMP1
auf den zweiten Schritt der Aktivierung des BZLF1-Promotors kdnnte durch eine Wechsel-
wirkung von NF-kB mit BZLF1 erklart werden. Gutsch et al. (1994) konnten in transienten
Transfektionsversuchen und anschlieBenden Immunprézipitationen zeigen, dass die p65-
Untereinheit von NF-xB direkt mit dem BZLF1-Protein interagieren kann. Auflerdem wurde

in dieser Publikation nachgewiesen, dass die Aktivierung von exogenen Promotoren mit
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ZREs durch exogenes BZLF1 in Gegenwart von kotransfiziertem p65 inhibiert und in Gegen-
wart von kotransfiziertem IkB gesteigert werden kann. LMP1 konnte also iiber die
Aktivierung von NF-xB eine Inaktivierung des BZLF1-Proteins erreichen und damit die
Transkription BZLF1-abhéngiger Promotoren von Genen der lytischen Expressionskaskade
inhibieren, was zu einer Hemmung des lytischen Zyklus fiihren wiirde. Die Hemmung
welcher der beiden Schritte in vivo relevant ist, bleibt offen, da kein geeignetes EBV-
negatives System gefunden werden konnte, um die beiden Aktivierungsschritte unabhéngig

voneinander betrachten zu konnen.

Die Kenntnis des Signalweges, durch dessen Aktivierung LMP1 und aktiviertes CD40 die
Induktion des lytischen Zyklus hemmen kdnnen, konnte fiir die klinische Behandlung von
EBV-Erkrankungen von Bedeutung sein. Bei immunsupprimierten Patienten stellt die
unkontrollierte Reaktivierung von EBV und die damit verbundene Entwicklung lebens-
bedrohlicher Lymphome ein groBBes Problem dar. Durch den Einsatz von Inhibitoren des
lytischen Zyklus konnte die Reaktivierung von EBV und damit die unkontrollierte
Proliferation neuinfizierter B-Zellen verhindert werden. Dabei wére der Einsatz eines
Medikaments, das spezifisch den Effekt von LMP1 und CD40 nachahmen wiirde, denkbar.
Auf der anderen Seite wird im Fall EBV-positiver Tumoren ein Therapieansatz diskutiert, bei
dem man durch eine gezielte Reaktivierung von EBV den Tumor beseitigen konnte. In vielen
EBV-assoziierten Tumoren wie dem Hodgkin-Lymphom oder dem Nasopharynx-Karzinom
wird neben anderen viralen Proteinen auch LMP1 exprimiert (Latenz II-Genexpressions-
muster), was zur Unterdriickung der Virusreaktivierung fiihrt. Wiirde in allen infizierten
Zellen des Tumors der lytische Zyklus ausgeldst, kime es zur Lyse der infizierten trans-
formierten Zellen und damit zu einem Verschwinden des transformierten Tumorgewebes. In
dieser Situation kdmen als Behandlung Inhibitoren der Signalwege in Frage, die eine
Hemmung der Virusreaktivierung vermitteln. Die Kenntnis des fiir die Unterdriickung der
Reaktivierung entscheidenden Signaltransduktionswegs von LMP1 wire fiir beide Therapie-

ansitze sehr hilfreich.
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5.4 Bedeutung von LMP2A fiir die Regulation der Latenz von EBV

Bereits bevor die Bedeutung von LMP1 und aktiviertem CD40 fiir die Regulation der Latenz
von EBV diskutiert wurde, war bekannt, dass LMP2A in LCLs die Induktion des lytischen
Zyklus durch anti-Immunglobulin-Antikérper hemmen kann (Miller et al., 1994). LMP2A
gelingt dies, indem es mit der Aktivierung des B-Zell-Rezeptors interferiert. Durch seine
konstitutive Wechselwirkung mit PTKs {ibt es einen dominant-negativen Effekt auf PTKSs aus,
die einmal an LMP2A gebunden, nicht mehr fiir die Signaltransduktion des aktivierten
B-Zell-Rezeptors zur Verfiigung stehen (Miller et al., 1995). AuBlerdem resultiert die
Assoziation von LMP2A mit Ubiquitin-Ligasen der Nedd4-Familie in einem Abbau der
gleichzeitig an LMP2A gebundenen PTKs (Ikeda er al., 2000). Zudem blockiert die
Anwesenheit von LMP2A in den , lipid rafts* die antigeninduzierte Translokation des B-Zell-
Rezeptors in diese Bereiche der Plasmamembran (Dykstra ef al., 2001). Neben der Wechsel-
wirkung von LMP2A mit dem aktivierten B-Zell-Rezeptor kann LMP2A in unstimulierten
Zellen auch B-Zell-Rezeptor-dhnliche Signale geben. Es konnte gezeigt werden, dass
oligomerisiertes LMP2A abhidngig von einem funktionalen ITAM die Expression von
Zytokinen und die Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum
induzieren kann (Alber et al., 1993; Beaufils et al., 1993). Daneben fiihrt in transgenen
Maiusen mit einer B-Zell-spezifischen LMP2A-Expression die Expression von LMP2A zu der
Umgehung eines wichtigen Kontrollpunktes der B-Zell-Entwicklung, das heift, LMP2A kann
den B-Zell-Rezeptor ligandenunabhéngig partiell substituieren (Caldwell et al., 1998).

In dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellsystem der EREB-Zellen wurde zunichst
untersucht, ob die Daten, die eine Inhibition des aktivierten B-Zell-Rezeptor-Signals durch
LMP2A zeigten, bestdtigt werden konnen. Bei der transienten Transfektion von LMP2A in
EREB-Zellen in Abwesenheit von Ostrogen war die anti-IgM-induzierte Expression des
spaten lytischen Gens VCA in der Tat reduziert (Abb. 34). Daneben wurde in dieser Arbeit
der Effekt von LMP2A mit dem des durch anti-Immunglobulin-Antikorper aktivierten B-Zell-
Rezeptors verglichen. Es zeigte sich, dass LMP2A nach transienter Transfektion sowohl in
Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen als auch in den BL-Zelllinien Akata und P3HRI1 in
dhnlicher Weise wie anti-Immunglobulin-Antikorper die Reaktivierung von EBV induzieren
kann (Abb. 36 bis 39). Aulerdem wird von beiden, von LMP2A und vom aktivierten B-Zell-
Rezeptor, fiir die Induktion der BZLF1-Expression ein funktionaler ERK1/2-Signalweg
bendtigt (Abb. 40). SchlieBlich wurde gezeigt, dass sowohl die durch LMP2A als auch die
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durch anti-IgM induzierte BZLF1-Expression durch Kotransfektion von 0,25 pg LMP1 auf
die Hailfte gesenkt werden kann (Abb. 41). Die Signale von LMP2A und dem aktivierten

B-Zell-Rezeptor scheinen also iiber die gleichen Signaltransduktionswege zu verlaufen.

LMP2A interferierte einerseits in stimulierten Zellen mit dem durch anti-Immunglobulin-
Antikorper aktivierten B-Zell-Rezeptor, ahmte aber andererseits in unstimulierten Zellen
Signale des aktivierten B-Zell-Rezeptors nach. Dies konnte darauf zuriickgefiihrt werden,
dass LMP2A in der Zelle zwar qualitativ gleiche, aber quantitativ schwéchere Signale auslost
wie der B-Zell-Rezeptor nach Aktivierung. Ein dhnlicher Effekt wurde in T-Zellen fiir die
Aktivierung des Integrin ayfs-Rezeptors, der kostimulatorische Signale fiir den T-Zell-
Rezeptor liefert, beschrieben (Adler et al., 2001). Hier kann in Gegenwart eines T-Zell-
Rezeptor-Signals Osteopontin, ein Ligand des Integrin-Rezeptors, allein zwar die Sekretion
von IL-2 induzieren, in Gegenwart von Vitronektin, eines anderen Liganden des Integrin-
Rezeptors, interferiert es aber mit der stirkeren IL-2-Sekretion, die durch Vitronektin
ausgelost wird. Im Fall der Aktivierung des B-Zell-Rezeptors bedeutet dies, dass dessen
Signale in Anwesenheit des konstitutiv aktiven LMP2A-Proteins abgeschwécht werden, da es
mit LMP2A um die Bindung derselben PTKs konkurrieren muss. Dabei ist der Effekt von
LMP2A konzentrationsabhéngig: Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass LMP2A den durch
anti-Immunglobulin-Antikorper induzierten lytischen Zyklus im Gegensatz zu LCLs in
Akata-Zellen nicht inhibieren kann (Konishi et al., 2001). Im Unterschied zur relativ hohen
Expressionsstirke von LMP2A in LCLs, die alle Gene des Latenz III-Expressionsprogramms
exprimieren, ist die Konzentration von LMP2A in Akata-Zellen, die ein Latenz I-Expressions-
muster zeigen, deutlich niedriger. Die Konzentration von LMP2A muss also eine bestimmte
Hohe iibersteigen, um einen Effekt auf die Stimulierbarkeit des B-Zell-Rezeptors ausiiben zu
konnen. Zudem kann durch LMP2A die Induktion der Virusreaktivierung zwar vermindert,
aber nicht vollstindig gehemmt werden (Abb. 34 und Konishi et al., 2001; Miller et al.,
1994). Dies deckt sich ebenfalls mit den oben beschriebenen Daten des Integrin-Rezeptors,
die zeigten, dass Osteopontin die durch Vitronektin induzierte IL-2-Sekretion zwar erniedrigt,
es aber aufgrund der auch von Osteopontin induzierten, schwicheren IL-2-Sekretion zur

Einstellung eines intermedidren Zustands kommt (Adler et al., 2001).

Basierend auf den Ergebnissen von Miller et al. (1994) und Konishi et al. (2001), wonach
LMP2A in LCLs den durch anti-Immunglobulin-Antikorper stimulierten lytischen Zyklus
unterdriicken konnte, wird diskutiert, dass LMP2A diese Rolle in latent infizierten Memory-
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B-Zellen iibernehmen konnte. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist es jedoch
auch moglich, dass LMP2A in unstimulierten Zellen die Reaktivierung von EBV induzieren

konnte.

Uber die in vivo-Bedeutung des Effekts von LMP2A, das B-Zell-Rezeptor-Signal nach-
zuahmen, kann nur spekuliert werden. Nach dem Modell von Babcock et al. (2000) fiihrt die
EBV-Infektion von B-Zellen nach einer proliferativen Phase (Latenz III) und nach einem
Differenzierungsprozess der infizierten Zellen iiber die Expression eines Latenz II-
Expressionsmusters in den Keimzentren der Lymphknoten zur Etablierung der Latenz in
ruhenden Memory-B-Zellen (Latenz 0). Ruhende B-Zellen benétigen fiir ihr dauerhaftes
Uberleben allerdings periodisch B-Zell-Rezeptor-Signale sowie T-Zell-Signale, die sie bei der
Zirkulation durch sekunddre Lymphgewebe erhalten (Gray und Skarvall, 1988; Gray et al.,
1996; Lam et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass EBV-infizierte Memory-B-Zellen in
den Tonsillen eine Wiederaufnahme der viralen Genexpression nach dem Muster der
Latenz II-Genexpression zeigen (Babcock und Thorley-Lawson, 2000). Durch diese
»Reaktivierung®, die zur Expression der beiden viralen Proteine LMP1 und LMP2A fiihren
wiirde, konnte EBV das Langzeit-Uberleben der infizierten Memory-B-Zellen sichern. LMP1
konnte durch Nachahmung einer CD40-CD40L-Wechselwirkung das ndtige Antigen-
spezifische T-Zell-Signal geben, LMP2A konnte durch Nachahmung des aktivierten B-Zell-
Rezeptors das notige B-Zell-Rezeptor-Signal liefern. Neben der beschriebenen Strategie von
EBV, das Langzeit-Uberleben der latent infizierten Memory-B-Zellen zu sichern, kénnte
LMP2A auch an der Aufrechterhaltung des Vorrats EBV-infizierter Zellen beteiligt sein. Im
peripheren Blut von EBV-seropositiven Personen konnten Zellen nachgewiesen werden, die
als einziges virales Transkript LMP2A exprimierten (Babcock et al., 1999 und 2000; Qu und
Rowe, 1992). In diesen Zellen mit singuldrer LMP2A-Expression konnte eine ausreichend
starke Expression von LMP2A das Signal zum Eintritt in den lytischen Zyklus liefern, um
durch die Produktion neuer Viruspartikel und die Neuinfektion von B-Zellen die Zahl EBV-
infizierter Zellen aufrechtzuerhalten und die lebenslange Persistenz zu sichern. In EBV-
assoziierten Tumoren, die das Latenz II-Genexpressionsmuster zeigen, wére eine derartige
Reaktivierung durch LMP1 unterdriickt. LMP2A konnte allerdings, indem es das
Uberlebenssignal des B-Zell-Rezeptors ersetzt, zum Uberleben EBV-infizierter B-Zellen ohne
funktionalen B-Zell-Rezeptor und damit zur Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms (Latenz II)

beitragen.
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6 Zusammenfassung

Das Epstein-Barr-Virus, ein B-lymphotropes, humanes Herpesvirus, persistiert nach der
Primédrinfektion lebenslang latent in ruhenden Memory-B-Zellen des Wirts. Zugang zu dem
Zelltyp der Memory-B-Zellen erhédlt das Virus, indem es nach der Infektion von B-Zellen
zunidchst alle neun latenten Proteine exprimiert und dadurch die Proliferation der infizierten
Zellen induziert. Durch einen anschlieBenden Differenzierungsprozess eines Teils der
infizierten Zellen zu Memory-B-Zellen, in denen bis auf LMP2A-Transkripte keine virale
Genexpression nachweisbar ist, entgeht das Virus der Kontrolle durch das Immunsystem. Die
Unterdriickung der Reaktivierung des Virus ist Voraussetzung fiir das Erreichen und die
Aufrechterhaltung des Zustands der Latenz. In vitro-Studien zeigten, dass sowohl der
zelluldre CD40-Rezeptor als auch die Latenten Membranproteine LMP1 und LMP2A von
EBV die Virusreaktivierung hemmen kdnnen. Bei LMP1 handelt es sich um ein dem CD40-
Molekiil sehr dhnliches Protein, das iiber seinen zytoplasmatischen C-Terminus die Signal-
transduktionswege NF-kB, p38 MAPK und JNK1 aktiviert. LMP2A weist in seinem zyto-
plasmatischen N-Terminus Ahnlichkeiten zum zelluliren B-Zell-Rezeptor auf, durch den es

wie dieser Proteintyrosinkinasen rekrutiert.

Um die Signaltransduktionswege von LMP1, die die Latenz von EBV regulieren, und die
Rolle von LMP2A bei der Regulation der Latenz weiter zu untersuchen, wurde in der
vorliegenden Arbeit das Zellkultursystem der EREB-Zellen verwendet. Hierbei handelt es
sich um konditional lymphoblastoide Zelllinien, die in Gegenwart von Ostrogen wie LCLs
alle neun latenten Proteine exprimieren und proliferieren, und in denen der Entzug von
Ostrogen aus dem Zellkulturmedium von einem Verlust der viralen Genexpression und einem
Proliferationsstopp begleitet ist. In Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen lisst sich der lytische
Zyklus von EBV durch Phorbolester wie TPA und anti-Immunglobulin-Antikérper
stimulieren. Es zeigte sich, dass LMP1 und aktiviertes CD40 die Virusreaktivierung bereits
auf der Hohe der Transkription des unmittelbar frithen viralen Gens BZLF1 inhibieren. Die
Hemmung der BZLF1-Transkription durch LMP1 stellte sich als unabhingig von den Signal-
transduktionswegen p38 MAPK und JNK1 heraus. Die Unterdriickung des lytischen Zyklus
wird vielmehr durch den dritten von LMP1 aktivierten Signaltransduktionsweg vermittelt, den
NF-kB-Weg. Offen bleibt, ob LMP1 mit der initialen Aktivierung des BZLF1-Promotors
durch exogene Faktoren oder mit dem zweiten Schritt der Promotoraktivierung, der positiven

Riickkopplungsschleife durch das BZLF1-Protein, interferiert.
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Die Untersuchung von LMP2A in Ostrogen-entzogenen EREB-Zellen ergab, dass LMP2A die
Virusreaktivierung in stimulierten Zellen, das heifit in Zellen, in denen der B-Zell-Rezeptor
durch anti-IgM aktiviert wurde, analog bereits publizierter Daten inhibieren kann. Anderer-
seits wurde die neue Beobachtung gemacht, dass LMP2A in unstimulierten Zellen in der Lage
war, selbst die Virusreaktivierung zu induzieren, allerdings in einem geringeren Ausmal als
anti-IgM. Dies ist mit der Hypothese vereinbar, dass LMP2A ein qualitativ vergleichbares,

aber quantitativ schwiécheres Signal als der B-Zell-Rezeptor liefert.

In vivo konnte die singuldre Expression von LMP2A den Eintritt der infizierten Zelle in den
lytischen Zyklus induzieren und durch die Neuinfektion von Zellen zur Erhaltung der
lebenslangen Persistenz beitragen. Die Expression von LMP1 konnte hingegen direkt nach
der Primérinfektion von B-Zellen und in EBV-assozierten Tumoren zu einer Unterdriickung
der Virusreaktivierung fithren. Da die Kontrolle der Latenz durch LMP1 von dem NF-kB-
Signalweg vermittelt wird, bietet sich dieser Weg als Ziel einer Therapie EBV-assoziierter

Tumorerkrankungen an.
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