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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Epstein-Barr-Virus

1.1.1 Verbreitung und Pathogenitit

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) gehort zur Familie der y-Herpesviren und infiziert vor allem
humane B-Zellen; mit geringerer Effizienz infiziert es auch andere Zelltypen wie
Epithelzellen (Borza & Hutt-Fletcher, 2002). In Biopsie-Material des Burkitt Lymphoms
wurde zum ersten Mal das Auftreten von EBV in menschlichem Gewebe nachgewiesen
(Epstein et al.,, 1964). Weltweit sind etwa 95% der Bevolkerung infiziert, die eine
lebenslange, latente Infektion ausbilden. Die Primérinfektion erfolgt meist im Kindesalter und
verlauft dann iiberwiegend asymptomatisch. Tritt die Infektion aber in spéteren Jahren auf,
kann sie haufiger zur sogenannten Infektiosen Mononukleose (IM) fiihren, einer selbst
limitierenden lymphoproliferativen Erkrankung, die durch eine starke Immunantwort von
zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen charakterisiert ist. Nach der Erstinfektion persistiert
EBV lebenslang in Gedéchtnis-B-Zellen (Babcock et al., 1998).

Bei fehlender oder geschwiachter Immunantwort (z.B. nach Organtransplantationen) kann eine
EBV-Infektion durch die unkontrollierte Proliferation der Virus-tragenden Zellen zu malignen
Tumorerkrankungen fiihren. Dazu gehdren B-Zell-Lymphome wie das Burkitt-Lymphom
(BL) und das Hodgkin-Lymphom (HL); EBV wird aber auch mit der Entstehung einiger T-

Zell-Lymphome und Karzinome (z.B. Nasopharynxkarzinome) in Verbindung gebracht.

1.1.2 Der Infektionszyklus

Die Weitergabe des Virus erfolgt iiber den Speichel und die Infektion im Rachenraum, wo
EBV ruhende B-Zellen effektiv infizieren kann. Nach der Aufnahme von EBV mit dem
Speichel dringt das Virus durch die Epithelschicht in die darunter liegende Mantelzone ein. In
dieser Zone befinden sich viele B-Zellen, die dem Virus als Zielzelle dienen. Die Bindung an
die B-Zellen erfolgt liber das virale Glycoprotein gp350, das an CD21 auf der B-Zelle bindet.
CD21 dient als Rezeptor fiir das Komplementsystem bei einer durch ein Antigen ausgeldsten
Immunantwort. Zusétzlich dazu bindet das virale Glycoprotein gp42 an MHC-II Molekiile auf
der B-Zelle. Das Virus wird durch Endozytose in die Zelle aufgenommen und seine DNA im
Zellkern zirkularisiert, amplifiziert und als Episom an Tochterzellen weitergegeben. Die
Expression viraler Gene fiihrt zur Aktivierung und Proliferation der infizierten B-Zelle

(Thorley-Lawson, 2005; Young & Rickinson, 2004). Zytotoxische CD8 -T-Zellen (CTL), die
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spezifisch fiir diese viralen Antigene sind, konnen die proliferierenden Zellen schnell
eliminieren. Einige EBV-positive B-Zellen entgehen durch die Herunterregulation der
Expression viraler Gene der Entdeckung durch das Immunsystem und kdnnen lebenslang in
Gedéchtnis-B-Zellen persistieren (Thorley-Lawson & Babcock, 1999). Die latent infizierten
Gedéchtnis-B-Zellen konnen durch AG-spezifische Stimulation der B-Zellen reaktiviert
werden, was zu einer Virus-Produktion und der Neuinfektion von B-Zellen fiihrt (Cohen,
2000). Wie EBV in das Gedichtnis-B-Zell-Kompartiment eintritt, ist noch nicht genau
geklart. Hierzu wurden zwei Modelle vorgeschlagen. Thorley-Lawson postulierte, dass EBV
nur naive B-Zellen infiziert und in diesen durch die Expression verschiedener latenter Gene
die physiologische Antigen-vermittelte Aktivierung und Differenzierung dieser B-Zellen zu

Gedéchtnis-B-Zellen imitiert (Thorley-Lawson & Babcock, 1999) (Abbildung 1A).
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Abbildung 1: Infektionszyklen von EBV

A) Der Infektionszyklus nach Thorley-Lawson: EBV dringt durch die Epithelschicht in den Oropharynx ein
und infiziert naive B-Zellen. Durch die Infektion werden die Zellen aktiviert und durchschreiten den Weg der
Differenzierung zur Gedichtnis-B-Zelle. Dabei werden unterschiedliche Latenzphasen durchschritten, die durch
die Expression verschiedener viraler Gene charakterisiert sind. Die viralen Gene tragen zum Uberleben und zur
Proliferation der Zelle auch ohne Antigen-Stimulation bei. Durch die Differenzierung der infizierten Zelle zur
Gedichtnis-B-Zelle kann EBV eine lebenslange Infektion des Wirtes etablieren. Die latenten EBV-Gene, die in
den unterschiedlichen Phasen exprimiert werden, sind in rot dargestellt.

B) Der Infektionszyklus nach Kiippers: EBV dringt durch die Epithelschicht im Oropharynx und infiziert vor
allem Gedichtnis- und Keimzentrums-B-Zellen. Naive B-Zellen werden nur mit geringer Effizienz infiziert.
Diese Infektion fiihrt zur Expansion der Zellen und zur Weitergabe des viralen Episoms an Tochterzellen. EBV-
positive Zellen werden auch im Keimzentrum gefunden, es ist aber noch nicht klar, ob EBV direkt
Keimzentrums-B-Zellen infizieren kann oder ob infizierte Gedéchtnis-B-Zellen in das Keimzentrum wandern.
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Demgegeniiber stellte Kiippers nach Untersuchungen von Zellen der Infektiosen
Mononukleose jedoch das Modell auf, dass EBV auch Gedichtnis-B-Zellen direkt infizieren
und dadurch die lebenslange Infektion etablieren kann (Kiippers, 2003) (Abbildung 1B).

Ob die Unterschiede zwischen beiden Modellen auf unterschiedliche experimentelle
Herangehensweisen zuriickzufiihren sind oder echte biologische Unterschiede zwischen
gesunden EBV-positiven Personen (Thorley-Lawson & Babcock, 1999) und Patienten mit
Infektioser Mononukleose (Kiippers, 2003) widerspiegeln, ist noch nicht geklart.

1.1.3 Die latenten EBV-Proteine und die B-Zellimmortalisierung

Bei einer Infektion mit EBV konnen verschiedene Latenzphasen durchschritten werden, die
durch die Expression verschiedener Kombinationen an viralen Genen charakterisiert sind.

Insgesamt werden bisher vier Latenzphasen unterschieden (Kelly & Rickinson, 2007).

Tabelle 1: Latenzphasen und die exprimierten viralen Gene

EBNA3A, BamHI-A
Phase EBER1,2 | EBNA1 | EBNA2 LMP1 | LMP2 Beispiel
3B,3C,LP Transkripte
Latenz Gedichtnis-
+ mRNA +
0 B-Zellen
Latenz
. + + + BL-Zellen
Latenz
+ + + + + HL-Zellen
11
Latenz
+ + + + + + + LCL
III

EBV hat die Fihigkeit in vitro ruhende B-Zellen zu infizieren und zur Proliferation
anzuregen. Dies fiihrt zur Etablierung einer Lymphoblastoiden Zelllinie (LCL), die als in
vitro-Modell der Immortalisierung dient. Diese immortalisierten Zellen zeigen den Phanotyp
der Latenz III. Dabei werden sechs EBV-nukledre-Antigene (EBNAI, 2, 3A, 3B, 3C und LP),
drei Latente Membran-Proteine LMP1, 2A und 2B, zwei nicht-kondierende RNAs (EBER1
und EBER2, EBV-encoded small RNA) und BamHI-A Transkripte (BARTSs) exprimiert.

EBNAL ist fiir die Aufrechterhaltung und Replikation des Genoms verantwortlich. Die
vorkommenden Glyzin-Alanin-Wiederholungen tragen zur Stabilisierung des Proteins bei
indem sie den Abbau durch das Proteasom verhindern (Levitskaya et al., 1995). Aufgrund
seiner Struktur ist es nur schwach immunogen. EBNA1 kann von zwei Promotoren exprimiert

werden, was sicherstellt, dass es auch unabhingig von EBNA?2 produziert wird.
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EBNAZ2 und LP sind die ersten Proteine, die nach einer Infektion detektiert werden kénnen
(Allday et al., 1989; Rooney et al., 1989). EBNA2 ist der Haupttranskriptionsaktivator aller
anderer latenter viraler und einiger zellulirer Gene. EBNA2 ist essentiell fiir die
Transformation der infizierten Zelle, was durch Experimente mit Zellen gezeigt werden
konnte, in denen die Funktion von EBNA2 durch Fusion mit der Hormonbindungsdoméine
des Ostrogenrezeptors regulierbar gemacht wurde (Kempkes et al., 1995). EBNA2-negative
Viren sind nicht in der Lage infizierte B-Zellen zu immortalisieren. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass EBNA2 eine funktionelle Aquivalenz zu Notch-IC aufweist, das die
Differenzierung in B-Zellen bei der T-/B-Zelllinienentscheidung inhibiert und die
Proliferation reifer B-Zellen beeinflusst (Gordadze et al., 2001; Hofelmayr et al., 2001;
Radtke et al., 1999). Analog zu Notch-IC assoziiert EBNA2 mit RBP-Jk und kann auf diese
Weise zur Blockade der Differenzierung der infizierten Zellen und zur anhaltenden
Proliferation fithren. Die zwei Hauptfunktionen von EBNA2 scheinen demnach die
Aktivierung der Transkription der latenten Gene, sowie —gemeinsam mit den durch EBNA2
induzierten viralen latenten Genprodukten- die Expansion der infizierten B-Zellen zu sein.
Damit die EBV-positive B-Zelle zur Geddchtnis-B-Zelle differenzieren kann, muss die
Expression von EBNA2 abgeschaltet werden. Bisher konnte noch nicht gezeigt werden, durch
welchen Mechanismus dies geschieht. Zusammen mit EBNA3A und 3C sowie LMP1 und
LMP2 fithrt EBNA2 zur Proliferation der infizierten Zellen.

LMP1 ist ein konstitutiv-aktiver Rezeptor, der funktionell CD40 sehr dhnlich ist (Kilger et al.,
1998; Zimber-Strobl et al., 1996). LMP1 ahmt eine konstitutive Aktivierung des CD40-
Rezeptors nach und fiihrt tber die Aktivierung der nachfolgenden Signalwege zur
Proliferation der infizierten Zellen und verhindert die Induktion der Apoptose (Uchida et al.,
1999). Ebenso wie LMPI ist auch LMP2A ein konstitutiv-aktives virales Membranprotein.
Das Hauptmerkmal dieses Proteins ist der Besitz eines ITAM-Motivs (Immunereceptor
Tyrosine Activation Motif) in der zytoplasmatischen Domine, das dem ITAM-Motiv der
beiden B-Zell-Rezeptor (BCR) -Ketten entspricht (Beaufils et al., 1993; Engels et al., 2001).
Uber dieses Motiv kann es mit Mitgliedern der Src-Tyrosin-Kinase-Familie assoziieren und
die anschlieBenden Signalwege aktivieren (Longnecker et al., 1991; Miller et al., 1993).
Anfangs wurde vermutet, dass LMP2A als negativer Regulator der BCR-Signale fungiert und
die Signalweiterleitung des BCR unterdriickt (Fruehling & Longnecker, 1997; Miller et al.,
1993). Jedoch konnte inzwischen gezeigt werden, dass LMP2A sowohl in BCR-negativen
genetisch verdnderten Maiusen als auch in humanen BCR-negativen B-Zellen die

antiapoptotische Wirkung der BCR-Stimulation tibernimmt (Casola et al., 2004; Mancao &
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Hammerschmidt, 2007). Die funktionelle Aquivalenz zwischen LMP2A und einem
stimulierten BCR wird auch dadurch unterstrichen, dass LMP2A den lytischen Zyklus nicht
unterdriickt, sondern induziert (Schaadt et al., 2005). In Gedéchtnis-B-Zellen kann die mRNA
von LMP2A als einziges latentes Gen in vivo detektiert werden (Babcock et al., 1998), was
ebenso auf eine Uberlebensfunktion von LMP2 hinweisen konnte. Die Rolle von LMP2B ist
bisher noch nicht gut erforscht.

Die Funktion der nicht-kodierenden RNAs EBER1 und EBER?2 ist ebenfalls noch nicht genau
erforscht, sie scheinen aber eine wichtige Rolle zu spielen, da sie in allen Latenzstadien
exprimiert sind. Es wurde berichtet, dass sie zur Ausschiittung von IL-10 beitragen, was zum
Wachstum der infizierten Zelle und zur Unterdriickung der CTL-Antwort fiihrt (Kitagawa et
al., 2000). Es wurde zudem beschrieben, dass sie eine Rolle bei der Resistenz gegeniiber der
durch IFNa-ausgeldsten Apoptose spielen (Nanbo et al., 2002; Takada & Nanbo, 2001).
BARTS sind eine Familie von mRNAs, die in allen EBV-positiven Zellen exprimiert werden,
auch in gesunden Tragern. Trotz der weiten Verbreitung ist ihre Regulation und biologische
Funktion nicht klar, jedoch konnte gezeigt werden, dass in Introns von BARTs Sequenzen fiir
mikroRNAs (miRNA) zu finden sind (Pfeffer et al., 2004). Bisher wurden 14 solcher
miRNAs in Introns von BARTs identifiziert (Cai et al., 2006) deren Funktion noch nicht gut
erforscht ist. Fiir eine dieser miRNAs konnte beobachtet werden, dass sie die Expression einer
viralen mRNA reguliert (Pfeffer et al., 2004). Die anderen miRNAs regulieren wahrscheinlich
zellulire mRNA-Molekiile (Pfeffer et al., 2004). Aufgrund ihrer breiten Expression in allen
infizierten Zellen wird vermutet, dass sie mit der Immunantwort des Wirts interagieren oder

an der Regulation von Apoptose und Zellwachstum beteiligt sind.
1.2 Das Burkitt-Lymphom

1.2.1 Uberblick

Das Burkitt-Lymphom (BL) wurde erstmals vor 50 Jahren beschrieben und stellt eine sehr
aggressive Form von Tumor dar (Burkitt, 1958). Es gibt drei Formen des BL, die durch die
World Health Organization (WHO) klassifiziert wurden: die endemische, die sporadische und
die mit einer Immunsuppression assoziierte Form. Die endemische Variante kommt in
Zentralafrika und Neu Guinea als hdufigster Tumor des Kindesalters vor und ist in nahezu
100% der Félle mit einer EBV-Infektion verkniipft. Die sporadische Form hingegen ist mit
deutlich geringerer Inzidenz weltweit verbreitet und zeigt eine Assoziation mit dem Virus nur
in etwa 15-20% der Fille, abhingig vom geographischen Ursprung (Kelly & Rickinson,

2007). Die in HIV-positiven Patienten vorkommende dritte Variante tritt oft als eines der
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ersten Symptome von AIDS auf. Diese Art des Lymphoms wird hauptsdchlich in
erwachsenen Patienten beobachtet und zeigt eine EBV-Assoziation von 30-40% (Rickinson &
Kieft, 2001). Bei der endemischen Form sind hauptsichlich die Kieferknochen betroffen, es
koénnen aber auch die Nieren, Eierstocke und der Gastrointestinaltrakt befallen sein. Die
Behandlung erfolgt mittels Chemotherapie, durch die Uberlebensraten von etwa 90% iiber
fiinf Jahre erzielt werden konnen (Magrath et al., 1996), was aufgrund der schnellen
Proliferation des Tumors mit einer Heilung gleichzusetzen ist.

Phénotypisch sind die Tumorzellen den Zentroblasten des Keimzentrums &hnlich, sie
exprimieren die typischen Oberflichenmarker CD10 und CD77 und zeigen eine hohe
Suszeptibilitit gegeniiber Apoptose. EX vivo in Kultur genommene EBV-positive Tumoren
zeigen eine Latenz I-Infektion (Rooney et al., 1986), in vitro konnen diese Tumorzellen nach
mehreren Passagen jedoch auch einen Latenz III-Phénotyp ausbilden (Rowe et al., 1987). Die
Latenz 1 wird durch Methylierung viraler und zelluldrer Promotoren aufrecht erhalten,
wohingegen der Wechsel zur Latenz III durch spontane Demethylierung der Promotoren
verursacht wird. In endemischen EBV-positiven Fillen tragt jede Tumorzelle ein identisches
EBV-Episom, was darauf hindeutet, dass EBV schon mit Beginn der Tumorentstehung in
diesen Zellen zu finden war. Wie EBV zur Entstehung und/oder Pathogenese des Burkitt-
Lymphom beitrégt, ist noch weitgehend unbekannt.

Alle Burkitt-Lymphome -unabhéngig von ihrem geographischen Ursprung und einer EBV-
Infektion- tragen eine von drei charakteristischen Chromosomen-Translokationen, die das c-
myc-Proto-Onkogen unter die Kontrolle der Immunglobulin (Ig)-schweren (t(8;14)) oder einer
der Ig-leichten Ketten (t(8;2) und t(8;22)) bringen und somit zur konstitutiven Uberexpression
von c-myc fiihren. Wahrscheinlich treten die Translokationen aufgrund fehlerhafter Schritte
der B-Zellentwicklung wie VDJ-Rekombination, Klassenwechsel und somatischer
Hypermutation (SHM) auf. c-Myc ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl
verschiedenster biologischer Prozesse positiv und auch negativ reguliert, dazu gehdren
Proliferation, Zellzyklus, Wachstum und Apoptose.

Die monoklonale Natur des Tumors schlieit aus, dass EBV und die Translokation von c-Myc
alleine zur Entstehung und Pathogenese dieser aggressiven Tumorart beitragen. In einigen
BL-Fillen konnte beobachtet werden, dass auch das p53-Gen betroffen ist (Bhatia et al.,
1992; Gaidano et al., 1991). So zeigen etwa 30% der untersuchten Biopsien eine Mutation im
p53-Gen und oftmals auch den Verlust des zweiten Allels. Diese Mutationen beeinflussen die
durch p53 induzierte Apoptose (Lindstrom & Wiman, 2002). Daneben wurde auch die

Uberexpression von MDM2, dem negativen Regulator von p53 beschrieben (Lindstrom &
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Wiman, 2002), was ebenfalls einen negativen Effekt auf die Aktivitit von p53 hat. Seit
langem wird auch der Einfluss einer bereits bestehenden Infektion wie Malaria und HIV als
Kofaktoren, die den Patienten fiir die Entstehung eines BL empfinglicher machen, diskutiert.
Malaria ist holoendemisch in Gebieten verbreitet, in denen BL endemisch auftritt. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Malaria-Infektion in diesen Regionen zu einer erhohten Virus-
Replikation und Virus-Last fiihrt (Moormann et al., 2005). Der Zusammenhang zwischen
einer Malaria-Infektion und einer EBV-Reaktivierung ist nicht gut verstanden, es wird aber
vermutet, dass Proteine, die vom Erreger der Malaria Plasmodium falciparum exprimiert
werden, zu einer direkten Reaktivierung von EBV wihrend einer akuten Malaria-Infektion
fiihren konnen und damit das Risiko fiir die Entwicklung von BL erhohen (Chene et al.,
2007). Es ist nicht auszuschlieen, dass andere relevante zelluldre Gene und umweltbedingte

Faktoren an der malignen Umwandlung der Zelle beteiligt sind.

1.2.2 Das Burkitt-Lymphom und Immunevasion

Es ist inzwischen allgemein anerkannt, dass das Immunsystem vor Tumoren viralen
Ursprungs schiitzt (Klein & Klein, 1977). Eine wichtige Rolle bei der Abstoung von
Tumoren spielen sowohl Typ I (IFNo/p) als auch Typ II (IFNy) Interferone.

Die Rolle von Typ I Interferonen ist noch nicht gut erforscht. IFNa/B werden von den meisten
Zellen produziert und sind vor allem wegen ihrer antiviralen und antibakteriellen Aktivitét
bekannt. In letzter Zeit sind aber neuere Erkenntnisse iiber die Rolle von IFNo/p in der
Immun-Uberwachung erbracht worden. So konnte gezeigt werden, dass endogen produzierte
Typ I IFNs fiir die AbstoBung transplantierter Tumoren benétigt werden (Dunn et al., 2005).
Fiir IFNy konnte gezeigt werden, dass es an der Eliminierung von chemisch induzierten,
spontan auftretenden und transplantierten Tumoren beteiligt ist (Kaplan et al., 1998). Es wird
von Natiirlichen Killerzellen (NK) und T-Zellen produziert und ist unter anderem mafigeblich
an der Antigenprozessierung durch das Immunproteasom, der Hochregulation des TAP
(Transporter associated with Antigen Processing)-Transporters und der Antigenpridsentation
durch den MHC (Major Histocompatibility Complex) -Klasse I-Komplex beteiligt (Abbildung
2). Der Peptid-Transporter TAP ist fiir die Translokation von Peptiden aus dem Cytosol ins
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) verantwortlich. Dort werden die Peptide auf
MHC-I-Molekiile geladen und kénnen letztendlich an der Zelloberfliche von CDS8'-

zytotoxischen T-Zellen présentiert werden.
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Abbildung 2: Antigenprisentation durch
4 den MHC-Klasse I-Komplexes
t Fremdantigene werden im Cytosol der
ar:":'%ﬁ;‘: infizierten Zelle durch das Proteasom in
— Peptide gespalten und mit Hilfe des TAP-
¥ Transporters ins ER transportiert. Dort
werden die Peptidfragmente durch MHC-I-
MHC | MHC I-Peptid Molekiile gebunden und letztendlich an der
Zelloberflache préisentiert.

Da Tumorzellen durch das Immunsystem einem hohen Selektionsdruck ausgesetzt sind,
kénnen sich in diesem evolutiondren Prozess nur solche Tumorzellen entwickeln, die vor der
Entdeckung durch das Immunsystem geschiitzt sind. Deshalb zielt die Forschung immer
starker darauf, die Mechanismen dieser Immunevasion durch Tumorzellen zu ergriinden und
somit neue Ansdtze zur Therapie zu erhalten.

Fiir das Burkitt Lymphom konnte gezeigt werden, dass EBV-positive BL-Zellen nicht vom
Immunsystem erkannt werden, obwohl sie Fremdantigene exprimieren (Rooney et al., 1985).
Dies ist nicht Ausdruck einer fehlenden Immunantwort gegen EBV beim Patienten. Alle
EBV-positiven BL exprimieren das virale Protein EBNAI, das zur Aufrechterhaltung des
viralen Genoms benoétigt wird. Dieses Protein ist aufgrund seiner Struktur nur schwach
immunogen, es enthélt einen Gly-Ala-Repeat, der mit der proteasomalen Degradation
interferiert (Levitskaya et al., 1995). Dariiber hinaus konnten Lee und Mitarbeiter zeigen, dass
auch solche BL-Zellen nicht erkannt werden, die die stark immunogenen viralen Proteine
EBNA-3A, -3B, -3C exprimieren (Lee et al., 2004). BL-Zellen weisen Defekte in der
Prozessierung und Prisentation dieser viralen Antigene auf. Durch Arbeiten mit
Lymphoblastoiden Zelllinien, die durch die Expression des Proto-Onkogens c-myc zur
Proliferation gebracht wurden, zeigte sich, dass sie ihre allostimulatorische Kapazitit
verlieren und denselben nicht-immunologischen Phinotyp aufweisen wie EBV-positive BL-
Zellen (Staege et al 2002). Es konnte demonstriert werden, dass das Proto-Onkogen c-myc

malgeblich an diesem Prozess beteiligt ist, indem es unter anderem den Interferon- und den
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NF«kB-Signalweg negativ reguliert (Schlee et al., 2007). Hierbei wurde erstmals beschrieben,
dass nicht nur virale Proteine, sondern auch ein zelluldres Proto-Onkogenprodukt wie das c-
Myc Genprodukt negativ in die Interferon-Signalkaskade eingreift und somit moglicherweise

die Erkennung der Tumorzellen durch das Immunsystem verhindert.

1.3 Das Interferon-System

1.3.1 Die Familie der Interferone

Urspriinglich wurden Interferone (IFN) als Substanzen beschrieben, die von Virus-infizierten
Zellen produziert werden, um mit der viralen Replikation zu interferieren (Isaacs &
Lindenmann, 1957; Isaacs et al., 1957). Die Gruppe der Interferone wird aufgrund der
biologischen Aktivitét, der Genstruktur und der Zellen, von denen sie produziert werden, in
drei Klassen eingeteilt (Pestka et al., 2004). Typl Interferone setzen sich aus den gut
charakterisierten Genprodukten IFNoa und IFNB zusammen, sowie den wenig erforschten
[FNo, IFNk und IFNt. In der vorliegenden Arbeit wird nur auf IFNa und IFNf eingegangen.
Sie werden von Virus-infizierten Zellen produziert, um einen antiviralen Status in nicht-
infizierten Zellen zu etablieren. Im Menschen wird IFN durch ein Gen kodiert und IFNa von
13 verschiedenen Genen. Die IFNa und B Gene liegen auf Chromosom 9 (Roberts et al.,
1998; Weissmann & Weber, 1986).

Zur zweiten Klasse der Interferone gehort IFNy (auch Typll Interferon genannt), das vor
allem durch aktivierte NK-Zellen oder T-Zellen gebildet wird, nicht jedoch von virus-
infizierten Zellen (Farrar & Schreiber, 1993). Die Expression von IFNy ist wichtig fiir die
Aktivierung von Makrophagen, die einen effektiven Verteidigungsmechanismus gegeniiber
intrazelluldren Mikroorganismen darstellen. Des Weiteren ist es an der Entwicklung von
CD4"- und CD8"-T-Zellen beteiligt. Ebenso wie IFNp liegt das IFNy-Gen als Einzel-Kopie
vor und ist auf Chromosom 12 lokalisiert (Bach et al., 1997; Ikeda et al., 2002; Pestka, 1997).

Neben diesen beiden lange bekannten Gruppen wurde vor einigen Jahren eine dritte Klasse
(TyplII) beschrieben, zu der IFNAL, A2 und A3 gehoren (Pestka et al., 2004). Bisher ist noch
nicht viel liber diese Klasse bekannt, sie werden wie Typl IFN durch virus-infizierte Zellen
produziert und zeigen Ahnlichkeiten zu IFNa und B. Der weitere Fokus liegt aber auf den
schon relativ gut erforschten Typl und Typll Interferonen.

Das Interferon-System setzt sich aus solchen Zellen zusammen, die IFN als Antwort auf
externe Stimuli produzieren und solchen, die durch die Etablierung eines antiviralen Status
auf IFN antworten. IFN haben autokrine und parakrine Wirkung, sie stellen einen
Verteidigungsmechanismus dar, der schon vor Beginn der adaptiven Immunantwort aktiv ist.

Inzwischen ist bekannt, dass IFN nicht nur anti-virale oder anti-mikrobielle Wirkung haben.
9
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Sie spielen auch eine Rolle bei der Regulation des Zellwachstums, der Differenzierung und
Apoptose (Samuel, 2001). Wie in Abschnitt 1.2.2 bereits beschrieben, wird ihnen auch eine

Funktion bei der Tumorabwehr zugesprochen.

1.3.2 Induktion der Typl Interferone

Die Erkennung von Viren und die damit verbundene Aktivierung von Typl IFN kann generell
auf zwei Arten erfolgen. Es gibt Transmembran-Rezeptoren (TLR, Toll-like-receptor), die
Strukturen von Viren an der Membran binden und es gibt zytosolische Rezeptoren (RIG-I,
Retinoic acid-Inducible Gene I, sowie MDAS, Melanoma Differentiation-Associated gene 5),
die in den letzten Jahren als wichtige Faktoren identifiziert wurden, um die Expression von
IFN zu stimulieren (Yoneyama et al., 2005; Yoneyama et al., 2004).

Die Induktion von Typl IFN iiber RIG-I und MDAS wird in eine frithe und eine spite Phase
unterteilt. In der frithen Phase werden mit Hilfe von RIG-I und MDAS virale Strukturen
erkannt (dsRNA). Uber ihre RNA-Helikase-Domine binden RIG-1 und MDAS virale RNA,
was zu einer Konformationsdnderung der beiden Proteine und der Aktivierung ihrer CARD-
Dominen (Caspase-Recruitment and Activation Domain) fiihrt. Uber diese Domine binden
sie das Adaptor-Molekiil IPS-1 (IFNB promotor stimulator-1, auch MAVS/VISA/Cardif), das
ebenfalls eine CARD-Domiéne besitzt und {iber eine Transmembran-Doméne an
Mitochondrien lokalisiert ist. IPS-1 aktiviert viele verschiedene Signalproteine, die zum einen
zur Aktivierung des NFxB-Signalwegs und der Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen fiihrt (Kawai et al., 2005; Xu et al., 2005). Zum anderen werden Ser/Thr-Kinasen
aktiviert, die IRF3 und IRF7 (Interferon Regulatory Factor) phosphorylieren und somit
aktivieren. Durch die Phosphorylierung bilden IRF3 und 7 Homo- oder Heterodimere und
induzieren die Produktion von IFNP (Oganesyan et al., 2006; Saha et al., 2006). Die spéte
Phase der Typl-Induktion wird durch die Bindung von IFNPB an den Typl-Rezeptor
eingeleitet. Dadurch wird letztendlich mehr IRF7 produziert, was zur Induktion von IFNao und
mehr I[FNP fiihrt und somit einen positiven feedback-loop darstellt.

TLRs stellen eine Familie von Transmembran-Rezeptoren dar, die jeweils eine
unterschiedliche Struktur bei Mikroorganismen erkennen. Sie besitzen alle eine TIR-Doméne
(Toll-IL-1 receptor), mit der sie an Adaptor-Molekiile binden kénnen, die ebenfalls eine TIR-
Doméne besitzen. Zu diesen Adaptor-Molekiilen gehéren unter anderem MyDS88 und Trif.
Anhand dieser Adaptoren ldsst sich die TLR-vermittelte Typl IFN-Induktion in zwei
Kategorien einteilen, den MyD88-abhéngigen und den Trif-abhédngigen Signalweg (Akira et
al., 2006). MyD88 (Myeloid Differentiation primary response gene 88) wird von allen TLRs

auBBer TLR3 als Adaptor-Molekiil genutzt, Trif (TIR domain containing adaptor-inducing
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IFN) nur von TLR3 und TLR4. Beide aktivieren hauptsédchlich den NFkB- und den MAPK-
Signalweg, spielen aber auch durch die Interaktion mit IRF3 (Trif) und IRF7 (MyD88) eine
wichtige Rolle bei der Induktion von Typl IFN durch TLRs.

Hauptsachlich werden IFNo und IFNf von plasmacytoiden Dendritischen Zellen produziert
(Siegal et al., 1999), in Kultur sind jedoch die meisten infizierten Zellen in der Lage, Typl

IFN zu exprimieren.

1.3.3 Aktivierung der Expression von IFNy

Die Expression von IFNy erfolgt nicht sofort nach einer Infektion, sondern sozusagen in einer
zweiten Welle. Zu Beginn einer Immunantwort wird es vor allem durch aktivierte T-Zellen
produziert, spidter auch von NK-Zellen (Boehm et al, 1997). Viele Zytokine wurden
beschrieben, die Produktion von IFNy zu aktivieren, eine Schliisselrolle spielt hier IL-12
(Trinchieri, 2003). Diese Zytokine konnen entweder allein oder in Kombination iiber die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NFxB oder STAT (Signal Transducer and
Activator of Transcription) die Expression induzieren (Sica et al., 1997; Szabo et al., 2000;
Tsuji-Takayama et al., 1999). IFNa und IFNPB wurden ebenfalls als Regulatoren beschrieben,
die sowohl einen negativen als auch einen positiven Einfluss auf die [FNy-Produktion haben

konnen (Trinchieri, 2003).

1.3.4 Der JAK-STAT Signalweg

Uber die Bindung von IFN an den jeweiligen Rezeptor wird hauptsichlich der JAK-STAT
Signalweg aktiviert, zusammen mit anderen Signal-Kaskaden.

Typl IFNs besitzen einen gemeinsamen Rezeptor, der sich aus zwei Ketten zusammensetzt,
I[FNaR1 und IFNaR2 (Darnell et al., 1994; Stark et al., 1998), IFNy bindet an einen eigenen
Rezeptor, der ebenfalls aus zwei Ketten besteht, IFNyR1 und IFNyR2 (Bach et al., 1997;
Stark et al., 1998). Die intrazelluldren Doménen beider Rezeptoren interagieren mit einer
Familie von Tyrosin-Kinasen, die Janus-Kinasen (JAK). Diese Familie besteht aus vier
Mitgliedern JAK1, 2, 3 und Tyk2, die alle eine unterschiedliche Funktion in Cytokin-
Signalwegen ausiiben. Im IFN-Typl Signalweg ist JAK1 mit IFNaR2 assoziiert und Tyk2 mit
IFNaR1. Beim IFNy-Rezeptor ist JAK1 konstitutiv mit IFNyR1 assoziiert, wohingegen JAK2
an IFNYR2 bindet. Die Bindung von Typl IFNs an ihren Rezeptor fiihrt zur Dimerisierung der
beiden Rezeptorketten; die Bindung eines IFNy-Dimers an den IFNy-Rezeptor fiihrt zur
Tetramerisierung beider Rezeptorketten. Die assoziierten Tyrosin-Kinasen werden durch
Autophosphorylierung aktiviert und phosphorylieren ihrerseits Tyrosin-Reste an den
Rezeptorketten. An diese phosphorylierten Aminoséuren kann dann ein STAT-Molekiil {iber
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seine SH2-Domine binden und durch JAKs an Tyrosin-Resten bzw. durch Serinkinasen an
Serin-Resten phosphoryliert werden. Dies flihrt zur Homo- oder Heterodimerisierung von
STAT-Molekiilen, Wanderung der Komplexe in den Zellkern, Bindung an spezifische DNA-

Sequenzen und Induktion ihrer Zielgene.
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Abbildung 3: JAK-STAT Signalwege

A) Typl IFN: Die Bindung von IFNo/B an den IFNa-Rezeptor fithrt zu einer Konformationsianderung im
Rezeptor, welche die assoziierten Tyrosin-Kinasen JAK1 und Tyk2 aktiviert. Diese Kinasen phosphorylieren
Tyrosin-Reste an den Rezeptorketten, woran STAT-Molekiile tiber ihre SH2-Doménen binden konnen. JAKs
phosphorylieren STAT1 und STAT2 an Tyrosin 701, was diese zur Bildung von Homo- bzw. Heterodimeren
befédhigt. Heterodimere bilden mit IRF9 den sogenannnten ISGF3-Komplex, der in den Kern wandert, an ISRE-
Sequenzen bindet und die Tranksription verschiedener Zielgene aktiviert. Als Homodimer bindet STATI an
GAS-Sequenzen an der DNA.

B) Typll IFN: Die Signalweiterleitung erfolgt wie unter A) beschrieben. Im Gegensatz zu Typl IFN bindet ein
IFNy-Dimer an einen tetrameren [FNy-Rezeptor, der aus je zwei IFNyR1- und IFNyR2-Ketten besteht. Im Falle
von IFNy ist JAK?2 anstatt Tyk2 an der Phosphorylierung der Rezeptorketten und STAT-Molekiile beteiligt. Hier
wird nur STAT1 phosphoryliert. Diese STAT1-Homodimere binden an GAS-Sequenzen in der DNA und
aktivieren die Transkription verschiedener Zielgene.

12
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Im Typl IFN-Signalweg werden STAT1 und STAT2 phosphoryliert, die mit IRF9 den
sogenannten ISGF3-Komplex (IFN-stimulated gene factor 3) bilden (Darnell et al., 1994).
Hierzu konnte vor kurzem gezeigt werden, dass nach der Stimulation des IFNa-Rezeptors
CBP (CREB-binding protein) an die phosphorylierte B-Kette des Rezeptors bindet und ein
bestimmtes Lysin (Lys399) acetyliert. An dieses acetylierte Lysin kann IRF9 binden und die
Bildung des ISGF3-Komplexes durch die Rekrutierung von STATI und STAT2 an den
Rezeptor induzieren (Tang et al., 2007). ISGF3 wandert in den Kern und aktiviert durch die
Bindung an ISRE-Sequenzen (IFN-stimulated regulatory element) die Expression
verschiedenster Zielgene mit antiviraler Aktivitdt. STATI1 bildet aber auch Homodimere aus,
welche an GAS-Sequenzen binden (Abbildung 3A). Bei der Aktivierung des IFNy-
Signalwegs wird nur STAT1 phosphoryliert und bildet Homodimere (Decker et al., 1991).
Diese Dimere wandern in den Kern und binden an GAS-Sequenzen (y-activated sequences) in

Promotoren von Zielgenen (Abbildung 3B).

1.3.5 Zellulire Regulatoren des JAK-STAT Signalwegs

Durch die Bindung von IFN und anderer Zytokine an ihre Rezeptoren wird nicht nur die
Expression bestimmter Zielgene induziert, es werden auch Proteine aktiviert, die die
Signalweiterleitung negativ regulieren. Mit Hilfe dieser Proteine wird die Dauer und Stérke
einer Immunantwort kontrolliert. Es gibt verschiedene Regulatoren, die den JAK-STAT
Signalweg und damit auch die Wirkung von IFNs negativ beeinflussen. Die drei bekanntesten
sind SOCS (suppressor of cytokine signaling), Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) und
PIAS (protein inhibitors of activated STATS).

Die Familie der SOCS-Proteine setzt sich aus acht Mitgliedern zusammen, SOCS1-7 und CIS
(cytokine-inducible SH2-containing protein). Im Allgemeinen sind SOCS-Proteine in
unstimulierten Zellen nur in geringer Menge exprimiert, die Expression wird aber sehr schnell
durch die Stimulation mit Zytokinen hochreguliert. Die Rolle von SOCSI, 3 und CIS bei der
Regulation des JAK-STAT Signalwegs wurde bereits gut charakterisiert, sie zeigen
unterschiedliche Mechanismen. SOCS1 interagiert direkt mit JAK-Kinasen und inhibiert ihre
katalytische Aktivitit (Endo et al., 1997; Naka et al., 1999). SOCS3 hingegen bindet an den
Rezeptor und inhibiert dort die Aktivitdt von JAKs (Sasaki et al., 2000). CIS bindet an die
phosphorylierten Tyrosine der Rezeptorketten und konkurriert mit STAT-Molekiilen um die
Bindung an den Rezeptor (Yoshimura, 1998).

PTPs wie SHP1, SHP2 (beide SH2-domain containing PTPs) oder CD45 sind konstitutiv
aktive Tyrosinphosphatasen. Sie binden direkt an phosphorylierte JAK-Kinasen und

dephosphorylieren sie, dabei tragen sie zur Inhibition der Signalweiterleitung bei (David et
13



Einleitung

al., 1995; Irie-Sasaki et al., 2001; You et al., 1999). PTPs konnen aber auch an
phosphorylierte STAT-Molekiile binden und diese dephosphorylieren, wie fiir SHP2 und
STATS gezeigt werden konnte (Chen et al., 2003).

Zur Gruppe der regulatorischen Proteine, die ebenfalls die Aktivitit von STAT-Molekiilen
beeinflussen gehort die Familie der PIAS-Proteine. Bisher wurden vier Mitglieder
beschrieben, PIASI, 3, X, Y (Liu et al., 1998; Shuai, 2000), die mit verschiedenen STAT-
Mitgliedern interagieren. Wie PTPs sind PIAS-Proteine konstitutiv aktiv, die Interaktion mit
STATs ist aber Zytokin-abhingig, sie erfolgt nicht in unstimulierten Zellen. Dies kann
dadurch erkldrt werden, dass PIAS nur STAT-Dimere binden kann, jedoch nicht STAT-
Monomere (Liao et al., 2000). Es wurden verschiedene Mechanismen fiir die Aktivitit von
PIAS beschrieben. So ist bekannt, dass PIAS1 und 3 die DNA-Bindung von STAT-Dimeren
verhindern, wohingegen PIASX und Y die STAT-abhéngige Transkription blockieren ohne
die DNA-Bindung zu beeintrichtigen (Arora et al., 2003; Chung et al., 1997; Liu et al., 2001;
Liu et al., 1998).

1.3.6 Zielgene von Typl und Typll IFN und deren Funktion
Die Replikation vieler verschiedener RNA- und DNA-Viren wird durch IFN inhibiert. Hierfiir

werden unterschiedliche Proteine induziert, die antivirale Aktivitit zeigen. Dazu gehdren die
Protein-Kinase PKR, die 2’-5’-Oligoadenylat-Synthetase (OAS) und RNaseL, die RNA-
spezifische Adenosin Deaminase (ADAR) und Mx-Protein GTPasen.

PKR ist eine RNA-abhidngige Serin/Threonin-Kinase, die konstitutiv exprimiert wird
(Clemens & Elia, 1997, Williams, 1999). Die Aktivierung erfolgt durch
Autophosphorylierung, die durch dsRNA induziert wird. Die so aktive PKR katalysiert die
Phosphorylierung verschiedener Proteine, die an der Translation beteiligt sind, wie zum
Beispiel elF2a (o-Untereinheit des eukaryotischen Proteinsynthese Initiationsfaktor 2)
(Panniers & Henshaw, 1983) und Phosphatase 2A (Xu & Williams, 2000). Als Konsequenz
wird die Translation viraler und zelluldrer RNA blockiert.

Die Degradation viraler RNA erfolgt mit Hilfe von OAS und RNaseL (Player & Torrence,
1998; Rebouillat & Hovanessian, 1999). Es gibt drei Formen von OAS (OAS1-3), die in
unterschiedlichen zelluliren Kompartimenten zu finden sind und sich in den Bedingungen,
die zu ihrer Aktivitdt fiihren, sowie in der Lénge der Oligoadenylaten (2-5A), die sie
produzieren, unterscheiden. Der Grund fiir diese Unterschiede ist bisher noch nicht bekannt.
OAS werden wiahrend viraler Infektionen aktiviert, dabei ist die Menge an induzierten OAS
abhédngig vom IFN-Typ, Zelltyp und Wachstums-Status der Zelle (Samuel, 1991; Stark et al.,

1998). RNaseL hat Endoribonuklease-Aktivitit und wird durch 2-5A Oligonukleotide
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aktiviert. = Das  Auftreten eines funktionellen 2-5A  Oligomers fithrt  zur
Konformationsdnderung der inaktiven Monomer-Form in die aktive Dimer-Form (Dong &
Silverman, 1995; Dong et al., 1994). Aktivierte RNaseL katalysiert die Degradation viraler
und zelluldrer RNA.

Neben der Degradation von RNA ist die post-transkriptionale Modifikation ein
wirkungsvoller Mechanismus, um die funktionelle Aktivitdt viraler und zellulirer RNA zu
verdndern. IFN-induzierbare ADAR1 (RNA-specific Adenosin Deaminase) gehort zu den
Proteinen, die RNAs modifizieren kdnnen (Patterson & Samuel, 1995; Patterson et al., 1995).
Die Deaminierung von Adenosin zu Inosin destabilisiert dsSRNA durch die Zerstdrung von
Basenpaaren (Wagner et al., 1989). Nach IFN-Behandlung ist eine Akkumulation von
ADARI1-Transkripten um etwa das 5-fache zu beobachten.

Die wohl am Besten charakterisierten IFN-induzierbaren Genprodukte mit antiviraler
Aktivitit sind die Protein Mx-GTPasen (MxA1-3). Thre intrinsische GTPase-Aktivitit wird
fiir die antivirale Aktivitdt benotigt. Sie sind in der Lage, virale Replikation ohne die Mithilfe
eines anderen Proteins zu blockieren (Haller et al., 1998). Die Assoziation erfolgt mit sich
selbst und viralen Protein-Komplexen. Mx-GTPasen werden durch Typl IFN, nicht jedoch
durch Typll IFN induziert (Simon et al., 1991). Das Spektrum an antiviraler Aktivitit und
molekularer Mechanismen zur Inhibition viraler Replikation ist vom spezifischen Mx-Protein,

seiner zelluldren Lokalisation und dem Virus-Typ abhéngig.

1.3.7 Virale Strategien gegen das Interferon-System

Viren haben verschiedene Strategien entwickelt, den antiviralen Aktivitidten des Interferon-
Systems entgegenzuwirken. So blockieren sie entweder die Synthese von IFNs, binden und
inaktivieren IFN-Molekiile, blockieren IFN-aktivierte Signale oder verhindern die Wirkung
von IFN-induzierten antiviralen Proteinen. Hierbei gibt es Systeme, die weitldufig die
Transkription und Translation der Wirtszelle abschalten, und solche, die gegen spezifische
Faktoren gerichtet sind. Bei der generellen Inhibition von Transkription und Translation muss
nicht zwingend eine Komponente des IFN-Signalwegs blockiert werden, es reicht die
generelle Blockade der Replikation, um die Signalweiterleitung zu unterbinden (Chee &
Roizman, 2004; Chen et al., 1999). Bei der spezifischen Inhibition von IFN-Komponenten
gibt es verschiedene Strategien, die antivirale Aktivitit zu unterdriicken. Hierbei ist es
moglich, dass ein virales Protein verschiedene Komponenten des IFN-Induktions- sowie des
IFN-Signalwegs inhibiert und dass ein Virus mehrere Strategien gegen die Aktivitdt von IFNs
entwickelt hat. So bindet das virale Protein NS1 von Influenza B Viren unter anderem an

dsRNA und inhibiert dadurch die Induktion von Typl IFNs (Dauber et al., 2004). Daneben
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blockiert NS1 auch die Polyadenylierung von mRNA und hat einen positiven Einfluss auf die
Translation viraler mRNA (Krug et al., 2003). V-Proteine einiger Paramyxoviren binden an
MDAS und inhibieren dadurch die Induktion von IFN (Andrejeva et al., 2004) und fiihren
dartiber hinaus durch Ubiquitinierung zur Degradation von STAT1 (Precious et al., 2005).
Auch Mitglieder der IRF-Familie bilden Angriffspunkte viraler Mechanismen gegen eine
Induktion von IFNs. Hier ist am hédufigsten IRF3 betroffen, das einen erheblichen Einfluss auf
die Induktion von Typl-Interferonen hat (Foy et al., 2003). Es wurde beschrieben, dass die
Aktivierung von IRF3 blockiert sein kann (Basler et al., 2003; Brzozka et al., 2005; Unterstab
et al., 2005) oder virale IRF-Homologe exprimiert werden, die die Aktivitit des zelluldren
IRF nachahmen oder einen dominant-negativen Effekt ausiiben (Lubyova et al., 2004;
Lubyova & Pitha, 2000). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Expression von SOCS-
Proteinen induziert wird, welche negative Regulatoren des JAK-STAT-Signalwegs sind
(Bode et al., 2003; Yokota et al., 2004). Auch die Zielgene des IFN-Systems sind Ziele viraler
Antagonisten. Viren mit dsRNA-binde-Aktivitdt haben nicht nur eine Strategie gegen die
Induktion von IFN entwickelt, sie wirken somit auch der Aktivitiat von IFN-induzierten Genen
wie PKR und OAS entgegen (Vyas et al., 2003).

Die bisherigen Kenntnisse liber die Komponenten des Interferon-Systems und ihre viralen
Gegenspieler sind begrenzt. Die Erforschung und das Verstidndnis viraler Strategien, die
gegen die Immunantwort der Wirtszelle gerichtet sind, konnten helfen, neue antivirale

Medikamente und Therapien zu entwickeln.

1.4 Zielsetzung

Durch Vorarbeiten zum Einfluss des Proto-Onkogens c-myc auf die Immunerkennung und die
Interferon-Signalwege, die die Immunerkennung steuern, wurde die Beobachtung gemacht,
dass EBV-positive BL-Linien auf IFNy nicht mit einer Phosphorylierung von STATI
antworten. In EBV-negativen BL-Linien wird STAT1 dagegen durch IFNy-Behandlung an
Tyrosin 701 phosphoryliert. Es ist bekannt, dass EBV-positive BL-Zellen trotz der Expression
von Fremdantigenen nicht vom Immunsystem erkannt werden. Die IFNy-Resistenz konnte
einer der Mechanismen fiir die Immunevasion dieser Tumorzellen sein, da wichtige Gene fiir
die zellvermittelte Immunantwort (wie z.B. MHC-Molekiile, Komponenten des
Immunproteasoms und Peptidtransporters) durch IFNy-regulatorische Promotorelemente

stimuliert werden.
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Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Phidnomens der IFNy-Resistenz in EBV-
positiven Burkitt Lymphom-Zellen im Latenz I[-Phdnotyp. Hierbei sollte zuerst der
Mechanismus der Resistenz und die mogliche Beteiligung eines viralen Genprodukts ermittelt
werden. Weiterhin sollte untersucht werden, welche Wirkung diese Resistenz auf die T-Zell-

Erkennung EBV-positiver BL-Zellen hat.
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2.  Ergebnisse

Um den Mechanismus des Phidnomens der IFNy-Resistenz und den moglichen Einfluss auf
die Immunevasion zu verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit EBV-negative und EBV-
positive BL auf ihre Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich der Reaktivitét
gegeniiber Typl und Typll IFN untersucht. Neben der Analyse des Phdnomens sollte die

Regulation immunmodulatorischer Proteine studiert werden.

2.1 Untersuchungen EBV-positiver und EBV-negativer BL-Linien

Um herauszufinden, ob die beobachtete IFNy-Resistenz allgemein in EBV-positiven BL-
Zellen mit einem Latenz [-Phénotyp zu beobachten ist, wurden viele verschiedene Zelllinien
auf ihre Sensitivitdt gegeniiber Typl und Typll IFN getestet. Als Kontrollen wurden EBV-
negative BL, LCL sowie EBV-positive BL im Latenz III-Phénotyp herangezogen. Neben der
Behandlung mit IFNy erfolgte auch eine Stimulation mit IFNB um zu untersuchen, ob eine
generelle Resistenz gegentiber IFN vorliegt. Eine ausfiihrliche Beschreibung der untersuchten

Zelllinien ist in Abschnitt 4.1.5 zu finden.

2.1.1 Stimulation verschiedener BL mit Typl und TyplII IFN

Die Behandlung von Zellen mit IFNy und IFN fiihrt in beiden Fillen zur Phosphorylierung
von STATI1 an Tyrosin 701. Diese Phosphorylierung zeigt die Aktivierung des jeweiligen
Signalwegs an und diente als Nachweis fiir die Sensitivitit gegeniiber dem jeweiligen IFN.
Die Zellen wurden mit jeweils 300 U/ml IFNy und IFNP fiir 30 min und 24 h behandelt. Als
Negativkontrolle wurde stets ein Teil der Zellen nicht mit IFN behandelt. Zur Uberpriifung
der Sensitivitit der getesteten Linien wurden Zellextrakte gewonnen und diese mittels
Western-Blot-Methode auf die Phosphorylierung von STAT1 mit Hilfe eines spezifischen
Antikorpers gegen phosphoryliertes Tyrosin 701 hin analysiert.

In allen getesteten EBV-negativen Zelllinien konnte die Phosphorylierung von STAT1 an
Tyrosin 701 sowohl nach Stimulation mit IFNy als auch mit IFN beobachtet werden. Dabei
ist anzumerken, dass das Signal fiir die Phosphorylierung nach Gabe von Typl IFN stiarker
war als bei Typll IFN. Des Weiteren war zu beobachten, dass die Signalstirke nach 24-
stiindiger Inkubation stark nachgelassen hatte, wohingegen nach 30 min ein gutes Signal zu
sehen war.

Wie die EBV-negativen Zelllinien zeigten auch alle getesteten EBV-positiven Latenz III-
Linien sowie alle stimulierten LCL eine Antwort auf Typl und TyplII IFN.
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Die Mehrheit der EBV-positiven Latenz 1 BL-Zellen, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden, zeigte eine deutliche Antwort auf IFNf, jedoch waren sie gegentiber I[FNy
resistent. Einzige Ausnahme stellte die Zelllinie CHEP-BL dar, die trotz eines stabilen Latenz
[-Phinotyps eine Phosphorylierung von STAT1 an Tyrosin 701 nach IFNy-Behandlung
zeigte.

In Abbildung 4 ist beispielhaft das Ergebnis einer Latenz I-Linie, einer Latenz I1I-Linie sowie

einer EBV-negativen Linie gezeigt.
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Abbildung 4: IFN-Stimulation verschiedener BL-Linien

In der Regel wurden 3 x 10° Zellen ausplattiert und jeweils mit 300 U/ml IFNy bzw. IFNB fiir die angegebenen

Zeitpunkte inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde nicht behandelt. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen

geerntet und Lysate hergestellt. AnschlieBend wurde mittels der Western-Blot-Methode die Phosphorylierung

von STAT1 an Tyrosin 701 mit einem spezifischen Antikdrper analysiert.

Ponceau S (Ladekontrolle), pY701 (phoyphoryliertes Tyrosin 701 von STAT1)

Mutul (Latenz I BL-Linie), Mutulll (Latenz III BL-Linie), BL41 (EBV-negative BL-Linie).

2.1.2 Untersuchungen zur moglichen Beteiligung von EBV zur Resistenz gegeniiber
IFNy

Aufgrund der beobachteten Unterschiede in EBV-negativen und EBV-positiven BL
hinsichtlich der Sensitivitit gegeniiber IFNy sollte ermittelt werden, ob ein virales
Genprodukt an der Resistenz in EBV-positiven Latenz I-Linien beteiligt ist. Hierzu wurden
sogenannte EBV-Verlust-Mutanten analysiert, die urspriinglich einen Latenz I-Phénotyp
zeigten, das EBV-Genom jedoch nach langer Kultivierung verloren haben und diesen EBV-
negativen Phénotyp beibehalten haben (Kitagawa et al., 2000; Nanbo et al., 2002; Shimizu et
al., 1994). Die EBV-positiven Ursprungszellen waren gegen IFNy resistent. Insgesamt
standen drei solcher Zelllinien zur Verfligung, die ebenfalls mit jeweils 300 U/ml Typl und
Typll IFN fiir 30 min und 24 h stimuliert und auf die Phosphorylierung von STAT1 an
Tyrosin 701 hin untersucht wurden. Ebenso wie ihre Ursprungszellen zeigten diese EBV-
Verlust-Mutanten keine Reaktion auf die Behandlung mit IFNy. Auch eine Reinfektion dieser
Verlust-Mutanten mit rekombinantem EBV erbrachte keine Unterschiede zu den

Ursprungszellen (Abbildung 5A). Neben diesen Mutanten standen noch andere Zelllinien zur
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Verfiigung, die urspriinglich EBV-negativ waren und durch die Infektion mit rekombinantem
Virus EBV-positiv geworden waren (Calender et al., 1987); diese Linien werden als

Konvertanten bezeichnet. Diese Mutanten waren, ebenso wie ihre EBV-negativen

Ursprungszellen gegeniiber I[FNy sensitiv (Abbildung 5B).
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Abbildung 5: IFN-Stimulation von EBV-Verlust-Mutanten (A) und Konvertanten (B)

Die Behandlung wurde wie in Abbildung 4 beschrieben durchgefiihrt. Der Nachweis der Phosphorylierung von
STATI an Tyrosin 701 erfolgte ebenfalls mittels spezifischer Antikdrper im Western-Blot.

Ponceau S (Ladekontrolle), pY701 (phoyphoryliertes Tyrosin 701 von STAT1)

Akata-Verlust (Verlust-Mutante der Zelllinie Akata, urspriinglich eine Latenz I-Linie), Akata reinf.
(Reinfektionsmutante von Akata), BL40 (EBV-negative BL), BL40/P3HR1 (Konvertante von BL40, infiziert
mit dem rekombinanten EBV P3HR1), BL40/B95-8 (Konvertante von BL40, infiziert mit dem rekombinanten

EBV B95-8).
2.2 Analyse der Signalkomponenten des IFNy-Signalwegs

Um die mogliche Ursache fiir den Verlust der Reaktivitit gegeniiber IFNy in EBV-positiven
BL-Zellen zu ermitteln, wurde die Expression aller Komponenten des IFNy-Signalwegs
oberhalb von STAT1 und von STATI selber tiberpriift; die Untersuchung erfolgte sowohl auf
RNA- als auch auf Proteinebene. Mittels quantitativer Real Time-PCR (qRT-PCR) konnte die
Expression auf RNA-Ebene ermittelt werden. Hierzu wurden die antwortenden Linien und die
[FNy-resistenten Linien jeweils in einer Gruppe zusammengefasst. Zur Analyse der
Expression auf Proteinebene wurde entweder die Western-Blot-Methode herangezogen oder

die Expression anhand von FACS-Analysen ermittelt.
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2.2.1 Untersuchung moglicher Defekte in STAT1

Alle getesteten Zelllinien, unabhingig ihrer Sensitivitit gegeniiber IFNy, zeigten eine
Phosphorylierung von STAT1 an Tyrosin 701 nach Stimulation mit IFN. Dies zeigt, dass
keine Mutation des Tyrosin 701 vorliegt, welche die Resistenz gegeniiber IFNy erklidren
konnte (Abbildung 4 und 5). Des Weiteren konnte eine fehlende Expression von STATI-
Molekiilen ausgeschlossen werden, da STATI in allen getesteten Zelllinien nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 6). Bei einigen Linien konnte nach 24-stiindiger I[FN-Stimulation
eine Hochregulation der STAT1-Expression beobachtet werden (Abbildung 6, BL41). Da in
allen getesteten Zelllinien eine deutliche Expression von STAT1 und eine Phosphorylierung
nach IFNB-Stimulation nachgewiesen werden konnte, ist ein Defekt in dieser

Signalkomponente unwahrscheinlich.
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Abbildung 6: Expression von STAT1 in verschiedenen BL-Linien

Die Zellen wurden wie im vorigen Abschnitt beschrieben behandelt und geerntet, anschlieBend wurden Lysate
hergestellt. Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gegen STATI konnte die Expression des Proteins in den
getesteten Zelllinien nachgewiesen werden.

Ponceau S (Ladekontrolle), STAT]1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1)

Mutul (Latenz I BL-Linie), Mutulll (LatenzIIl BL-Linie), BL41 (EBV-negative BL-Linie).

2.2.2 Testen der Expression der IFNy-Rezeptorketten

Die Analyse der Expression beider Ketten des IFNy-Rezeptors mittels quantitativer RT-PCR
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen IFNy-resistenten und suszeptiblen Zellen
(Abbildung 7A). Die Untersuchung der Expression der Rezeptorketten auf der Zelloberfldche
erfolgte mittels FACS-Analysen. Fiir die a-Kette des IFNy-Rezeptors konnte kein
Unterschied in der Expression von sensitiven und resistenten Zellen beobachtet werden
(Abbildung 7B). Die Expression der B-Kette konnte aufgrund fehlender spezifischer
Antikorper weder durch FACS-Analysen noch durch Western-Blots nachgewiesen werden.
Jedoch ist bekannt, dass die a-Kette nur dann an der Oberflache exprimiert wird, wenn eine
funktionierende p-Kette anwesend ist (Farrar & Schreiber, 1993). Somit kann davon

ausgegangen werden, dass die B-Kette ebenso exprimiert und funktionell ist.
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Abbildung 7: Die Expression des IFNy-Rezeptors

Die Expression wurde auf RNA- (QRT-PCR) und Protein-Ebene untersucht.

A) Die mRNA-Mengen beider Rezeptorketten wurden auf die mRNA von CD19 standardisiert und auf den
Mittelwert der antwortenden Zellen normalisiert. Beide Rezeptorketten sind gering reduziert in resistenten
Linien exprimiert.

B) Die Expression der a-Kette auf der Zelloberfliche wurde mit Hilfe von FACS-Analysen bestimmt. Die
Expression unterscheidet sich nicht in resistenten und antwortenden Linien.

Akata und Mutul (resistent, Latenz I-BL), Mutulll (sensitiv, Latenz III-BL), Awia-BL cl.5e10 (sensitiv, EBV-
negative BL).

2.2.3 Untersuchung moglicher Defekte der Tyrosin-Kinasen JAK1 und JAK2

Durch die Beteiligung von JAK1 sowohl am Typl- als auch am TyplI-Signalweg und die
erfolgreiche Phosphorylierung von STAT1 in allen Linien nach IFNB-Gabe konnte ein Defekt
in JAK1 als Ursache fiir die Resistenz gegeniiber IFNy ausgeschlossen werden. So konnte
auch demonstriert werden, dass JAK1 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in allen

Zelllinien exprimiert wird (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Expression der Tyrosin-Kinase JAK1
A) Die mRNA-Menge sowohl von JAK1 wurde auf die mRNA von CDI19 standardisiert und jeweils der

Mittelwert der antwortenden Zellen und resistenten Zelllinien gebildet. JAK1 ist in IFNy-resistenten Linien leicht

erhoht exprimiert.
B) Alle getesten Zelllinien wurden auf die Expression der Tyrosin-Kinase JAK1 auf Proteinebene mit Hilfe der

Western-Blot-Methode untersucht. Hierflir wurden die Zellen wie unter 4.3.1 beschrieben aufbereitet. Nach der
Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE konnte JAK1 durch einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen
werden. JAK1 wird in allen Linien -unabhingig von einer Resistenz gegeniiber IFNy- exprimiert.

Ponceau-S (Ladekontrolle), JAK1 (Januskinase 1), Mutul (Latenz I BL-Linie), Mutulll (Latenz III BL-Linie),
BL41 (EBV-negative BL-Linie).

Die Untersuchung von JAK2 zeigte hingegen ein signifikant reduziertes mRNA-
Expressionsniveau sowie eine fehlende Expression auf Proteinebene in der Mehrheit der
IFNy-resistenten Linien (Abbildung 9). Lediglich in vier (BL29, Rael, WAN, WW2) von
zehn getesteten resistenten Linien konnte die Expression von JAK2 gezeigt werden und nur
BL29 zeigte eine Expression in einer vergleichbaren Hohe zu antwortenden Zellen. Die
anderen drei Linien zeigten eine kaum nachweisbare Expression. In Abbildung 9 sind zur
Demonstration der Expression von JAK2 in IFNy-sensitiven Zelllinien die EBV-positiven,
Latenz III-Linien Jijoye und BL89, sowie eine LCL (EBV 1.25) und eine EBV-negative Linie
(BL49) abgebildet.
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Abbildung 9: Expression der Tyrosin-Kinase JAK2 auf mRNA- und Proteinebene

A) Die Expression von JAK2 auf mRNA-Ebene wurde wie im vorigen Abschnitt beschrieben untersucht. Die
Tyrosin-Kinase zeigt eine deutliche Reduktion in resistenten Linien.

B) Die Untersuchung der Expression von JAK?2 auf Proteinebene erfolgte ebenfalls in allen in dieser Arbeit
analysierten Zelllinien wie in der vorherigen Abbildung bereits beschrieben. Die Tyrosin-Kinase JAK2 wird in
allen antwortenden Zellen exprimiert, jedoch konnte sie nur in vier der zehn getesteten IFNy-resistenten Linien
nachgewiesen werden. Nur BL29 zeigte eine vergleichbare Expression zu antwortenden Linien.

Ponceau-S (Ladekontrolle), JAK1 (Januskinase 1), JAK2 (Januskinase 2), Mutul, BL29, Rael, CHEP, WAN,
WW2, Akata, Daudi (Latenz I BL-Linie), Mutulll, BL89, Jijoye (Latenz III BL-Linie), BL41, BL49 (EBV-
negative BL-Linie), EBV 1.25 (LCL), 293-JAK?2 (Positivkontrolle fiir JAK?2).

2.3 Wiederherstellung der Signalweiterleitung in IFNy-resistenten

Zelllinien

2.3.1 Transiente Transfektion mit JAK?2

Um zu untersuchen, ob die fehlende oder mangelhafte Expression von JAK2 fiir die Resistenz
in EBV-positiven Latenz I-Zelllinien verantwortlich ist, wurden die Zellen mit dem

retroviralen JAK2-Expressionsplasmid MIGR-1 transfiziert. Zusitzlich wurden die Zellen mit
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dem pINCO-Plasmid kotransfiziert, welches zur Expression eines verkiirzten NGFR (Nerve
Growth Factor Receptor, ANGFR) fiihrt. Dies ermdglichte es, die JAK2-exprimierenden
Zellen mittels MACS (Magnetic Associated Cell Sorting) aufzureinigen. Die Verkiirzung des
NGFR am intrazelluldren Teil verhindert eine Signalweiterleitung im Falle einer Interaktion
des Rezeptors mit einem Liganden oder agonistischen Antikorper. Als Negativkontrolle
diente die Transfektion von pINCO allein.

Die Transfektion erfolgte in drei JAK2-negative Linien (Akata, Mutul und Elijah), sowie in
die vier IFNy-resistenten, JAK2-exprimierenden Linien (WAN, WW2, Rael und BL29). Die
Transfektionseffizienz von WAN, WW2 und BL29 stellte sich als sehr niedrig heraus, so dass
fiir diese Linien keine Ergebnisse erzielt werden konnten. Die restlichen Linien zeigten jedoch

eine deutliche Expression von JAK2 nach Transfektion und Aufreinigung der transfizierten

Zellen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: JAK2-Expression nach transienter Transfektion

Die Zellen wurden wie in Kapitel 4.4.5 beschrieben transient mit dem retroviralen JAK2-Expressionsplasmid
MIGR-1-JAK? transfiziert. Zur anschlieBenden Aufreinigung mittels MACS wurden die Zellen mit ANGFR
kotransfiziert. Nach erfolgter Transfektion und Aufreinigung wurden die Zellen mittels Western-Blot auf die
Expression von JAK2 untersucht.

Ponceau-S (Ladekontrolle), NGFR (alleinige Transfektion mit pINCO-NGFR, Negativkontrolle, Nerve Growth

Factor Receptor), JAK2 (Januskinase 2)
Akata-, Mutul-, Elijah-, Rael-JAK?2 (transfizierte Zellen der urspriinglich JAK2-negativen Linien).
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2.3.2 Stimulation der JAK2-exprimierenden Zellen

Die iiber MACS aufgereinigten Zellen wurden mit 300 U/ml IFNy und IFNP stimuliert.
Allerdings erfolgte aufgrund der geringen Anzahl der Zellen nach der Aufreinigung nur eine
Stimulation fiir 30 min. Als Negativkontrolle blieb auch hier ein Teil der Zellen unstimuliert.
Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, konnte fiir Akata, Mutul, Elijjah und Rael nach
Transfektion von JAK2 und Stimulation mit IFNy eine Aktivierung des Signalwegs
beobachtet werden. Dies zeigt, dass die fehlende Expression von JAK2 fiir die IFNy-
Resistenz verantwortlich ist. Rael gehort zu den resistenten Zelllinien, die eine geringe Menge
an JAK?2 exprimieren und dennoch nicht auf IFNy antworten. Die Expression von exogenem
JAK2 ermoglichte jedoch die Signalweiterleitung nach IFNy-Stimulation.

Da nach der Aufreinigung der Zellen mittels MACS eine sehr geringe Anzahl an Zellen fiir
die IFN-Behandlung zur Verfiigung stand, sollen Einzelzellklone etabliert werden. Damit soll
sichergestellt werden, dass eine ausreichende Zellzahl fiir Experimente zur Verfiigung steht.

Hierfiir wurde das jak2-Gen bereits in das Expressionsplasmid p141CAG-3SIP eingebracht.
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Abbildung 11: STAT1-Phosphorylierung an Tyrosin 701 nach Transfektion mit JAK2

Jeweils 2x10” Zellen wurden mit JAK2 und ANGFR transient transfiziert. Die Aufreinigung der JAK2-positiven
Zellen erfolgte mittels MACS, anschlieBend wurden die aufgereinigten Zellen mit 300 U/ml IFNy bzw. IFN fiir
30 min stimuliert. Die Transfektion mit NGFR diente als Negativkontrolle. Nach Transfektion von JAK2 und
Stimulation mit IFNy war eine Phosphorylierung von STAT1 an Tyrosin 701 und somit die Aktivierung des
IFNy-Signalwegs nachweisbar.

Ponceau-S (Ladekontrolle), NGFR (Nerve Growth Factor Receptor), pY701 (phosphoryliertes Tyrosin 701 von
STATI), JAK2 (Januskinase 2), Akata-, Mutul-, Elijah-, Rael-JAK2 (JAK2-transfizierte Linien).
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2.4 Unterscheidung zwischen einem genetischen und epigenetischen
Mechanismus

Die fehlende Expression von JAK2 kann grundsétzlich durch zwei Mechanismen
hervorgerufen werden. Sie kann entweder auf genetische Ursachen zuriickzuflihren sein (z.B.
Mutationen) oder einen epigenetischen Ursprung haben (z.B. Methylierung der
Promotorregion). Um zu testen, ob es sich um eine genetische oder epigenetische
Verianderung handelt, wurden Latenz I-Zelllinien und BL-Linien mit einem Latenz III-
Phénotyp auf ihre Antwort gegeniiber IFNy verglichen. Da man davon ausgehen kann, dass
Zelllinien mit einem Latenz III-Phdnotyp urspriinglich aus Latenz I-Zellen entstanden sind,
kann durch eine IFNy-Suszeptibilitit von Latenz III-Zellen eine genetische Inaktivierung des

JAK2-Gens als Ursache fiir die IFNy-Resistenz ausgeschlossen werden.

Tabelle 2: Zusammenfassung aller getesteter Zelllinien

Zelllinie EBV-Status Latenz Translokation Anzahl IFNy-Antwort
BL - t(8;14) 8 pos.
- t(8;22) 4 pos.
BL Konvertant ? t(8;14) 4 pos.
+ I 1(8;14) 12 pos.
BL + il 1(8;22) 10 pos.
+ I t(8;2) 4 pos.
BL + I t(8;14) 10 9 neg., 1 pos.
BL EBV-Verlust I— - 1(8;14) 3 neg.
BL EBV-reinfiziert [—--—1 t(8;14) 2 neg.
LCL + 11 10 pos.

Die Ergebnisse, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind, unterstreichen die Annahme, dass
keine genetische Verdnderung vorliegt, die fiir die [FNy-Resistenz in EBV-positiven Latenz I-
Linien verantwortlich ist, da alle getesteten Latenz III-Zelllinien gegeniiber IFNy suszeptibel
waren.

Um zu verifizieren, dass Latenz IlI-Zellen (IFNy-responsiv) tatsdchlich aus LatenzI-Linien
(IFNy-resistent) hervorgegangen sind, stand eine Zelllinie (Mutu) zur Verfiigung, die sowohl
in der Latenz III, als auch Latenz I vorlag. Fiir die Untersuchung wurde eine DNA-Analyse
zur  Uberpriifung der VDJ-Rekombination —durchgefiihrt, die Aufschluss iiber
Verwandtschaftsverhéltnisse dieser BL-Zellen liefern sollte. B-Zellen entwickeln wihrend der

Differenzierung durch somatische Rekombination ihrer Immunglobulin-Ketten einen
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individuellen B-Zell-Rezeptor aus (BCR). Diese Individualitdt kann genutzt werden, um
anhand der Diversitit der Zusammensetzung der verschiedenen Gensegmente der
Immunglobulin-Ketten und der Basensequenz der Verbindungsstellen die Verwandtschaft von
B-Zellen zu iiberpriifen. Da Latenz III-Linien in Kultur aus Latenz I-Linien hervorgehen,
konnen aufgrund der VDJ-Rekombination Riickschliisse auf die Ursprungszelle der Linien
gezogen werden. Zellen gleichen Ursprungs besitzen dieselbe VDJ-Rekombination.

Die Untersuchung der VDJ-Rekombination erfolgte mittels PCR, iiber die die verschiedenen
Gensegmente amplifiziert wurden. Die PCR-Produkte wurden sequenziert und anschliefend
mit dem Programm Chromas analysiert. Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Blast-
Programms auf Gemeinsamkeiten untersucht. Die Analyse der Daten zeigte, dass Mutul und
MutulIl von derselben Ursprungszelle abstammen. Aufgrund der Tatsache, dass Mutulll aus
einer Mutul-Linie hervorgegangen ist und Mutulll IFNy-sensitiv ist, ist eine genetische

Ursache fiir die fehlende JAK2-Expression zumindest in dieser Zelllinie unwahrscheinlich.

2.4.1 Untersuchungen zur Methylierung des JAK2-Promotors
Durch die Untersuchung der VDJ-Rekombination in den Zelllinien Mutul und Mutulll

erscheint zumindest fiir diese Zelllinie ein genetischer Mechanismus fiir die fehlende JAK2-
Expression unwahrscheinlich. Da alle hier untersuchten Latenz IIlI-Linien auf IFNy
antworteten ist eine epigenetische Veridnderung (z.B. Methylierung des JAK2-Promotors) in
den restlichen getesteten Latenz I-Linien als Ursache fiir die fehlende oder stark reduzierte
Expression von JAK2 sehr wahrscheinlich.

Die mdgliche Methylierung des Promotors wurde durch den Einsatz von 5’-Azacytidin
untersucht. Diese Substanz ist ein Cytidin-Analogon und fiihrt durch die Blockierung von
DNA-Methyltransferasen zur Demethylierung von DNA-Abschnitten. Zwei resistente
Zelllinien (Akata und Mutul) wurden fiir insgesamt sieben Tage mit 10 uM 5’-Azacytidin
(AZA) behandelt. Zu jedem Zeitpunkt (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 168 h) wurden Zellen geerntet
und fiir die Western-Blot-Methode vorbereitet. Zuerst wurde die Expression von EBNA2
untersucht, da dieses Protein in Latenz I-Linien aufgrund von Methylierung nicht exprimiert
wird (Masucci et al., 1989). Nach 72-stiindiger AZA-Behandlung war in der Zelllinie Akata
eine deutliche Expression von EBNA2 nachweisbar, jedoch kann keine Expression von JAK2
und somit auch keine Phosphorylierung von STAT1 beobachtet werden. Ein dhnliches Bild
zeigte Mutul; hier war ebenfalls nach 72 h ein deutliches Signal fiir die Expression von
EBNAZ2 zu sehen, jedoch weder eine Expression von JAK2, noch eine Phosphorylierung des
Tyrosin 701 von STAT1 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Untersuchung zur Methylierung des JAK2-Promotors

Je 3 x 10° Zellen der Latenz I-Linien Mutul und Akata wurden ausplattiert und fiir die angezeigten Zeitpunkte
mit 10 pM 5’-Azacytidin und gegebenenfalls auch mit IFNy behandelt. Nach 72 h Inkubation wurde Azacytidin
aus dem Medium gewaschen und die Zellen fiir zwei Tage in Zellkulturmedium weiterkultiviert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Lysate der Zellen gewonnen und diese fiir den Western-Blot vorbereitet. Die
Expression von EBNA2, JAK2 und die Phosphorylierung von STAT1 an Tyrosin 701 wurde mittels spezifischer
Antikorper gegen das jeweilige Protein nachgewiesen. Nach 72 h war eine deutliche Expression von EBNA2 zu
beobachten. Dies ging jedoch nicht mit der Expression von JAK2 und somit auch nicht mit der Phosphorylierung
von STAT] einher.

Ponceau-S (Ladekontrolle), pY701 (phosphoryliertes Tyrosin 701 von STAT1), JAK2 (Januskinase 2), EBNA2
(EBV-nuclear antigen 2),

Akata, Mutul (Latenz I BL-Linie), Mutulll (Latenz III BL-Linie, Positivkontrolle fiir die Expression von
EBNAZ2 und JAK2).

2.5 Proliferationstest nach IFN-Behandlung

Neben der Untersuchung der IFNy-Resistenz sollte die Wirkung von Typl und TyplI IFN auf
die Proliferation EBV-positiver und EBV-negativer BL analysiert werden. Dies erfolgte
mittels Zellzahlung und mit Hilfe des MTT-Assays.

2.5.1 Zellzihlung

Die Zellzdhlung erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe von IFN, insgesamt
wurde ein Zeitraum von sieben Tagen untersucht. Durch die Anfirbung toter Zellen mit
Trypanblau konnten die lebenden Zellen von den toten unterschieden werden. Es wurden zwei
EBV-positive Latenz I-Zellen, sowie zwei EBV-negative und zwei Latenz III-Linien
analysiert. Wie in den Graphiken zu sehen ist, hatte die Behandlung mit TypI-IFNs in der
Zelllinie BL31 einen negativen Einfluss auf das Wachstum (Abbildung 13). Durch die
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Stimulation mit Typll IFN konnte bei keiner Linie ein Effekt auf die Proliferation festgestellt

werden.
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Abbildung 13: Proliferation IFN-behandelter Zellen

Jeweils zwei EBV-positive Latenz I (Akata, Mutul), EBV-positive Latenz III (Mutulll, BL18) und EBV-negative (BL41,
BL31) BL-Linien wurden in einer Konzentration von 2,5x10° ausgesit. Die Zellen wurden jeweils mit 300 U/ml IFNy, mit
300 U/ml IFNP behandelt oder blieben zur Kontrolle ohne IFN. Zu den angezeigten Zeitpunkten wurden die toten Zellen
mit Trypanblau angeférbt und die lebenden gezahlt.

2.5.2 MTT-Assay

Zusitzlich zur Zellzdhlung wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt, mit dem ebenfalls die
Proliferation der Zellen gemessen wurde. Der Nachweis der Proliferation beruht auf der

Reduktion des gelben Farbstoffs MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazoliumbromid) in ein blau-violettes Formazan. Diese Reduktion erfolgt

hauptsdchlich durch die Umsetzung von NADH und NADPH. Die Messung erfolgte zu

denselben Zeitpunkten, an denen auch die Zellzdhlung durchgefiihrt wurde. Abbildung 14

zeigt das Ergebnis des Experiments. Auch hier ist zu sehen, dass IFNP einen negativen

Einfluss auf die Proliferation von BL31-Zellen hatte, die {ibrigen Zelllinien jedoch nicht in

threm Wachstum beeintrachtigte. IFNy hingegen zeigte auch hier keinen Effekt.
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Abbildung 14: MTT-Messung

Bei diesem Experiment wurden dieselben Zelllinien eingesetzt wie im vorigen Abschnitt. Die Zellen wurden
jeweils mit 300 U/ml IFNy bzw. IFNB behandelt oder zur Kontrolle unbehandelt gelassen. Zu den angezeigten
Zeitpunkten wurden die Zellen mit dem Farbstoff MTT fiir vier Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die OD
bei 570 nm gemessen. Ein Farbumschlag von gelb nach violett-blau zeigt die Proliferation der Zellen an.
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2.6 Analyse von BL-Biopsien

Alle bisher vorliegenden Ergebnisse beruhen auf Experimenten mit Zelllinien in Kultur, was
die Situation in vitro wiederspiegelt. Um eine bessere Aussage iiber die in vivo-Situation
machen zu kdnnen, wurden Zellen von sieben EBV-positiven Burkitt Lymphom-Biopsien mit
Typl und Typll IFN behandelt und auf die Aktivierung ihrer Signalwege und die Expression
von JAK2 hin untersucht.
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Abbildung 15: IFN-Stimulation von EBV-positiven Biospien

4x10° Biopsiesuspensionszellen wurden mit IFNy und IFNP fiir 30 min und 2-6 h behandelt bzw. als
Negativkontrolle unbehandelt gelassen. Insgesamt wurden sieben EBV-positive Biopsien des BL auf ihre
Sensitivitdt gegeniiber IFNy hin untersucht. Zwei (Sav und Silva) zeigten eine IFNy-Resistenz, drei waren
responsiv (Yume, Onziru, Tamule) und zwei Biopsien brachten keine auswertbaren Ergebnisse (Emuikia, Glor).
JAK2 (Januskinase 2), pY701 (phosphoryliertes Tyrosin 701 von STAT1)

Mutulll, PA682 (beide EBV-positive Latenz III-Linien, Positivkontrolle).
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Die Zellen aus Biopsien wurden wie die Zelllinien in Kultur mit IFNy und IFNP behandelt.
Aufgrund der schnellen und hohen Sterberate von frisch aufgetautem Biopsie-Material wurde
die Inkubationszeit mit IFN auf 30 min und 2-6 h reduziert. AnschlieBend wurden die Proben
fiir den Western-Blot aufbereitet. Die Analyse der Phosphorylierung von STAT1 nach IFN-
Behandlung ergab ein uneinheitliches Bild. Drei der getesteten Biopsien zeigten eine
Phosphorylierung von STAT1 an Tyrosin 701 nach Stimulation mit IFNy. Bei zwei Biopsien
war aufgrund der geringen Anzahl an lebenden Zellen keine Aussage moglich. Bei zwei der
getesteten Biopsien wurde eine IFNy-Resistenz beobachtet (Abbildung 15).

Neben der Phosphorylierung von STAT1 wurde auch die Expression von JAK2 mit Hilfe der
Western-Blot-Methode untersucht. Fiir sechs der getesteten Biopsien war eine JAK2-
Expression zu beobachten (Abbildung 15). Nur eine Biopsie, die auch eine Resistenz
gegeniiber IFNy aufwies, exprimierte kein JAK2. Jedoch war das Expressionsniveau von
JAK2 in einigen Biopsien geringer als das von antwortenden Linien. Eine geringe JAK2-
Expression war auch in einigen IFNy-resistenten Zelllinien (BL29, WAN, WW2, Rael)
beobachtet worden (Abbildung 9).

2.7 Untersuchungen zum moglichen Einfluss der IFNy-Resistenz auf die
Immunevasion EBV-positiver Burkitt Lymphom-Zellen

Es ist bekannt, dass EBV-positive BL-Zellen trotz der Expression von Fremdantigenen nicht
vom Immunsystem erkannt werden. Die IFNy-Resistenz konnte einer der Mechanismen fiir
die Immunevasion dieser Tumorzellen sein, da wichtige Gene fiir die zellvermittelte
Immunantwort (wie z.B. MHC-Molekiile, Komponenten des Immunproteasoms und
Peptidtransporters) durch IFNy-regulatorische Promotorelemente stimuliert werden. Der
mogliche Einfluss der IFNy-Resistenz auf die Immunevasion sollte durch verschiedene

Experimente getestet werden.

2.7.1 51Cr-Freisetzungs-Messung

Mit Hilfe dieser Messung sollte der Einfluss der IFNy-Resistenz auf die Erkennung und
Totung EBV-infizierter BL durch zytotoxische T-Zellen (CTL) untersucht werden. Als
Positivkontrolle wurden EBV-negative BL eingesetzt, die zur Expression viraler Antigene
(AG) mit rekombinanten Vakzinia-Viren infiziert wurden. IFNy ist bekannt dafiir, die AG-
Prisentation in infizierten Zellen zu stimulieren, was zu einer effektiveren Erkennung und
Totung infizierter Zellen durch CTL fiihrt. Die beobachtete IFNy-Resistenz konnte eine Rolle
bei der Immunevasion EBV-positiver BL spielen, indem sie verhindert, dass solche Zellen

durch IFNy aktiviert werden, das von CTLs ausgeschiittet wird. In vivo konnten AG-
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spezifische CTLs zur IFNy-Ausschiittung gebracht werden, wenn virale Antigene, die von
apoptotischen BL-Zellen freigesetzt werden, durch Makrophagen oder Dendritische Zellen
kreuzprésentiert werden.

Es wurden zwei mal zwei Zelllinien eingesetzt, die jeweils denselben HLA-Typ exprimieren.
Mutul (EBV-positiv, IFNy-resistent) und BL31 (EBV-negativ, IFNy-sensitiv) exprimieren
HLA-A2, Akata (EBV-positiv, IFNy-resistent) und BL41 (EBV-negativ, IFNy-sensitiv)
exprimieren HLA-B32. Die Expression desselben HLA-Typs war wichtig, damit jeweils die
gleichen CTL-Klone, die spezifisch fiir einen bestimmten HLA-Typ sind, fiir die Analyse der
EBV-positiven und -negativen Linie eingesetzt werden konnten. Die HLA-identischen
Zelllinienpaare wurden jeweils mit Vakzinia-Viren infiziert, die zur Expression
unterschiedlicher EBV-AG fiihren. Als Positivkontrolle fiir die Funktionalitidt der CTL-Klone
wurden alle eingesetzten Zellen direkt mit Peptiden, die zur Prasentation keine Prozessierung
benétigen, beladen. Des Weiteren wurden zwei Negativkontrollen eingesetzt (DMSO und
Vakzinia-Leervektor, vaccTK"), die zu keiner Erkennung und T6tung fiihren.

Bevor die Inkubation der Zellen mit ihren spezifischen CTL-Klonen erfolgte, wurden die
Zellen mit IFNy stimuliert (als Negativkontrolle wurde auch hier wieder ein Teil der Zellen
unstimuliert gelassen) und mit verschiedenen Vakzinia-Viren infiziert. Zur Messung des
CTL-vermittelten Zelltods wurden die Zellen mit radioaktivem Chrom beladen, das durch die
Totung der Zellen freigesetzt wurde. Anhand der Menge an freigesetztem Chrom konnen
Riickschliisse auf die Immunerkennung und Tétung der Zellen gemacht werden.
Peptid-beladene EBV-positive und EBV-negative BL wurden durch die eingesetzten CTL-
Klone gut erkannt und getotet, allerdings konnte kein Unterschied zwischen IFNy-
Behandlung und unbehandelten Zellen beobachtet werden. Nach Infektion mit Vakzinia-
Viren konnte weder bei den eingesetzten EBV-negativen, noch bei den EBV-positiven BL-
Linien eine CTL-vermittelte Totung beobachtet werden. Auch hier ergab sich kein
Unterschied beim Vergleich IFNy-behandelter und unbehandelter Zellen (Abbildung 16 und
17).
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Abbildung 16: Lyse durch EBV-spezifische CTLs HLA-A2-exprimierender BL-Zelllinien

EBV-positive (Mutul) und —negative (BL31) BL-Linien wurden mit rekombinanten Vakzinia-Viren infiziert, die
EBV-Antigene exprimieren (vaccBMLF1, vaccBRLF1). Als Kontrolle wurden die Zellen mit Peptiden beladen
(GLC, YVL). Die eingesetzten Zellen wurden mit 300 U/ml IFNy behandelt oder unbehandelt gelassen und mit
spezifischen CTL-Klonen inkubiert. Die Freisetzung von *'Cr diente als Ma der Erkennung und Tétung der BL
durch ihre spezifischen CTL.

IM140.1G4, Jsmith, IM106.1 ¢l (CTL-Klone spezifisch fiir GLC und vaccBMLF1)

IM179 c211, IM106 ¢75, IM140.1 Y5 (CTL-Klone spezifisch fiir YVL und vaccBRLF1).
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Abbildung 17: Lyse durch EBV-spezifische CTLs HLA-B32-exprimierender BL-Linien

Die EBV-positive BL-Linie Akata und die EBV—-negative Linien BL41 wurden wie in Abbildung 16 beschrieben
mit rekombinanten Vakzinia-Viren infiziert. Diese Infektion fiihrt zur Expression eines EBV-Antigens
(vaccBZLF1). Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Peptid (EPL) beladen. Die Zellen wurden entweder mit
300U/ml IFNy behandelt oder ohne Zytokin-Stimulation belassen und mit dem spezifischen CTL-Klon inkubiert.
Auch hier diente die Freisetzung von >'Cr als MaBstab fiir die Erkennung und Totung der BL durch ihren
spezifischen CTL-Klon.

vaccTK™ (Negativkontrolle des Antigens vaccBZLF1, fiihrt nicht zur Erkennung und Tétung von BL durch
CTL), DMSO (Negativkontrolle des Peptids EPL, fiihrt nicht zur Erkennung und Tétung von BL durch CTL),
RB 3C2, RT c100, RB LD93 (CTL-Klone spezifisch fiir EPL und BZLF1).

2.7.2 Expression der Komponenten des MHC-I-Wegs in EBV-positiven und EBV-

negativen BL

Da bekannt ist, dass in B-Zellen die Antigenprisentation mittels des MHC-Klasse I-Wegs
durch Ligation mit CD40-Ligand (CD40L) -ebenso wie durch IFNy- hochreguliert wird, sollte
geklart werden, ob die Behandlung mit IFNy und CD40L gemeinsam die AG-Prisentation
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durch MHC-Klasse I-Molekiile stirker stimuliert als die Behandlung der Zellen mit je einem
der beiden Faktoren allein.

Zu Beginn wurde mittels Western-Blot die basale Expression der Peptidtransporter-
Untereinheiten TAP1 und TAP2 getestet. EBV-negative Linien (BL41 und BL31) zeigten
eine Hochregulation der Expression nach 24-stiindiger Behandlung mit Typl und TyplII IFN.
Dies war jedoch nicht bei Linien mit einem Latenz [-Phénotyp (Akata, Mutul) zu beobachten.
Hier war lediglich eine geringe Hochregulation nach Gabe von IFN zu sehen, wohingegen
sich die Expression von TAP1 und TAP2 nach IFNy-Behandlung nicht von der in
unbehandelten Zellen unterschied (Abbildung 18).
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HLA-B32 HLA-A2

Abbildung 18: Regulation der Expression des TAP-Transporters in BL-Linien

Untersucht wurden jeweils zwei Latenz I-Linien (Akata und Mutul) und zwei EBV-negative Linien (BL41 und
BL31), die, wie im vorherigen Abschnitt bereits beschrieben, jeweils den gleichen HLA-Phénotyp zeigen.

Die Expression beider Transporter-Untereinheiten stieg in EBV-negativen Linien nach 24-stiindiger Behandlung
mit Typl und TypIl IFN an. In Akata und Mutul ist diese Hochregulation nur nach IFNB-Behandlung zu

beobachten.
TAP1 und TAP2 (Untereinheiten des TAP-Transporters), Ponceau S (Ladekontrolle).

2.7.3 Kokultivierung mit CD40L-Zellen

Die Kultivierung erfolgte wie in Kapitel 4.4.7 beschrieben. Als Negativkontrolle wurden
LTK -Zellen eingesetzt, die keinen CD40-Liganden exprimieren. Es wurden insgesamt sieben
verschiedene Ansitze analysiert: unbehandelt, IFNy-Gabe fiir 30 min und 24 h, CD40L bzw.
Kokultivierung mit LTK™ fiir 36 h, CD40L bzw. LTK -Kokultivierung fiir 36 h plus IFNy-
Behandlung fiir 30 min und 24 h. Die anschlieBende Analyse der einzelnen Komponenten
erfolgte entweder mittels FACS-Analyse oder Western-Blot. Im FACS wurde die Expression
der Oberflachemarker CD10, CD38, CD80, CD86, MHC-I und MHC-II bestimmt. CD10 und
CD38 sind Keimzentrumsmarker, deren Expression durch die Aktivierung der B-Zellen

herunterreguliert wird. CD80 und CD86 sind Aktivierungsmarker, deren Expression durch die
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Aktivierung ansteigt, ebenso wie die der MHC-I und MHC-II Molekiile. Neben diesen
Oberflichenmarkern wurde die Regulation von TAP1 und TAP2, der beiden Ketten des
Peptidtransporters iiberpriift. Fiir das Experiment wurde das gleiche Set an Zelllinien wie in
Abschnitt 2.7.1 herangezogen. Als Positivkontrolle fiir eine erfolgreiche CD40-Ligation
diente die Aktivierung der MAP-Kinasen, JNK1 und 2 und Erk1 und 2. Durch Kokultivierung
mit CD40L-exprimierenden Zellen, nicht jedoch bei Kokultivierung mit LTK  -Zellen
(Negativkontrolle) wurden JNK1 und 2 und Erk1 phosphoryliert (Abbildung 19), wobei in der
EBV-negativen Linie BL31 die MAP-Kinasen bereits konstitutiv phosphoryliert waren. Diese
konstitutive Aktivierung in BL31-Zellen war jedoch nicht mit einer Hochregulation des TAP-
Transporters verbunden (Abbildung 22), die erst nach erfolgter Behandlung mit IFNy oder
CD40-Ligation zu beobachten war. Die MAP-Kinase Erk2 zeigte in der EBV-negativen Linie
BL41 und der EBV-positiven Linie Akata eine schwache Phosphorylierung bereits in
unbehandelten Zellen, diese Phosphorylierung wurde jedoch durch die Ligation mit CD40L
deutlich erhoht (Abbildung 19A). Bei Kokultivierung mit LTK -Zellen war dies nicht zu
beobachten. Hier war lediglich eine schwache Phosphorylierung von Erk2 in der Zelllinie
Akata zu sehen. Ebenso wie in der Zelllinie BL31 war die beobachtete Phosphorylierung der
MAP-Kinase nicht mit einer Hochregulation der TAP-Untereinheiten verbunden. Diese war

erst nach [FNy-Behandlung oder CD40-Ligation zu beobachten (Abbildung 22).
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Abbildung 19: Phosphorylierung von MAP-Kinasen

A) Jeweils 2,5 x 10° Zellen wurden ausplattiert und ein Teil mit CD40L-exprimierenden Fibroblasten
kokultiviert. Einige Zellen wurden zusétzlich mit IFNy behandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
Zelllysate gewonnen und mittels Western-Blot die Phosphorylierung der MAP-Kinase Erk und JNK untersucht.
Nur nach CD40-Ligation war die Bande fiir das phosphorylierte Protein zu sehen, ohne Ligation konnte lediglich
das unphosphorylierte Protein nachgewiesen werden. Eine Ausnahme stellte die EBV-negative Linie BL31 dar,
die trotz einer fehlenden CD40-Ligation eine Aktivierung der MAP-Kinase JNK zeigt. Diese Aktivierung geht
aber nicht mit einer Hochregulation der TAP-Untereinheiten einher (siche Abbildung 23).

B) Die Zellen wurden in gleicher Weise wie in A) behandelt, mit dem Unterschied, dass statt CD40L-
exprimierenden Fibroblasten die parentalen LTK -Zellen als Negativkontrolle eingesetzt wurden.

Ponceau S (Ladekontrolle), pErkl,2 (phosphorylierte Form der MAP-Kinase Erkl,2), Erkl,2 (MAP-Kinase),
pINK1,2 (Phosphorylierte Form der MAP-Kinase JNK1,2), INK1,2 (MAP-Kinase).

Die Analyse der Oberflichen-Marker =zeigte, dass nach CD40-Ligation die
Aktivierungsmarker CD80 und CD86 in geringem Malle hochreguliert werden, dies wird
nicht durch die gleichzeitige Stimulation mit IFNy erhoht. Des Weiteren ist derselbe Effekt
nicht nach alleiniger Gabe von IFNy zu beobachten. Die Keimzentrumsmarker CD10 und
CD38 zeigten nur einen geringen Effekt nach Stimulation mit IFNy oder CD40L, ebenso wie
die MHC-Molekiile, die meist genauso wie in unbehandelten Zellen exprimiert wurden. Nach

der Kokultivierung mit LTK -Zellen, die keinen CD40-Liganden exprimieren und somit als
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Negativkontrolle fiir die CD40-Ligation dienten, konnte nur in einzelnen Féllen ein Effekt auf

die analysierten Oberflichen-Molekiile festgestellt werden (Abbildung 20 und 21).
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Abbildung 20: Regulation der Oberflichenmolekiile nach CD40-Ligation

Jeweils 2,5 x 10° Zellen pro Linie und Ansatz wurden entweder fiir unterschiedliche Zeiten mit IFNy stimuliert,
als Kontrolle unbehandelt belassen oder fiir 36 h mit den CD40-Liganden-exprimierenden Fibroblasten
kokultiviert und ebenfalls fiir unterschiedliche Zeiten mit IFNy behandelt. Nach 36 h wurden die BL-Zellen von
den adhirenten CD40L-Zellen gelost und mit den entsprechenden Antikdrpern fiir die FACS-Analyse inkubiert.
Insgesamt wurde die Expression von sechs verschiedenen Oberfldchen-Molekiilen untersucht. CD10 und CD38
sind Keimzentrumsmarker, deren Expression durch die Aktivierung der B-Zellen negativ reguliert werden sollte;
CD80 und CD86 sind Aktivierungsmarker, die -ebenso wie MHC-I und MHC-II (auch HLA-I und HAL-II)-
durch IFNy und CD40L hochreguliert werden sollten.

Akata, Mutul (EBV-positive BL mit einem Latenz [-Phénotyp), BL41, BL31 (EBV-negative BL).
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Abbildung 21: Regulation der Oberflichenmolekiile ohne CD40-Ligation

Die Zellen wurden in gleicher Weise wie in Abbildung 20 behandelt mit dem einzigen Unterschied, dass statt
CD40L-exprimierenden Fibroblasten LTK -Zellen als Negativkontrolle eingesetzt wurden.
Akata, Mutul (EBV-positive BL mit einem Latenz [-Phénotyp), BL41, BL31 (EBV-negative BL).

Die Untersuchung der Regulation des Peptidtransporters TAP1 und TAP2 zeigte, dass in
EBV-negativen, [FNy-sensitiven BL (BL41, BL31) durch die Behandlung sowohl mit IFNy

als auch CD40L die Expression beider Untereinheiten erhdht wurde. Durch die Kombination
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von CD40L und IFNy wurde dieser Effekt nicht erhoht. Hingegen war in EBV-positiven,
IFNy-resistenten BL (Akata, Mutul) eine Hochregulation des TAP-Transporters erst durch
Ligation mit CD40, nicht jedoch durch IFNy-Behandlung zu beobachten (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Unterschiedliche Regulation der Expression des TAP-Transporters

A) Die Behandlung der Zellen erfolgte wie bereits beschrieben (Abbildung 20). Mit Hilfe der Western-Blot-
Methode wurde die Expression der TAP-Untereinheiten TAP1 und TAP2 analysiert.

In den untersuchten EBV-positiven Latenz I-Linien war eine Hochregulation der Expression erst nach CD40-
Ligation festzustellen. Eine vergleichbare Hochregulation von TAP1 und TAP2 wurde in EBV-negativen Linien
auch nach IFNy-Gabe beobachtet.

B) Die Behandlung der Zellen erfolgte wie unter A) beschrieben. LTK -Zellen dienten als Negativkontrolle fiir
die CD40L-exprimierenden Zellen. Hier war nur in EBV-negativen BL-Linien eine Hochregulation nach IFNy-
Behandlung zu beobachten. Die Expression beider Untereinheiten blieb in EBV-positiven BL-Linien
vergleichbar zu unbehandelten Zellen.

Ponceau S (Ladekontrolle), TAP1 und TAP2 (Untereinheiten des TAP-Transporters)

Akata, Mutul (EBV-positive BL im Latenz I-Phénotyp), BL41, BL31 (EBV-negative BL).

Zur Kontrolle der erfolgten Stimulation mit IFNy wurde bei allen Experimenten die
Phosphorylierung von STATI1 an Tyrosin 701 iiberpriift. Dabei zeigte sich, dass die EBV-
negativen Zelllinien wie bereits beschrieben gegeniiber IFNy sensitiv waren und mit einer

Phosphorylierung antworteten. Hingegen war in EBV-positiven BL keine Aktivierung des
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IFNy-Signalwegs zu sehen (Abbildung 23A). Das gleiche ist zu beobachten nach
Kokultivierung der BL-Zellen mit LTK -Zellen (Abbildung 23B). Auch hier war nur in EBV-
negativen Linien die Phosphorylierung von STATI nachzuweisen. Bemerkenswerterweise
filhrte die CD40-Ligation auch ohne STAT1-Aktivierung durch Y701-Phosphorylierung zur
Induktion von TAP1 und TAP2 (Abbildung 22).
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Abbildung 23: Phosphorylierung von STAT1

A) Es wurden jeweils 2,5 x 10° Zellen eingesetzt, die entweder unbehandelt gelassen wurden, fiir die
angegebenen Zeitpunkte mit IFNy behandelt oder zusétzlich fiir 36 h mit CD40L-exprimierenden Fibroblasten
kokultiviert. Nach den angegebenen Zeitpunkten erfolgte die Ernte der Zellen und die Herstellung von
Zelllysaten. Die Wirkung von IFNy wurde anhand der Phosphorylierung von STAT1 im Western-Blot iiberpriift.
Die Phosphorylierung von STAT1 an Tyrosin 701 war nur in EBV-negativen BL-Linien zu beobachten.

B) Die Behandlung der Zellen erfolgte wie unter A) beschrieben. LTK -Zellen dienten als Negativkontrolle fiir
die CD40L-exprimierenden Fibroblasten. Auch hier war eine Phosphorylierung von STATI nur in EBV-
negativen Linien nachzuweisen.

Ponceau S (Ladekontrolle), pY701 (phosphoryliertes Tyrosin 701 von STAT1)

Akata, Mutul (EBV-positive BL im Latenz I-Phénotyp), BL41, BL31 (EBV-negative BL).
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3. Diskussion

3.1 Evaluierung des Phinomens der IFNy-Resistenz in EBV-positiven

Latenz I Burkitt Lymphom-Zellen

Im Rahmen der Untersuchungen des Einflusses von c-Myc auf Interferon-Signalwege in
Burkitt Lymphomzellen konnte die {iberraschende Beobachtung gemacht werden, dass EBV-
positive BL-Linien, die in Kultur den Phéanotyp des Tumors in vivo beibehalten haben, nicht
mehr in der Lage sind, auf IFNy zu antworten. Die Tyrosin 701-Phosphorylierung von STAT]1
diente als Indikator fiir eine Interferon-Antwort. Im Gegensatz zu EBV-positiven BL
antworteten EBV-negative BL-Zellen normal auf IFNy. Die Behandlung mit IFNP zeigte
keine Unterschiede zwischen EBV-positiven und EBV-negativen BL-Linien; IFN induzierte
eine Phosphorylierung von STATI unabhédngig vom EBV-Status der Zellen. Anhand der
Untersuchung vieler EBV-positiver BL-Zelllinien mit Latenz I-Phénotyp und EBV-negativer
BL-Linien wurde diese Beobachtung weiter evaluiert. Insgesamt wurden zehn EBV-positive
BL-Linien mit einem Latenz I[-Phdnotyp analysiert. Bis auf eine Ausnahme (CHEP-BL)
zeigten alle eine IFNy-Resistenz. Die Phosphorylierung von STATI1 an Tyrosin 701 wurde
nach 30-miniitiger und 24-stiindiger Behandlung mit dem jeweiligen IFN analysiert. Die
Phosphorylierung war nach 30 Minuten bereits stark ausgeprdgt und nahm danach wieder ab.
Bei EBV-negativen BL wurde beobachtet, dass die Phosphorylierung von STAT1 nach
Behandlung mit Typl IFN erheblich stirker war als nach IFNy-Behandlung. Dies konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass JAK2 in Zellen mit einer c-Myc Translokation niedriger

exprimiert wird (Hummel et al., 2006).

3.2 Einfluss von EBV auf den Mechanismus der IFNy-Resistenz

Von vielen Viren ist bekannt, dass sie Genprodukte produzieren, die die antivirale zellulére
Antwort auBer Kraft setzen. Deshalb dringte sich als erstes die Frage auf, ob die beobachteten
Unterschiede in der Resistenz versus Suszeptibilitit gegeniiber IFNy zwischen EBV-positiven
und EBV-negativen BL-Zellen auf die Aktivitit eines viralen Genprodukts in EBV-positiven
Linien zuriickgefiihrt werden konnen. Bislang gibt es keine Erkenntnisse dariiber, wie und
aufgrund welcher virusbedingter zelluldrer Verdnderungen EBV zur Entstehung des Burkitt
Lymphoms beitrigt. Ob ein virales Genprodukt an der IFNy-Resistenz beteiligt ist, wurde mit
Hilfe verschiedener urspriinglich EBV-positiver BL-Zelllinien getestet, die in vitro das virale

Genom verloren haben (sogenannte EBV-Verlust-Mutanten) (Kitagawa et al., 2000; Nanbo et
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al., 2002; Shimizu et al., 1994) und nun einen EBV-negativen Phénotyp zeigen. Insgesamt
standen drei solcher EBV-Verlust-Mutanten inklusive der EBV-positiven Ursprungszelllinien
zur Verfligung, die auf die Aktivitdt der Typl und Typll IFN-Signalwege nach Behandlung
mit dem jeweiligen IFN untersucht wurden. Wie ihre EBV-positiven Ursprungszellen
erwiesen sich diese Mutanten ebenfalls als resistent gegeniiber IFNy, antworteten jedoch
normal auf IFN. Durch eine Infektion dieser Mutanten mit rekombinantem EBV wurden von
Takada und Mitarbeitern wieder EBV-positive BL-Zellen mit Latenz [-Phénotyp generiert
(Komano et al., 1999). Diese Zellen wurden ebenfalls mit IFNy und IFNf inkubiert und die
Aktivierung der Signalwege untersucht. Auch hier wurde eine IFNy-Resistenz beobachtet.
Neben diesen Linien standen noch weitere Mutanten von urspriinglich EBV-negativen BL-
Zelllinien zur Verfligung, die mit einem transformierenden und einem nicht-
transformierenden Virusstamm infiziert worden waren (sogenannte Konvertanten) (Calender
et al., 1987). Ebenso wie ihre EBV-negativen Ursprungszellen zeigten sie eine Aktivierung
beider Signalwege nach Behandlung mit dem jeweiligen IFN. Wire ein Genprodukt von EBV
an der Resistenz gegeniiber IFNy beteiligt, so wiirde man fiir die EBV-Verlust-Mutanten eine
Reaktion auf IFNy erwarten und fiir die Konvertanten eine Resistenz. Aus diesen Ergebnissen
kann abgeleitet werden, dass kein virales Genprodukt an dem Phédnomen der IFNy-Resistenz
in EBV-positiven Latenz [-BL beteiligt ist. Diese Schlussfolgerung steht mit der Beobachtung
im Einklang, dass EBV-immortalisierte Zellen und BL-Zellen mit Latenz III-Phidnotyp auf
IFNy mit einer Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 antworten.

3.3 Untersuchungen zum Mechanismus der IFNy-Resistenz

Um Unterschiede zwischen IFNy-resistenten BL-Linien mit Latenz I-Phinotyp und IFNy-
suszeptiblen EBV-negativen Linien zu identifizieren, wurden die einzelnen Komponenten des
IFNy-Signalwegs untersucht. Dazu gehdren die beiden Tyrosinkinasen JAK1 und JAK2, die
Rezeptorketten o und  und STATI.

STATI1 und JAK1 spielen ebenfalls im Typl IFN-Signalweg eine Rolle. Da dieser Signalweg
in allen getesteten Zelllinien aktiv ist, sind Verdnderungen dieser Komponenten, die nur einen
der beiden Signalwege kompromittieren wiirden, sehr unwahrscheinlich. Fiir STAT1 wurde
gezeigt, dass es in allen Linien exprimiert wird und nach IFNB-Gabe an Tyrosin 701
phosphoryliert wird. Eine grundsatzlich fehlende Phosphorylierbarkeit an diesem wichtigen
Tyrosinrest kann damit als Grund fiir die Resistenz ausgeschlossen werden. Ebenso konnte
die Expression der unphosphorylierten Form von STATI1 nachgewiesen werden, die

unabhingig von einer IFNy-Resistenz ist. Durch den Nachweis der Expression von JAKI in
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allen untersuchten Zelllinien und der Suszeptibilitidt gegeniiber IFNJ kann eine fehlende
Expression dieser Kinase ebenfalls als Ursache ausgeschlossen werden.

FACS-Analysen zeigten, dass die a-Kette des IFNy-Rezeptors auf der Zelloberflidche aller
resistenter Linien exprimiert wird. Da die a-Kette eine funktionstiichtige p-Kette benotigt, um
an die Oberflache gebracht zu werden (Farrar & Schreiber, 1993), kann die Beobachtung der
Anwesenheit der a-Kette als indirekter Beweis fiir die Expression der B-Kette angesehen
werden. Zusétzlich dazu wurde die Expression beider Rezeptorketten auf mRNA-Ebene
gezeigt. Unterschiede wurden jedoch bei der Analyse der Expression von JAK2, der Tyrosin-
Kinase, die nicht im Typl-Signalweg aktiv ist, gefunden. Dabei zeigte sich, dass alle IFNy-
resistenten Linien eine starke Reduktion auf mRNA-Ebene aufwiesen und dass in der
Mehrzahl dieser Linien ebenfalls keine Expression auf Proteinebene nachzuweisen war. Vier
der zehn hier getesteten Linien wiesen eine Expression von JAK2 auf, wobei nur eine einzige
dieser Zelllinien eine vergleichbare Menge zu sensitiven Linien exprimiert. Fiir die anderen
drei JAK2-exprimierenden Linien konnte eine stark reduzierte, gerade noch wahrnehmbare
Expression beobachtet werden.

Um nachzuweisen, dass die fehlende JAK2-Expression fiir die IFNy-Resistenz in EBV-
positiven BL-Linien verantwortlich ist, wurden einige IFNy-resistente Linien mit einem
Expressionsplasmid fiir JAK?2 transfiziert, die JAK2-positiven Zellen sortiert und mit IFNy
behandelt. Es wurden drei IFNy-resistente Linien analysiert, die keine JAK2-Expression
zeigten sowie eine resistente Linie (Rael), die eine geringe Expression von JAK2 aufwies.
Nach der Transfektion konnte in allen transfizierten Zelllinien eine deutliche Expression von
JAK2 nachgewiesen werden, ebenso wie die Phosphorylierung von STATI, also die
Aktivierung des IFNy-Signalwegs nach Behandlung der transfizierten Zellen mit IFNy. Somit
ist nachgewiesen, dass die fehlende JAK2-Expression tatsdchlich verantwortlich fiir die
gezeigte IFNy-Resistenz ist. Die in Rael gemachten Beobachtungen lassen vermuten, dass die
Menge an endogen exprimiertem JAK?2 nicht ausreichend ist, um die Signalweiterleitung zu
ermoglichen. Ob Mutationen im jak2-Gen die fehlende Expression und Kinaseaktivitét
beeintrichtigen und so eine Signalweiterleitung verhindern, bleibt an dieser Stelle offen.
Aufgrund der sehr geringen Transfektionseffizienz gelang es bei drei der resistenten, JAK2-
exprimierenden Linien nicht, die IFNy-Suszeptibilitit durch JAK2-Expression zu

rekonstituieren.
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3.4 Untersuchungen zur Ursache der fehlenden JAK2-Expression

Durch die Wiederherstellung der Signalweiterleitung nach Einbringen von JAK2 in
urspriinglich resistente Linien konnte gezeigt werden, dass die fehlende JAK2-Expression fiir
die Resistenz verantwortlich ist. Aus diesen Ergebnissen ging jedoch nicht hervor, ob
genetische oder epigenetische Verdnderungen der fehlenden JAK2-Expression zugrunde
liegen. Um zu testen, ob genetische Ursachen (wie Mutationen oder Deletionen im jak2-Gen)
vorliegen, wurde die Antwort auf IFNy von EBV-positiven BL mit einem Latenz I- und einem
Latenz III-Phidnotyp verglichen. Alle getesteten Latenz III-Linien =zeigten eine
Phosphorylierung von STAT1 nach IFNy-Behandlung und exprimierten JAK2. Da allgemein
anerkannt ist, dass Latenz III-Zelllinien in Kultur aus Latenz I-Linien hervorgegangen sind,
sind genetische Verdnderungen als Ursache fiir die fehlende JAK2-Expression und IFNy-
Resistenz unwahrscheinlich. Deletionen oder Mutationen im jak2-Gen miissten sonst auch in
BL-Linien mit einem Latenz III-Phidnotyp nachweisbar sein und die JAK2-Expression bzw.
Aktivitit verhindern. Durch die Untersuchung der Zelllinie Mutu, die sowohl in einem Latenz
I- als auch in einem Latenz III-Phanotyp vorlag, konnte diese Aussage verifiziert werden. Um
den gemeinsamen genetischen Ursprung von Mutul und Mutulll Zellen zu iiberpriifen, wurde
die Rekombination der V-, D- und J-Segmente der Immunglobulin-Ketten (VDI-
Rekombination) mittels PCR und anschlieBender Sequenzierung analysiert. Wahrend der B-
Zellentwicklung werden die variablen Regionen der Immunglobulin-Ketten durch somatische
Rekombinationen zusammengesetzt. Die schwere Kette der V-Region setzt sich aus drei
Gensegmenten Vy, Dy und Jy zusammen, die leichte Kette aus V- und J-Segmenten. Im
Menschen gibt es viele verschiedene Gene fiir die unterschiedlichen Segmente und somit eine
grofle Diversitit in der Zusammensetzung der Immunglobulin-Ketten. Durch diese hohe
Diversitit der V-Regiongene besitzt jede reife B-Zelle einen individuellen B-Zell-Rezeptor.
Daher sind Marker fiir V-Regionen ideal zur Analyse von Verwandtschaftsverhéltnissen von
B-Zellen.

Durch die VDJ-Rekombinationsanalyse konnte gezeigt werden, dass Mutul und Mutulll in
der Tat dieselbe Ursprungszelle haben. Aufgrund der Tatsache, dass Mutulll aus einer Mutul-
Linie hervorgegangen ist und Mutulll-Zellen gegeniiber IFNy-sensitiv sind, ist eine
genetische Ursache fiir die fehlende JAK2-Expression zumindest in dieser Zelllinie sehr
unwahrscheinlich. Da die Verfiigbarkeit einer Zelllinie sowohl in der Latenz I als auch Latenz
IIT auf die Linie Mutu beschrinkt war, kann diese Aussage in dieser Stringenz nur fiir diese
BL-Linie getroffen werden. Da aber alle BL-Latenz III-Linien aus Latenz I-Linien entstanden

sind und alle BL-Latenz III-Linien JAK2 exprimieren und auf IFNy antworten, dringt sich die
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Schlussfolgerung auf, dass auch fiir andere Zelllinien ein epigenetischer Mechanismus
vorliegt. Dies schlieBt jedoch genetische Ursachen in einer geringen Zahl von Zelllinien nicht
aus.

Da bekannt ist, dass in Latenz I-Linien des Burkitt Lymphoms die Expression aller viralen
Antigene mit Ausnahme von EBNA1 durch Methylierung verhindert wird (Masucci et al.,
1989), lag die Annahme nahe, dass ein dhnlicher Mechanismus auch fiir die fehlende JAK2-
Expression verantwortlich ist. Ob der fehlenden Expression von JAK2 ebenfalls eine
Methylierung des Promotors zugrunde liegt, wurde mit Hilfe des demethylierenden Agenz 5°-
Azacytidin (AZA) untersucht. Hierbei handelt es sich um ein Cytidin-Analogon, das die
Aktivitdit von Methyltransferasen inhibiert. Zwei resistente EBV-positive Latenz I-Linien
(Akata und Mutul) wurden mit AZA fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert und die Expression
von JAK2 und die Phosphorylierung von STATI1 nach IFNy Behandlung analysiert. Die
Expression von EBNA2 diente dabei als Indikator und Positivkontrolle fiir die Aktivitdt von
AZA. In beiden Zelllinien konnte nach 72 h eine Expression von EBNA2 in etwa
vergleichbarer Menge zu der in BL Latenz III- und EBV-immortalisierten Zelllinien
nachgewiesen werden. Jedoch konnte keine Expression von JAK2 und somit auch keine
Phosphorylierung von STAT1 nach IFNy-Behandlung beobachtet werden. Dies deutet darauf
hin, dass die fehlende Expression von JAK2 nicht auf Methylierung des Promotors
zurlickzufiihren ist.

In den letzten Jahren ist ein immer grofer werdendes Feld der epigenetischen Verdnderung in
den Fokus der Aufmerksamkeit geriickt: die mikroRNAs (miRNAs). Diese Gruppe kleiner
RNA-Molekiile (ca. 20 Nukleotide) ist an der Regulation der Genexpression vieler
verschiedener biologischer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose und
Transkripitionsregulation beteiligt. miRNAs werden in den meisten eukaryontischen Zellen
exprimiert und entfalten ihre Aktivitdt durch die Bindung an die 3’-untranslatierte Region von
mRNA-Molekiilen. Der Mechanismus der Erkennung der mRNA durch miRNAs ist noch
nicht vollstindig verstanden. Es konnte gezeigt werden, dass eine bestimmte Region (,,seed-
region®) in der miRNA an eine komplementire Sequenz in der mRNA bindet (Brennecke et
al., 2005). miRNAs fiithren zu einer verlangsamten Translations-Rate und/oder einer erh6hten
Degradationsrate der gebundenen mRNA (Bagga et al., 2005; Pillai et al., 2005). Bislang
wurden iiber 400 solcher miRNAs beschrieben. Es wird jedoch spekuliert, dass bis zu 1000
dieser Molekiile im menschlichen Genom kodiert werden (Cowland et al., 2007). Die

Aktivitdt von miRNAs konnte eine Ursache fiir die fehlende JAK2-Expression sein. Bisher
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sind mehr als 17 miRNAs fiir das jak2-Gen bekannt (miR  Base

(http://microrna.sanger.ac.uk)).

3.5 Beobachtungen zur IFNy-Resistenz ex vivo

Durch die Analyse von Zelllinien in vitro konnte keine Aussage iiber die in vivo-Situation des
Burkitt Lymphoms gemacht werden. Um einen Einblick zu bekommen, ob BL-Zellen auch in
vivo gegen IFNYy resistent sind, wurden Zellen aus sieben EBV-positiven Biopsien des Burkitt
Lymphoms analysiert. Diese Zellen wurden ex vivo mit Typl und Typll IFN behandelt und
die Phosphorylierung von STATI1 analysiert. Allerdings mussten aufgrund der Tatsache, dass
Zellen von Biopsie-Material nach dem Auftauen sehr schnell sterben, die Inkubationszeiten
verkiirzt werden. Aus den in vitro-Experimenten an etablierten Zelllinien war
hervorgegangen, dass bereits nach 30 Minuten ein deutliches Signal fiir die Phosphorylierung
von STATI nachgewiesen werden kann. Deshalb wurden diese Bedingungen fiir die ex vivo-
Analyse von BL Biopsie-Zellen gewdhlt. Zellen aus drei der sieben Biopsien zeigten eine
deutliche Aktivitat beider Signalwege und exprimierten JAK2. Bei zwei Biopsien war die
Anzahl an lebenden Zellen zu gering fiir eine Auswertung. In Zellen von zwei Biopsien wurde
eine Resistenz gegeniiber IFNy beobachtet (Sav und Silva). In Silva Biopsie-Zellen wurde
eine Expression von JAK2 auf Proteinebene beobachtet, Sav Biopsie-Zellen zeigten keine
Expression von JAK2. Interessanterweise konnten bisher nur aus Zellen der Biopsien Sav und
Silva Zelllinien in Kultur etabliert werden. Bei den anderen untersuchten Biopsien waren die
Versuche, stabile Zellinien in Kultur zu etablieren, vergeblich. Die Zelllinie Sav-BL hat einen
stabilen Latenz I-Phinotyp und zeigte eine IFNy-Resistenz. Die Zelllinie Silva entwickelt
keinen stabilen Phidnotyp und bildet nach dem Auftauen sehr schnell einen Latenz III-
Phénotyp aus, weswegen an diesen Zellen keine Analyse vorgenommen wurde. Die
Beobachtung, dass die Zellen der zwei Biopsien, die eine IFNy-Resistenz zeigen, auch als
Zelllinie in vitro vorliegen, konnte darauf hindeuten, dass I[FNy-resistente Zellen einen Vorteil
gegeniiber [FNy-sensitiven Zellen haben und deswegen in Kultur leichter zu Zelllinien

heranwachsen.

3.6 IFNy-Resistenz und Immunevasion

Ein wichtiger Ansatzpunkt fiir diese Arbeit war die Untersuchung eines moglichen Einflusses
der beobachteten IFNy-Resistenz auf die Immunevasion des Burkitt Lymphoms. In diesem
Zusammenhang wurde die Erkennung und das Abtdten von EBV-positiven und —negativen
BL-Linien durch antigenspezifische zytotoxische T-Zellen untersucht und die Bedeutung der

IFNy-Resistenz bzw. -Suszeptibilitdt fiir die Inmunerkennung studiert. Es ist bereits bekannt,
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dass EBV-positive BL-Linien trotz der Expression von Fremdantigen vom Immunsystem
nicht erkannt werden (Lee et al., 2004; Rooney et al., 1985). Diese Linien weisen dabei
Defekte in der Prozessierung und Prisentation viraler Antigene auf. Es konnte demonstriert
werden, dass c-myc als Proto-Onkogen malBgeblich an diesem Prozess beteiligt ist, indem es
unter anderem den Interferon- und den NFkB-Signalweg negativ beeinflusst (Schlee et al
2007). Die durch die Aktivierung des Proto-Onkogens c-myc beobachtete Suppression der
Interferon-Induktion konnte eine rationale Basis fiir einen neuen, viel versprechenden Ansatz
in der Tumortherapie liefern, ndmlich den Einsatz von onkolytischen Viren. Dabei macht man
sich zunutze, dass die Interferonantwort in vielen Arten von Tumorzellen beeintrachtigt ist,
was zu einer selektiven Virusvermehrung in Tumorzellen und Destruktion der Tumorzellen
fiihrt. Normale Zellen sind gegen Virusausbreitung und Zelllyse durch ein funktionierendes
Interferonsystem geschiitzt (Parato et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Phidnomen der IFNy-Resistenz in EBV-positiven
BL-Linien zeigen, dass es neben der Wirkung von c-Myc auf das Interferon- und NF-kB
System eine weitere Ebene der Komplexitit geben konnte und dass mit der beobachteten
[FNy-Resistenz ein weiterer, moglicherweise noch wichtigerer Mechanismus der
Immunevasion zum Tragen kommt. Demnach wiirde die Prasentation viraler Antigene zwar
in den Tumorzellen durch die Uberexpression von c-Myc abgeschwiicht oder unterbunden,
die IFNy-Resistenz wiirde aber die Tumorzellen zusitzlich vor einem Angriff von
antigenspezifischen T-Zellen schiitzen, wenn es durch die Phagozytose von toten Tumorzellen
durch Makrophagen zu einer Kreuzprisentation viraler Antigene gekommen ist.
Makrophagen, die tote Tumorzellen phagozytieren sind ein typisches Merkmal des Burkitt
Lymphoms, sie bilden den sogenannten ,,Sternenhimmel*.

Die Analyse zur Erkennung und Abtétung der BL-Linien durch antigenspezifische
zytotoxische T-Zellen (CTL) wurde mit zwei EBV-positiven und zwei EBV-negativen BL-
Linien durchgefiihrt (EBV-negative Linien dienten als Positivkontrolle). Die Beladung dieser
Zellen mit Peptiden, die keine Prozessierung fiir die Prdsentation an der Oberfldche
bendtigen, zeigte, dass die eingesetzten CTL spezifisch fiir diese Peptide waren und die Zellen
effektiv toten konnten. In den Zellen, die durch die Infektion mit rekombinanten Vakzinia-
Viren zur Expression von viralen Antigenen gebracht wurden, war kein solcher Effekt zu
beobachten. Jedoch war die fehlende Erkennung der BL-Zellen nach IFNy-Behandlung, wie
es der Hypothese der Rolle der IFNy-Resistenz in der Immunevasion EBV-positiver BL-
Zellen entsprechen wiirde, nicht auf EBV-positive BL-Linien beschrinkt. Vielmehr wurden

auch EBV-negative BL-Zelllinien nach Expression von Fremdantigenen und IFNy-
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Behandlung nicht erkannt und getétet. Jedoch wurden die Zellen von antigenspezifischen
zytotoxischen T-Zellen erkannt, wenn sie mit dem entsprechenden Peptid beladen wurden. Da
aktivierte T-Zellen nicht nur IFNy, sondern auch den CD40-Liganden (CD40L) auf der
Oberflache exprimieren, wurde als nidchstes gepriift, ob IFNy und CD40-Ligation
synergistisch auf die Antigenprisentation wirken. Als MaB fiir die Wirkung von IFNy und des
CD40L wurde die Expression der Peptidtransporter-Untereinheiten TAP1 und TAP2 sowie
einer Reihe von Aktivierungsmarkern und kostimulatorischen Molekiilen gemessen. Dabei
zeigte sich tiberraschenderweise kein Synergismus. IFNy und CD40L induzierten in EBV-
negativen BL-Zellen im gleichen Mafle unabhidngig voneinander die Expression von TAPI
und TAP2, die Kombination beider Stimuli sorgte jedoch nicht fiir eine hohere TAP1 und
TAP2 Expression. Die Induktion der Peptidtransporter-Untereinheiten durch CD40L war
dabei unabhéngig vom IFNy-Signalweg. Auch bei der Expression der Oberflichenmarker war
kein Synergismus von IFNy und CD40-Ligation zu beobachten. Vielmehr erwiesen sich
sowohl EBV-negative als auch EBV-positive BL-Zellen, was die Induktion der
Oberfldichenmarker anbetrifft, weitgehend resistent sowohl gegeniiber IFNy als auch CD40L.

Diese letzten Ergebnisse zur fehlenden Erkennung von Fremdantigen-exprimierenden EBV-
negativen BL-Zellen durch zytotoxische T-Zellen, zur Kooperation von IFNy und CD40L in
EBV-negativen Zelllinien und zur IFNy-Suszeptibilitidt versus -Resistenz von EBV-positiven
BL-Biopsie-Zellen stellen die Bedeutung der an BL-Zelllinien beobachteten selektiven IFNy-
Resistenz von EBV-positiven BL-Zellen wieder etwas in Frage. Sie deuten vielmehr darauf
hin, dass in allen BL-Zellen, EBV-negativen BL-Zellen miteingeschlossen, die
Antigenprozessierung und Immunerkennung massiv beeintrdchtigt ist. Die allgemeine
Beeintrachtigung der Immunerkennung und die Fixierung einer geringen Stimulierbarkeit
durch IFNy ist vermutlich noch wichtiger als die IFNy-Resistenz EBV-positiver BL-Zellen
per se. Es ist in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse, dass die niedrige
Expression von JAK2, die ja auch das zentrale Thema dieser Arbeit ist, ein wesentliches
Merkmal einer molekularen BL-Signatur unabhédngig vom EBV-Status des Tumors ist (Dave

et al., 2006; Hummel et al., 2006).

3.7 Wirkung von Typl und Typll Interferonen auf die Proliferation von
BL-Zellen

Um den Einfluss von Typl und TyplI IFN auf die Proliferation von Zellen in Kultur zu testen,
wurden jeweils zwei Linien der unterschiedlichen Phinotypen herangezogen (Latenz I, Latenz

I und EBV-negativ). Die Behandlung mit Typl IFN zeigte einen Effekt bei einer der
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untersuchten EBV-negativen BL. Fiir die restlichen Linien konnte kein Einfluss festgestellt
werden. Die Proliferation nach IFNy-Behandlung ist nicht von unbehandelten Zellen zu
unterscheiden. Demnach hat Typl IFN nur einen geringen Einfluss auf die Proliferation der

Zellen, Typll IFN keinen.

3.8 Ausblick

Fiir den Mechanismus der beobachteten IFNy-Resistenz in EBV-positiven BL-Linien konnte
noch nicht gekldart werden, ob die exprimierte Tyrosin-Kinase JAK2, die in vier der
resistenten Zelllinien nachgewiesen werden konnte, eine Mutation aufweist oder ob die
Menge an endogen exprimiertem Protein nicht ausreicht, um den Signalweg zu aktivieren.
Hierzu bietet sich an, die RNA einiger resistenter Zelllinien zu gewinnen, die JAK2
exprimieren. Aus dieser RNA kann das jak2-Gen amplifiziert werden und die Sequenz auf das
Auftreten moglicher Mutationen untersucht werden. Sollten keine Mutationen vorhanden sein,
kann davon ausgegangen werden, dass die Menge an produziertem Protein fiir eine
Signalweiterleitung nicht ausreicht. Ob die Signalweiterleitung nach Transfektion von JAK2
wieder hergestellt werden kann, soll mit Hilfe von Einzelzellklonen gekléart werden, die aus
resistenten Linien etabliert werden. Die Transfektionseffizienz von Burkitt Lymphom-Zellen
ist generell gering, was dazu fiihrte, dass fiir einige Linien keine Ergebnisse nach transienter
Transfektion mit einem JAK2-Expressionsplasmid erzielt werden konnten. Durch die
Etablierung von Einzelzellklonen kann sichergestellt werden, dass genug Protein produziert
wird, um die Signalweiterleitung zu ermoglichen. Die Aktivitdt von miRNAs als mdgliche
Ursache fiir die epigenetische Stillegung des jak2-Gens konnte durch eine Genexpression-
Analyse von sensitiven und resistenten BL-Linien untersucht werden. Dabei konnten durch
Mikro-Arrays Unterschiede in der Expression von miRNAs in diesen Linien studiert werden,
die dann weiter verfolgt werden konnten.

Ob in EBV-positiven BL-Zellen zusétzlich noch ein weiterer Mechanismus der
Immunevasion durch Selektion auf IFNy-Resistenz in vivo zum Tragen kommt, wie die
Untersuchungen an EBV-positiven BL-Zelllinien nahe gelegt haben, kann nur durch

Untersuchung einer viel grof3eren Zahl an EBV-positiven Biopsien beantwortet werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien, Enzyme, Gerite und Reagenzien

Tabelle 3: Eingesetzte Materialien

ABgene, UK

PCR-Reaktionsgefille

BectonDickinson (BD) GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Plastik-ReaktionsgefaBe 15 und 50 ml,
6-, 12-, 24-, 48-, 96-Loch-Platten,
Antikorper fiir Western-Blots und FACS

BioRad, Hercules, USA

Gene Pulser Kiivette, 0,4 cm Elektrode, Elektroporator,
Power-Supply fiir Western-Blots

Biosource, USA

Antikorper fiir Western-Blots

Cell Signaling, Frankfurt,
Deutschland

Antikorper fiir Western-Blots

Costar, Corning Incorporate,
Schiphol-Rijk, Niederlande

Reagent Reservoir 50 ml aus Polysteryol

Christiansen GmbH,
Planegg, Deutschland

Hyperfilm-ECL
Cawomat 2000 IR Tischentwicklermaschine

Enpendorf Tischzentrifuge 5415
pp ’ Reaktionsgefdfle verschiedener Grofie
Hamburg, Deutschland .
BioPhotometer
Restriktionsenzyme
Fermentas, Proteinmarker
St.Leon-Rot, Deutschland | kb DNA-Marker
Fluka, Steinheim, Deutschland | Trypanblau

GE Healthcare,
Freiburg, Deutschland

ECL-Western Blotting Reagenzien
Hyperfilm-ECL

Hybond-ECL Nitrozellulose Membran
Hybond-P PVDF-Membran

Genomed,
Bad Oeyenhausen, Deutschland

Maxi-Preparations-Kit fiir Plasmid-Isolation (Jetstar)

Gibco BRL, Life Technologies,

L-Glutamin,
Natrium-Pyruvat,
Penicillin/Streptavidin,
Trypsin-EDTA (1x),

Paisley, Schottland Fungizone,
RPMI 1640,
DMEM,
Optimem
Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland Zellkulturflaschen
Heraeus Christ Instruments, Zytoperm Inkubator, .
N Laminar flow clean Sterilbank
Diisseldorf, Deutschland .
Zentrifuge
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Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco, USA

Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit

Invitrogen Life Technologies,
USA

pre-stained Proteinmarker

Jackson ImmonuResearch, UK

Antikorper

Metabion,
Martinsried, Deutschland

Oligonukleotide

Miltenyi-Biotec,
Bergisch-Gladbach,

Ziege-anti-Maus-Beads,
MS-Saulen

Deutschland MACS-Separator
Nunc GmbH, Cryotubes 3 ml,
Wiesbaden, Deutschland Zellkulturschalen
PAA Laboratories,

Pasching, Deutschland

Fotales Kélberserum

PBL Biomedical Laboratories,
USA

Antikorper fiir Western-Blot

Promega

Antikorper fiir Western-Blot

Qiagen,
Hilden, Deutschland

QIAquick Gel Extraktions-Kit,
RNeasyMini Kit

Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland

Protease Inhibitor,

Ist strand cDNA-Synthese-Kit fiir RT-PCR,
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Greenl,
LightCycler Kapillaren fiir RT-PCR,

LightCycler Gerit

Roth,
Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid,
Milchpulver,
Tween 20 fiir Elektrophorese

Strathmann Biotec,
Hamburg, Deutschland

humanes Interferon y
humanes Interferon 3

Alle hier nicht aufgefiihrten Gerédte oder Chemikalien werden im Methodenteil erwdhnt oder

wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Sigma (Miinchen, Deutschland) erhalten.

4.1.2 Antikorper fiir Western-Blot

Tabelle 4: Antikorper fiir Western-Blot

Antikorper Spezies Verdiinnung Puffer Bezugsquelle
a-EBNA2 Ratte 1:2 (Uberstand) | PBS, 5% Milchpulver E. Kremmer
a-JAK1 Kaninchen 1:1000 TBS-0,2% Tween, Cell Signaling
) 5%BSA
. ) TBS-0,2% Tween, . )
a-JAK2 Kaninchen 1:1000 50, BSA Cell Signaling
) TBS-0,2% Tween, ) )
a-STATI1 Maus 1:1000 50, BSA Cell Signaling
a-phospho- . ) TBS-0,2% Tween, . .
STATI (Tyr701) Kaninchen 1:1000 504 BSA Cell Signaling
a-phospho- . ) TBS-0,2% Tween, Upstate
STATI (Ser727) | K@ninchen 1:1000 5% BSA Biotechnology
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TBS-0,2% Tween,

a-TAPI Maus 1:5 (Uberstand) 59, Milch R.Tampé
g TBS-0,2% Tween, ,
a-TAP2 Maus 1:5 (Uberstand) 59, Milch R.Tampé
o-Kaninchen Zieoe 1:3000 oder TBS-0,2% Tween, Biosource
HRP £ 1:10000 5% Milchpulver
. ) TBS-0,2% Tween,
a-Maus HRP Ziege 1:5000 5% Milchpulver Promega

4.1.3 Plasmide

p141CAG-3SIP (von Timm Schréder, gsf)

CMV-Plasmid, kodierende Sequenzen fiir JAK2 wurden inseriert. Das Plasmid wurde in der
Arbeit als pCAG-JAK2 bezeichnet. Es wurde generiert, um JAK2-stabil exprimierende Klone

von [FNy-resistenten Linien etablieren zu kdnnen.

PINCO (von Josef Mautner, gsf)

Dieses Plasmid kodiert fiir den verkiirzten humanen Nerve Growth Factor Receptor

(ANGFR). Es wurde zur spiateren MACS-Separation der Zellen mit MIGR-1 kotransfiziert.

MIGR-1 (von Carsten Spiekermann, gsf)

Retrovirales Konstrukt, das fiir GFP und JAK2 kodiert. Es wurde eingesetzt, um den IFNy-

Signalweg in einigen resistenten BL-Linien wiederherzustellen.

4.1.4 Bakterienstamm

Es wurde folgender Escherichia coli-Stamm verwendet:

XL-1blue (Stratagene, USA)

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44 relAl lac [F’ proAB lacl’ZAM15 Tn10(Tet")]

4.1.5 Zelllinien

Alle hier aufgefiihrten Zelllinien wurden wie unter 4.4.1 beschrieben kultiviert.

Latenz I1I1

EBV-positive BL-Linien in der Latenz III exprimieren ein bestimmtes Set an viralen

Proteinen. Eine genaue Beschreibung ist im Abschnitt 1.1.3 zu finden.
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Tabelle 5: Liste der LatenzIII-Linien

Name Latenz Translokation
BL16 111 t(8;14) endemisch
BL18 I t(8;14) Nordafrika
Mutu I1I I t(8;14) endemisch
MAK-BL 111 t(8;14) endemisch
BL72 11 t(8;14) endemisch
BL74 M1 t(8;14) sporadisch
BL99 11 t(8;22) sporadisch
BL90 I t(8;22) Nordafrika
BL8&9 III t(8;22) Nordafrika
Maku 11T t(8;22) endemisch
KK124 I t(8;22) sporadisch
PA 682 M1 t(8;22) sporadisch
L660 M1 t(8;22) sporadisch
Akuba 111 t(8;22) endemisch
BL137 M1 t(2;8) sporadisch
BL37 11 t(8;22) sporadisch
BL60 I t(8;22) Nordafrika
BL61 11 t(2;8) Nordafrika
BL7 M1 t(2;8) Nordafrika
JBL2 I t(2;8) sporadisch
Jijoye I t(8;14) endemisch
P3HR1/HH514 11 t(8;14) endemisch
HH543 I t(8;14) endemisch
Namalwa I t(8;14) endemisch
Awia-BL (cl.20) 11 t(8;14) endemisch

Latenz I
BL-Linien mit einem Latenz I[-Phidnotyp exprimieren nur ein virales Protein, EBNAI,
zusitzlich werden kleine nicht polyadenylierte RNAs (EBER1 und 2) exprimiert. Auch hier

ist eine genaue Beschreibung des Phianotyps unter 1.1.3 nachzulesen.
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Tabelle 6: Liste der LatenzI-Linien

Name Latenz Translokation
CHEP-BL I t(8;14) endemisch
Daudi I t(8;14) endemisch
Elijah I t(8;14) endemisch
Rael I t(8;14) endemisch
WwWw2 I t(8;14) endemisch
WAN-BL I t(8;14) endemisch
Akata I t(8;14) endemisch
Mutu I I t(8;14) endemisch
BL29 I t(8;14) endemisch
Sav-BL I t(8;14) endemisch

EBV-negativ
Diese Linien zeigen die charakteristische Chromosomentranslokation des Burkitt Lymphom,

sind jedoch nicht mit dem Epstein-Barr Virus infiziert.

Tabelle 7: Liste der EBV-negativen Linien

Name Translokation
BL31 t(8;14) sporadisch
BL40 t(8;14) sporadisch
BL41 t(8;14) sporadisch
DG 75 t(8;14) sporadisch
BL33 t(8;22) sporadisch
BL49 t(8;22) sporadisch
Ramos t(8;14) sporadisch
Louckes t(8;14) sporadisch
CA46 t(8;14) sporadisch
BL2 t(8;22) sporadisch
Awia-BL cl.5¢10 | t(8;14) endemisch
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BL-Linien Konvertanten
Diese Zelllinien wurden durch Infektion von EBV-negativen BL mit rekombinantem EBV

generiert (Calender et al., 1987)

Tabelle 8:Liste der Konvertanten

Konvertanten Translokation

BL31/B95-8 t(8;14) sporadisch

BL31/P3HR1 t(8;14) sporadisch

BL40/B95-8 t(8;14) sporadisch

BL40/P3HR1 t(8;14) sporadisch

EBV-Verlust-Mutanten

Es konnte bei drei Latenz I BL-Linien beobachtet werden, dass einige Zellen in Kultur das
EBV-Genom verlieren. Diese Zellen wurden ausplattiert und weiter kultiviert. Sie behalten
den entwickelten EBV-negativen Phinotyp (Kitagawa et al., 2000; Nanbo et al., 2002;
Shimizu et al., 1994).

Tabelle 9:Liste der EBV-Verlust-Mutanten

EBV-Verlust-Mutanten Translokation
Akata t(8;14) endemisch
Daudi t(8;14) endemisch
Mutu t(8;14) endemisch

EBV-Reinfektions-Mutanten
Die oben beschrieben Verlust-Mutanten wurden wieder mit rekombinantem EBYV infiziert

(Komano et al., 1999).

Tabelle 10: Liste der Reinfektionsmutanten

Reinfektionsmutanten | Translokation

Akata EBV/GFP t(8;14) endemisch
Mutu EBV/GFP t(8;14) endemisch
Daudi EBV/GFP t(8;14) endemisch
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Lymphoblastoide Zelllinien (LCL)
Wie ebenfalls in Abschnitt 1.1.3 beschrieben kann EBV in vitro jede B-Zelle infizieren und

zur Proliferation anregen. Diese Zellen werden als Lymphoblastoide Zellen (LCL) bezeichnet.

Tabelle 11: Liste der LCL

LCL Translokation

LCL-IM t(8;14) endemisch

IARC 304 t(8;14) endemisch

IARC 171 t(8;14) endemisch

IARC 522 t(8;14) endemisch

EBV 1.25 t(8;14) endemisch

EBV 1.11 t(8;14) endemisch

Awia-LCL | t(8;14) endemisch

Sal tr-LCL t(8;14) endemisch

Oku tr-LCL | t(8;14) endemisch

AvatrLCL | t(8;14) endemisch

Biopsien von Burkitt Lymphomen

Biopsie-Material wurde aus dem Patienten entnommen und schockgefroren.

Tabelle 12: Liste der Biospien

Biopsie Translokation

Onziru | t(8;14) endemisch

Sav t(8;14) endemisch

Tamule | t(8;14) endemisch

Silva t(8;14) endemisch

Emuikia | t(8;14) endemisch

Glor t(8;14) endemisch

Yume t(8;14) endemisch

CD40L
Maus-Fibroblasten L-Zelllinie, die nach Transfektion humanen CD40-Liganden exprimieren

und adhdrent wachsen (Garrone et al., 1995).
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LTK- (von Bettina Kempkes, gsf)

Kontrollzelllinie zu den CD40L-exprimierenden Zellen, ebenfalls Fibroblasten.

4.2  Molekularbiologische Methoden

4.2.1 DNA-Priaparation und Analyse

4.2.1.1 Isolation von DNA aus Burkitt Lymphom-Zellen

Fiir die Isolierung von DNA aus Zellen wurden ca. 3 x 10° Zellen fiir 4 min bei 1400 rpm
sedimentiert und mit PBS gewaschen. DNA wurde mittels des QiaAMP-Extraktions-Kit
(Qiagen, Hilden) aus den Zellen pripariert. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers

vorgegangen.

4.2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe dieser Methode lassen sich spezifisch DNA-Fragmente amplifizieren. Fiir die
Reaktion benétigt man eine DNA-Matritze, zwei Primer-Oligonukleotide, die die zu
amplifizierende Sequenz auf den komplementédren Stringen flankieren, freie Nukleotide und
hitzebestindige DNA-Polymerase. Ein Inkubationsprogramm aus mehreren Zyklen von
DNA-Denaturierung, Primer-Anlagerung und DNA-Synthese sorgt fiir die Amplifizierung des
DNA-Fragments.

Als Negativkontrolle wurde parallel zu jeder PCR-Reaktion das gleiche Reaktionsgemisch
ohne Matrizen-DNA angesetzt. So konnte die Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass die
Amplifikation des erhaltenen Fragments auf eine Verunreinigung mit Fremd-DNA
zuriickzufiithren war. Die PCR-Produkte wurden bei 4°C gelagert.

Die benutzten Primer-Oligonukleotide wurden von Metabion (Miinchen) bezogen und sind in
Tabelle 11 aufgelistet.

Je nach Notwendigkeit kann zwischen verschiedenen DNA-Polymerasen gewéhlt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Klonierung von JAK?2 in den Vektor p141CAG-3SIP
die SAWADY Pwo-DNA-Polymerase (PeqLab, Erlangen) benutzt.

Fiir die PCR-Reaktion wurde folgendes Reaktionsgemisch angesetzt:

Matritzen-DNA 1 pg
je Primer 100 pmol/pl 0,4 ul
dNTPs 10 mM 1 ul
Pwo-Polymerase (10 U/ul) 1,5 ul
10x Puffer 2,5 ul
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DMSO 0,5 ul
MgSO4(25 mM) 4 ul
H,O auffillen auf 50 ul

Die PCR-Reaktion vollzog sich in einer PCR-Maschine (Biometra) mit folgender
Temperaturabfolge bei 33 Zyklen:

Start 95°C fiir 5 min
zyklische Denaturierung 94°C fiir45s
zyklische Anlagerung 55°C fiir45s
zyklische Verliangerung 72°C  fiir 5 min
finale Verlingerung 72°C fiirl10 min

Tabelle 13: Oligonukleotide zur Amplifizierung von JAK2

Name Sequenz 5°-3’ Anlagerungstemperatur
hAK?2 fw GAT CCA ATT GCC ATG GGA ATG GCC 61°C
TGC CTT AC
hJAK?2 rv GTA CCA GCT AGC TCA TCC AGC CAT GTT 61°C
ATC CCT

4.2.1.3 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroBe erfolgte in 1-1,5% Agarosegelen in
I1x TAE-Puffer. Zur spiteren Erkennung von DNA-Banden wurde der verfliissigten Agarose
Ethidiumbromid (0,05 pg/ml) zugesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit

1x DNA-Probenpuffer versetzt, die Laufspannung lag bei etwa 80 V. Nach der Auftrennung
wurden die Banden iiber einen UV-Illuminator detektiert und das Gel mit einer CCD-Kamera
(Kappa, Gleichen) fotografiert.

1x TAE: 2 M Tris/HCI; 0,57% Eisessig; 50 mM EDTA; pH 8,0

6x DNA-Probenpuffer 30% Glycerin; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol

4.2.1.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA wurde in dem vom Hersteller des Enzyms empfohlenen Puffer
durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 50 pl. Fiir die Spaltung wurden 1-5 U Enzym pro
nug DNA eingesetzt. Der Ansatz wurde mindestens 1 h bei 37°C inkubiert.
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4.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurden dephosphorylierte Plasmid-DNA und Insert-
DNA in einem 1%-Agarosegel aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Banden auf einem
UV-Illuminator (Herolab) aus dem Gel prépariert. AnschlieBend wurde die DNA aus den
Gelstiicken mittels eines Gelextraktions-Kits von Qiagen prépariert. Die DNA-Mengen
wurden mit Hilfe des verwendeten DNA-Markers (Promega, Mannheim) abgeschétzt. Im
Ligationsansatz wurde ein etwa dreifacher molarer Uberschuss an Insert gegeniiber Vektor
eingesetzt. Es wurde die T4-DNA-Ligase mit dem vom Hersteller (New England Biolabs)
empfohlenen Puffer verwendet. Der Reaktionsansatz wurde fiir mindestens 2 h bei RT

inkubiert.

4.2.1.6 Transformation von Bakterien

Zur Transformation wurden 100 pl der auf Eis aufgetauten Bakterien mit 10 upl des
Ligationsansatzes 30 min auf Eis und 2 min bei 42°C (Hitzeschock) inkubiert. Nach Zugabe
von 1 ml LB-Medium erfolgte zur Regeneration der Bakterien eine 45-miniitige Inkubation
bei 37°C. Die Bakterien wurden 2 min bei 7000 rpm abzentrifugiert und in 50 ul LB-Medium
auf eine LB-Platte (LB-Medium mit 1,2% Agar und geeignetem Antibiotikum) ausgestrichen.
Diese Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.1.7 Plasmidaufarbeitung
Die préparative Miniplasmidaufarbeitung erfolgte mittels des QIAprep Spin Miniprep Kits
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Zur Priaparation grofBerer Mengen an DNA wurde das

JetStar-Kit (JetStar) herangezogen. Auch hier wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

4.2.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-Losungen wurde fotometrisch iiber Messung der ODyg
bestimmt. Hierbei entsprechen 50 pg Doppelstrang-DNA einer OD,g von 1 (Sambrook et al.,
1989).
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4.2.2 VDJ-Rekombination

Der Verwandtschaftsnachweis der Zelllinie Mutu in der Latenz I und Latenz III erfolgte {iber
eine PCR, bei der die Rekombination der V-,D- und J-Gene beider Zelllinien tiberpriift wurde.
Es wurden jeweils ca. 6 x 10° Zellen von Mutul und Mutulll eingesetzt und daraus mit Hilfe
des QiaAmp-Extraktions-Kit DNA isoliert und in 200 pl AE-Puffer aufgefangen. Dies
erfolgte mit dem Protokoll fiir Blood and Body Fluid von Quiagen. Fiir die PCR wurde ein

Mix von Vy-Primern und Jy-Primern eingesetzt, der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt

zusammen:

DNA 15 pl (von obigem Extrakt)
10x Puffer Sul

MgCl, (25 mM) 3,5ul

dNTPs (10 mM) 1 ul

Vi (2,5 pmol/pl) je 2,5 ul

5’ Ju-Mix 2,5 ul

H,O auf 50 ul auffiillen

Denaturierung fiir 2 min bei 95°C

Hinzufiigen von Taqg-Polymerase (5 U/pl) 1 pl

Die PCR-Reaktion vollzog sich in einer PCR-Maschine (Biometra, Gottingen) mit folgender
Temperaturabfolge bei 45 Zyklen:

95°C 50s
61°C 30s
72°C 45s
finale Anlagerung 72°C 10 min

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel
wie unter 4.2.1.5 beschrieben prépariert. AnschlieBend wurden die Stiicke sequenziert und
tiber das Programm Chromas analysiert. Mit Hilfe von Blast konnte gepriift werden, ob die

getesteten Linien die gleiche Ursprungszelle besitzen.
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Tabelle 14: Oligonukleotide fiir die VDJ-Rekombination

Name Sequenz 5°-3° Anlagerungstemperatur
VHI1 CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG A 61°C
VH2 GTC CTR CGC TGG TGA AAC CCA CAC A 61°C
VH3 GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG 61°C
VH4 GAC CCT GTC CCT CAC CTG CRC TGT C 61°C
VHS5 AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A 61°C
VH6 ACC TGT GCC ATC TCC GGG GAC AGT G 61°C
JH1 ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT 61°C
JH2 ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT 61°C
JH3 ACC TGA AGA GAC GGT GAC CAT TGT 61°C
JH4 ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT 61°C
JHS ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT 61°C
JH6 ACC TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT 61°C

4.2.3 Techniken zur Isolation und Analyse von RNA

4.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung humaner Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini-Kits (Qiagen,
Hilden), dabei wurde geméal3 des vorgeschriebenen Protokolls vorgegangen.

Es wurden in der Regel 3 x 10° Zellen eingesetzt; die eluierte RNA wurde in 30-50 pl RNAse-
freiem H,O aufgefangen und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Kontrolle der Qualitit der RNA wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1%-Agarosegel
(1x MOPS, 5% Formaldehyd) durchgefiihrt. Die Konzentration der RNA wurde in einem
Photometer bei einer Wellenldnge von 260 und 280 nm gemessen. Das Verhiltnis von 260 zu

280 nm gibt die Reinheit der RNA wieder.

4.2.3.2 Herstellung von cDNA

RNA kann mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) mittels ihrer RNA-abhdngigen DNA-
Polymerase-Aktivitdt in ¢cDNA transkribiert werden. Zur Synthese der cDNA wurde 1pug
Gesamt-RNA eingesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des Ist Strand cDNA-
Synthesis-Kit (Roche, Mannheim). Die hier enthaltenen Oligo(dT),s-Primer dienten der
spezifischen Umschreibung der mRNA-Molekiile. Der Reaktionsansatz wurde zur

Anlagerung der Primer fiir 10 min bei 25°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die reverse
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Transkription bei 42°C fiir 1 h. Die Inaktivierung der RT erfolgte durch Erhitzen auf 99°C fiir
5 min. Die erhaltenen cDNA-Molekiile wurden bei -20°C gelagert und in die quantitativen
RT-PCR-Reaktionen eingesetzt.

Der Reaktionsansatz fiir eine cDNA-Synthese setzte sich wie folgt zusammen:

RNA 1 ug

10x Puffer 2ul

dNTP-Mix 4 ul

Oligo-p(dT);s Primer 2 ul

RNase Inhibitor 1l

AMV Reverse Transkriptase 0,8 ul

H,O auf 20 pl auffiillen

4.2.3.3 Quantitative RT-PCR

Die quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) mit der LightCycler-Methode nach Roche ist
eine  PCR-Reaktion, die mit einer Faststart Taq DNA-Polymerase und dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green 1 arbeitet, der spezifisch an doppelstringige DNA
(dsDNA) bindet. Die Taqg-Polymerase ist mit hitzelabilen Blockgruppen modifiziert und somit
bei Raumtemperatur inaktiv. Durch Erhitzen auf 95°C wird die Reaktion gestartet. SYBR
Green 1 ist ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der sich spezifisch an die kleine Furche
der dsDNA anlagert und dessen Fluoreszenz durch diese Bindung um das 100-fache
gesteigert wird. Die Intensitdt des Fluoreszenz-Signals ist somit direkt proportional zur
Menge an amplifizierter dsDNA. Das emittierte Fluoreszenzsignal wird nach jedem
Zyklusende (nach Beendigung der Elongationsphase) gemessen. Dies ermoglicht, die
Amplifikation der DNA in Echtzeit am Monitor zu beobachten. Anhand der Menge der
amplifizierten DNA konnen Riickschliisse auf die Menge der cDNA, die sich zu Beginn in der
untersuchten Probe befand und spezifisch von den Primern erkannt wurde, gezogen werden.
Zur Uberpriifung der Spezifitit wird das amplifizierte Produkt aufgeschmolzen, woraus sich
eine  spezifische Schmelztemperatur ergibt. Die  Schmelzkurve spiegelt die
Basenzusammensetzung eines bestimmten DNA-Produktes wider und ldsst die
Unterscheidung von spezifischen und unspezifischen Amplifikationsprodukten zu. Zusétzlich
kann das Produkt mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und seine Spezifitit anhand der
GroBe ermittelt werden.

Fir die LightCycler-Reaktion wurden Primer -eingesetzt, die -soweit mdglich—

exoniibergreifend waren, um zu vermeiden, dass eventuelle Verunreinigungen mit
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genomischer DNA Amplifikationsprodukte bilden. Die benutzten Primer-Oligonukleotide

wurden bei Metabion (Miinchen) bezogen.

Die PCR-Reaktionen wurden in Glaskapillaren (Roche) in einem LightCycler (Roche) mit

folgender Temperaturabfolge in 55 Zyklen durchgefiihrt:

Denaturierung der DNA

und Aktivierung der Polymerase 95°C fiir 10 min
Zyklische Denaturierung 95°C firls

Zyklische Anlagerung 59-67°C fiir 10 s
Zyklische Verldangerung 72°C fiir 4 s pro 100 bp
Aufschmelzen 70°C bis 97°C in10s

Abkiihlen 40°C fiir 15 s

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

cDNA-Matrize (1:10) 1l
Roche-Mix I
25 mM MgCl, 0,8 pl
je Primer (10 mM) 0,5 ul
H,O 6,7 ul

Tabelle 15: Oligonukleotide fiir qRT-PCR

Name Sequenz 5°-3° Anlagerungstemperatur
hJAK1fw TGC ACA GGC ATG CCG TAT CTC TC 65°C
hJAK1rv TCC AGT GAG CTG GCA TCA AGG AG 65°C
hJAK2fw ACA GGG ATC TGG CAA CGA GA 59°C
hJAK2rv TCT GGG CAT CCA TCT GGT CT 59°C

hIFNyRIfw | GAT TCA GTG CCA GTT AGC GAT TCC AG 67°C
hIFNyRIrv | AAA TGG CTG GTA TGA CGT GAT GAG TG 67°C
hIFNyRIIfw GCT GCT GCT GCT CGG AGT CTTC 67°C
hIFNyRIIrv TGG CGG CAG TGA AGT CACACT C 67°C
hCD19fw CTC CTT CTC CAA CGC TGA GT 65°C
hCD19rv TGG AAG TGT CAC TGG CAT GT 65°C
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Die entstandenen PCR-Produkte wurden zur Erstellung einer Eichgerade seriell verdiinnt, um
spater die Effizienz dieser PCR-Reaktion errechnen zu kénnen. Folgende Verdiinnungsserie
wurde erstellt: 10'3; 10°; 107; 10° , Wasser diente als Negativkontrolle. Wihrend der
Amplifikation nimmt die Fluoreszenz des Reaktionsansatzes mit steigender Zykluszahl zu.
Diese Fluoreszenz-Zunahme wird von dem LightCycler gemessen und in einem Graphen
dargestellt (Abbildung 24A). Das LightCycler-Programm ermittelt aus dieser
Amplifikationskurve den Crossing Point (Cp), der die Anzahl der Zyklen angibt, die notig
sind um eine definierte Menge an PCR-Produkt zu erzeugen.

Durch das Auftragen des Logarithmus der Konzentration gegen die Anzahl der Zyklen, die
notig waren, den Cp zu erreichen erhélt man die Eichgerade (Abbildung 24B). Die Effizienz
(E) der Reaktion errechnet sich mit Hilfe der Steigung (m) der Eichgeraden mit folgender
Formel:

-1/m

E=10

Um die Menge an Zieltranskript quantifizieren zu konnen, wurde die relative
Quantifizierungsmethode angewendet, die auf der relativen mRNA-Expression eines Zielgens
im Vergleich zu einem Referenzgen basiert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression
der Gene auf CD19 standardisiert.

Wenn nun K die Anzahl der PCR-Produkte darstellt, die am Cp prisent sind, T, die
Ausgangskonzentration der Probe und Cp die Anzahl der Zyklen, die nétig sind um die
definierte Menge an PCR-Produkt zu erhalten, dann ergibt sich folgende Gleichung:

K =T, (E)

Da die Menge an PCR-Produkt am Cp fiir alle Proben gleich ist, ergibt sich:

Cpgesucht __

Cp Referenzgen
TOgesuchtX (Egesucht) - TOReferenzgenX (E Referenzgen) P &

Im Falle der Kopienzahlbestimmung ist Ty des Referenzgens bekanntermallen 1 oder 2 je nach
Geschlecht, da es sich um den genomischen Locus von HPRT handelt. Setzt man dies in die

Formel ein und 16st nach der gesuchten Ausgangskopienzahl auf, ergibt sich folgendes:

TOgesucht = (X 2)
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Zur Ermittlung der relativen mRNA-Expression wurde Ty des Referenzgens gleich 100%

gesetzt, so dass sich folgende Formel ergibt:

_ CpReferenzgen Cpgesucht
TOgesucht_ 100 X (E Referenzsgen) P & / (E gesucht) be

Die Auswertung wurde mithilfe der Excel-Software (Microsoft) durchgefiihrt.
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4.3 Proteinbiochemische Methoden

Abbildung 24: qRT-PCR Effizienz und
Standardisierung auf CD19

A) Das Diagramm zeigt die
Fluoreszenzkurven, die wihrend der PCR in
»Real Time*“ gemessen werden fiir das
Transkript von CD19 an. Die Kurven geben
die markierten Proben auf der linken Seite
wieder. Am  Crossing Point  (Cp)
iiberschreitet das Fluoreszenz-Signal das
Hintergrund-Signal. Ein beinahe simultaner
Anstieg der Kurven und die sehr dhnlichen
Cps deuten auf eine gleiche Ausgangsmenge
des Zieltranskripts in allen Proben hin.

B) Fiir jeden LightCycler-Lauf wurde eine
Verdiinnungsreihe (1072, 10°, 10”7 und 10)
mitgefiihrt, um die Effizienz der Reaktion zu
bestimmen. Die Crossing Points (Cp) wurden
gegen den Verdiinnungsfaktor (logarithmiert)
aufgetragen und die Steigung der Gerade in
die Berechnung der Effizienz wie folgt
einbezogen: E=10""™. m (Steigung)

4.3.1 Isolation und Aufbereitung von Proteinen aus Zellen

Fiir die Isolierung von Proteinen wurden mindestens 1 x 10° Zellen fiir 4 min bei 1400 rpm

sedimentiert und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 20 pl 2x Laemmli pro 10° Zellen

lysiert und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. AnschlieBend wurden die Proben mit Ultraschall

(20 StoBe pro Probe) behandelt, um die zelluldire DNA zu zerkleinern.

Falls erforderlich wurden die Proben bei -20°C gelagert.
4% SDS; 20% Glycerin; 250 mM Tris pH 6,8; 5% B-

2x Laemmli-Probenpuffer:

Mercaptoethanol; 0,01% Bromphenolblau
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4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung der Proteingemische erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE. Dafiir
wurden 10-15% SDS-Polyacrylamid (PAA)-Gele hergestellt und mit 10-15 pl der Protein-
Lysate beladen. Das GieBen und der Lauf der Gele erfolgte in einem Gelsystem von
Amersham. Als GroBenstandard diente ein Proteinstandard (Fermentas), dessen Proteine
kovalent an einen Farbstoff gebunden sind, um sie sichtbar zu machen (Abbildung 26). Vor

der Auftragung auf das Gel wurden die mit 2x Laemmli-versetzten Proben fiir 5 min

aufgekocht.
kDa
i :Eg: Abbildung 25: Proteinstandard
| _A00— Die Proteine sind kovalent an einen Frabstoff gebunden, um sie
| 70| sichtbar zu machen.

N
B "
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— |- 10 —

8-16% Tris-glycine S05-PAGE

Gel
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Laufpuffer: 25 mM Tris; 1% SDS; 192 mM Glycin

Sammelgel: 250 mM Tris/HCl pH 6.8; 0,1% SDS; 5% Acrylamid/Bisacrylamid
(Roth)

10%iges Trenngel: 375 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1% SDS; 10% Acrylamid/Bisacrylamid
(Roth)

4.3.3 Western-Blot

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF
(Polyvinylidendifluorid)- oder Nitrozellulose-Membran (beide GE Healthcare, Freiburg)
transferiert. Der Transfer erfolgte in einem Tanksystem (,,Nass-Blot*) von GE-Healthcare, in
dem die gesamte Blotvorrichtung mit Puffer gefiillt ist. Vor dem Transfer wurde die PVDF-
Membran in Methanol aktiviert und anschlieBend in Transferpuffer equilibriert. Die
Nitrozellulose-Membran wurde nur in Puffer equilibriert. Die Membran wurde auf zwei in
Transferpuffer getrankte Gelblotting-Papiere (Whatman) gelegt. Das Acrylamidgel wurde auf
die Membran gelegt, anschlieBend wurden erneut zwei in Transferpuffer getrénkte
Gelblotting-Papiere darauf platziert. Dieser Aufbau wurde so zwischen Anode und Kathode

angeordnet, dass die negativ geladenen Proteine in Richtung Membran wandern kdnnen.
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Es wurde fiir 1,5 h unter stdndigem Riihren ein elektrisches Feld von 450 mA angelegt. Zur
Kontrolle des Transfers wurde die Membran anschlieBend mit 1x Ponceau S (Sigma,

Miinchen) gefdrbt. Fiir die weitere Analyse wurde die Ponceau S-Firbung mit 1x TBS

entfernt.
Transferpuffer: 250 mM Tris; 1,92 mM Glycin; 10% Methanol
10x TBS: 5 M NaCl; 1 M Tris/HCI pH 7,5

4.3.4 Spezifischer Proteinnachweis mittels Antikérper

Proteine konnten durch Bindung spezifischer Antikorper (AK) sichtbar gemacht werden. Der
Proteinnachweis erfolgte iiber zwei Antikorper. Der Primérantikorper erkennt das gewiinschte
Protein und bindet daran; zur Detektion wird ein sekundéirer AK eingesetzt, der spezifisch den
Primérantikdrper erkennt und bindet. An diesen sekundidren AK ist das Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) gekoppelt. HRP katalysiert die
Oxidation von Luminol und setzt dadurch eine Chemolumineszenzreaktion frei. Das
hierdurch emittierte Licht kann durch die Exposition eines lichtsensitiven Films (Hyperfilm
ECL, GE-Healthcare) nachgewiesen werden.

Zur Absittigung freier Bindungsstellen der Membranen wurden sie bei Raumtemperatur mit
20% Milchpulver (Roth) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
Primérantikdrper in TBST-5% BSA iiber Nacht bei 4°C. Bevor die Membran mit dem
Sekunddrantikorper fiir 1 h bei RT inkubiert wurde, wurde sie dreimal 5 min mit TBST
gewaschen, um schlecht oder nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Der gleiche
Waschschritt erfolgte nach der Inkubation mit dem sekundiren AK. Der Nachweis der
Proteine erfolgte mit Hilfe des ECL-Kits bzw. des ECL AdvanceTM Western Blotting
Detection Kits (beide GE-Healthcare). Die fiir die Immundetektion benutzen Antikdrper und

ihre Verdiinnungen sind in Tabelle 4 aufgelistet.

4.3.5 Strippen von Antikorper-beladenen Membranen

Wihrend des sogenannten Strippens der Membran wird nicht elektrotransferiertes, auf der
Membran befindliches Protein (Block-Proteine, Antikorper) entfernt. Die mit Proteinen und
Antikorpern beladene Membran wurde hierfiir 30 min bei 55°C in ,,Stripping-Puffer” im
Schiittelinkubator behandelt und anschlieBend dreimal 15 min in TBST gewaschen. Danach
konnte erneut wie in 1.3.4 beschrieben eine immunologische Detektion durchgefiihrt werden.

Stripping-Puffer: 100 mM B-Mercaptoethanol; 2% SDS; 62,5 mM Tris/HCI pH 6,7
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4.4 Zellkultur

4.4.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Umluft-Sterilbank (Heraeus, Diisseldorf)
durchgefiihrt. Falls nicht anders beschrieben wurden die Zellen bei Zentrifugationsschritten
bei 1400 rpm fiir 4 min zentrifugiert. Die Waschschritte wurden mit sterilem PBS oder RPMI,
10% FKS durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (Heraeus,
Diisseldorf) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wurden zweimal in der
Woche gefiittert bzw. gesplittet.

Vollmedium fiir Burkitt Lymphom-Zellen:

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

57 ml FKS (PAA, Pasching, Osterreich)

5,7 ml Penicillin/Streptomycin (100x) (Gibco)

5,7 ml Glutamin (100x) (Gibco)

5,7 ml Natrium-Pyruvat (100x) (Gibco)

50 uM a-Thioglycerat (TG)

Die Selektion der stabil transfizierten BL-Linien erfolgte durch Zugabe von 0,4 pg/ml

Puromycin zum Medium.

4.4.2 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte lichtmikroskopisch mit Hilfe von Neubauer-
Zihlkammern (Marienfeld, Lauda-Konigshofen), wobei 4 x 16 Kleinquadrate unter dem
Mikroskop (Zeiss, Jena) ausgezahlt und deren Mittelwert bestimmt wurde. Der Kammerfaktor
zur Berechnung der Zelldichte (Zellen/ml) betrigt 10%, da das Volumen von 16
Kleinquadraten 0,1 pl umfasst.

4.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in Einzelzellsuspension gebracht, zentrifugiert und in
kaltem Einfriermedium (40% Medium, 10% DMSO, 40% FKS) resuspendiert. Die Zellen im
Einfriermedium wurden in Einfrier-Rohrchen (Nunc, Roskilde, Ddnemark) iiberfiihrt und
zunichst bei -80°C eingefroren. Nach einigen Tagen wurden sie zur dauerhaften Lagerung in
fliissigen Stickstoff (-196°C) {iberfithrt. Um ein zu schnelles Einfrieren der Zellen zu
verhindern was zur Lyse der Zellen fiihrt, wurden die R6hrchen dick in Zellstoff eingepackt.

Zum Auftauen wurden die Zellen zum Auswaschen des DMSO einmal mit 37°C-warmem

Medium gewaschen und anschlieBend in neuem Medium aufgenommen.
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4.4.4 Stimulation der BL-Linien und Biopsien mit IFNy und IFNp

BL-Linien

Die zu testenden Zellen wurden einen Tag vor der Behandlung mit frischem Medium
gefiittert. Je nach Zelldichte wurden zwischen 1-5 x 10° Zellen pro Ansatz eingesetzt. Die
Ausplattierung der Zellen erfolgte in sterilen Lochplatten (Becton Dickinson, Heidelberg), die
Stimulation mit 300 U/ml IFNy bzw. IFNJ fiir 30 min und 24 h bei 37°C. Dieselbe Anzahl an
Zellen wurde als Negativkontrolle unbehandelt belassen. Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellen in Falcon-Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) iiberfiihrt und wie unter 4.3.1
beschrieben fiir die Analyse durch die Western-Blot-Methode aufbereitet.

Biopsien

Die getesteten Biopsiesuspensionszellen wurden in einer Zelldichte von ca. 4 x 10° ebenfalls
mit 300 U/ml IFNy bzw. IFNP bei 37°C stimuliert. Auch hier wurde ein Teil der Zellen als
Kontrolle unbehandelt belassen. Da Zellen aus Biopsien sehr schnell sterben, konnten die
Zellen nur fiir 30 min und 2-6 h mit den Zytokinen inkubiert werden. Die Aufbereitung fiir die

Western-Blot-Methode erfolgte ebenso wie unter 4.3.1 beschrieben.

4.4.5 Behandlung von Akata und Mutul mit 5’-Azacytidin

Um eine mogliche Methylierung des JAK2-Promotors zu testen wurden zwei EBV-positive
Latenz I-Linien (Akata und Mutul) mit 5’-Azacytidin (AZA) behandelt. AZA ist ein Cytidin-
Analogon, das wihrend der Replikation der Zelle in die DNA oder RNA eingebaut wird.
Durch diesen Einbau werden Methyltransferasen gehemmt, was zu einer Demethylierung der
betroffenen Sequenz fiihrt.

Es wurden 3 x 10° Zellen pro Loch in eine 12-Loch-Platte ausplattiert und mit 10 pM 5’-AZA
fiir verschiedene Zeitpunkte behandelt. Zur Kontrolle blieb auch bei dieser Analyse ein Teil
der Zellen unbehandelt. Die Ernte und Herstellung von Zelllysaten erfolgte wie in Abschnitt
4.3.1 beschrieben. .

4.4.6 Generierung JAK?2 -exprimierender BL-Linien

4.4.6.1 Transiente Transfektion von BL-Zellen

Durch Elektroporation konnte DNA in verschiedene Burkitt Lymphom-Zelllinien eingebracht
werden. Es wurden fast immer dieselben Transfektionsbedingungen verwendet (Tab. 6). Pro
Transfektionsansatz wurden 2 x 10 Zellen eingesetzt, die am Tag zuvor gefiittert wurden, um
eine optimale Proliferation zu erreichen. Die Zellen wurden zentrifugiert, in 300 pl Opti-
MEM (Gibco, Paisley, Schottland) aufgenommen und in eine 4 mm breite ,,Gene Pulser-
Kiivette (Biorad, USA) iiberfiihrt. Die Transfektion erfolgte mit 10-15 ug DNA. Direkt nach
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der Transfektion wurden 500 pl FKS zu den Zellen gegeben und dieses Gemisch in
Vollmedium uberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen wie iiblich bei 37°C und 5% CO,
kultiviert.
Mit Hilfe dieser Methode wurden die Plasmide pINCO-NGFR und MIGR1 in die Zellen
gebracht.

Tabelle 16: Transfektionsbedingungen der einzelnen Zelllinien

Zelllinie Medium Volumen [pl] pF Volt
Mutul Opti-MEM 300 850 250
Akata Opti-MEM 300 850 250
Elijah Opti-MEM 300 850 250

Rael Opti-MEM 300 950 250
BL29 Opti-MEM 300 850 250
WAN Opti-MEM 300 850 250
Ww2 Opti-MEM 300 850 250

4.4.6.2 Isolierung von JAK2-exprimierenden Zellen nach transienter Transfektion

Anfangs lag JAK2 in einem Vektor ohne Selektionsmarker vor. Um nach erfolgter
Transfektion die Zellen isolieren zu konnen, die das Protein exprimieren, wurde das JAK2-
Expressionsplasmid MIGR1 mit einem pINCO-Plasmid kotransfiziert. Dieser Vektor enthalt
eine Sequenz fiir den humanen NGF-Rezeptor. Mit Hilfe des MACS (Magnetic Associated
Cell Sorting)-Systems von Milteny (Bergisch-Gladbach, Deutschland) konnten die JAK2-
exprimierenden Zellen iiber den NGF-Rezeptor isoliert werden, dies geschah nach Angaben
des Herstellers. NGFR-positive Zellen wurden mit Hilfe eines Hybridom-Uberstandes
(Elisabeth Kremmer, GSF, Miinchen) detektiert. Die Detektion dieses Erstantikorpers und die
Bindung der positiven Zellen erfolgte mittels Microbeads (kleine metallene Kiigelchen), die
mit Ziege-anti-Maus-Antikdrpern gekoppelt waren. So markierte Zellen konnten anschlieSend
iiber eine Sdule isoliert werden. Die Ausbeute an positiven Zellen lag je nach Zelllinie bei 50-

70%.

4.4.7 Durchflusszytometrie (FACS)

Hierfiir wurden ca. 5 x 10° Zellen eingesetzt und einmal mit PBS, 0,5% BSA gewaschen.
Dieser Schritt erfolgte, um mogliche unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden.
Fiir die Farbung wurden die Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrper
(PE oder FITC) fiir mindestens 15 min bei RT inkubiert. Der Antikorper wurde 1:20 in PBS,
0,5% BSA verdiinnt. Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen wurden die Zellen nach
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der Inkubation mit PBS, 0,5% BSA gewaschen und in 100 pl PBS mit 1 pg/ml
Propidiumiodid (PI) aufgenommen, um die toten Zellen anzuférben.

Alle Analysen wurden mit einem Durchflusszytometer (Becton Dickinson (BD), Heidelberg)
durchgefiihrt und die Resultate mit der CELLQuestTM-Software ausgewertet. Je Fiarbung

wurden zwischen 1 x 10° und 3 x 10> Zellen aufgenommen.

Tabelle 17: Antikorper fiir FACS-Analysen

Antikorper Verdiinnung | Bezugsquelle
NGFR-PE 1:10 BD
CD10-PE 1:20 BD
CD38-PE 1:20 BD
CD80-FITC 1:20 BD
CD86-PE 1:20 BD
HLA-A,B,C 1:20 BD
HLA-DQ,DR, DP 1:20 BD

4.4.8 Kultivierung von LTK - und CD40L-exprimierenden Zellen

LTK- und CDA40L-exprimierende Zellen sind adhdrente Zellen, die zur spiteren
Kokultivierung mit Burkitt Lymphom-Zellen in Vollmedium gehalten wurden. Zur
Bestimmung der Zelldichte oder zum Splitten mussten die Zellen als Einzelsuspension
vorliegen. Zur Vermeidung des proteolytischen Verdaus der Oberflichenmolekiile wurden die
Zellen mit Versen (nicht mit Trypsin) vom Boden der Zellkulturschalen geldst. Der Erhalt der
Oberfldchenmolekiile war fiir die spétere Kokultivierung notig.

Zunéchst wurden die Zellen in der Kulturschale (Nunc, Roskilde, Ddnemark) nach Abnahme
des Mediums mit sterilem PBS gewaschen, bevor sie mit 3 ml Versen versetzt wurden. Nach
dreiminiitiger Inkubation im Brutschrank, Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 10 ml
Medium und durch Klopfen am Kulturschalenboden unterstiitztem Loslosen der Zellen,
konnten diese in 50 ml Falcons iiberfiihrt werden. Das Zellpellet wurde nach einmaligem
Waschen mit Zellkulturmedium in einem definierten Volumen Medium aufgenommen und

verdiinnt weiterkultiviert, eingefroren oder zur Kokultivierung eingesetzt.
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4.4.8.1 Kokultivierung von Burkitt Lymphom-Zellen mit LTK- und CD40L-
exprimierenden Zellen
Zur Kokultivierung wurden 1 x 10° CD40L und 2 x 10° LTK - Zellen pro Loch in eine 6-
Well-Platte gegeben. Nach ca. drei Tagen wurden sie zur Vermeidung einer weiteren
Expansion mit 7.500 Rad fiir ca. 120 min bestrahlt. AnschlieBend wurden 2,5 x 10° BL-Zellen
in 5 ml Vollmedium dazugegeben und kultiviert. Die Kokultivierung erfolgte fiir 36 h, nach
12 h wurde zu einem Teil der Zellen IFNy fiir 24 h zugegeben; ein Teil der Zellen wurde
unbehandelt belassen, ein dritter Teil wurde nach 35,5 h fiir 30 min mit IFNy behandelt.

AnschlieBend daran wurden die Zellen zur weiteren Analyse behandelt.

4.4.9 °'Cr-Freisetzungs-Messung

Die Zytotoxitit EBV-spezifischer T-Zellen wurde mit Hilfe einer ' Cr-Freisetzungs-Messung
ermittelt. Hierbei wird die Freisetzung von Chrom aus den antigen-priasentierenden Zellen als
Zeichen der Lyse durch spezifische zytotoxische T-Zellen gewertet. Die Berechnung der

spezifischen Lyse erfolgte mit Hilfe der Gleichung:
[(E-S)/(T-S)] x 100

Hierbei ist E die Chrom-Freisetzung im Experiment, S die spontane Freisetzung bei
Kultivierung der Zellen in Medium und T die maximale Freisetzung nach Zugabe von SDS.
Zytotoxische T-Zellen wurden zu den BL-Zellen im Verhéltnis 1:1 eingesetzt.

Vor der Beladung der Zellen mit Chrom wurden Burkitt Lymphom-Zellen mit 300 U/ml IFNy
fiir 48 h inkubiert und zur Antigenprésentation mit rekombinanten Vakzinia-Viren {iber Nacht
infiziert. Diese Viren exprimieren verschiedene lytische EBV-Antigene, die von den
infizierten Zellen dann an ihrer Oberfldche priasentiert werden konnen. Als Kontrolle fiir die
Funktionalitit der T-Zellen wurden dieselben BL-Zellen zusdtzlich mit spezifischen Peptiden
fiir 2 h beladen. Diese Peptide haben den Vorteil, dass sie zur Prisentation nicht prozessiert
werden miissen, sondern gleich auf die Zelloberflachen geladen werden. Als Negativkontrolle
fiir die Peptide diente entweder DMSO oder die Peptide gegenseitig. AnschlieBend wurden
die BL-Zellen mit *'Cr beladen und mit ihren spezifischen zytotoxischen T-Zellen fiir 5 h
inkubiert.

Die Messung der Chrom-Freisetzung erfolgte in einem Packard Cobra Gamma Counter (GMI,

USA).
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5. Zusammenfassung

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist ein sehr aggressiver B-Zell-Tumor, der vor allem in der
Kindheit auftritt. Es gibt drei Formen dieses Tumors, die sich durch den geographischen
Ursprung und die Assoziation mit einer EBV-Infektion unterscheiden. Wie und ob EBV zu
Entstehung und/oder Pathogenese des Tumors beitragt, ist noch vollig unklar.

Charakteristisch flir Burkitt Lymphome - unabhingig ihres geographischen Ursprungs - ist
eine Chromosomentranslokation, die zur konstitutiven Uberexpression des Proto-Onkogens c-
myc fiihrt. Sein Genprodukt c-Myc ist ein Transkriptionsfaktor, der eine grofe Anzahl
biologischer Prozesse reguliert. Bei der Untersuchung des Einflusses von c-Myc auf die
Immunerkennung und die Interferon-Signalwege, die die Immunerkennung steuern, konnte
die Beobachtung gemacht werden, dass EBV-positive BL-Linien auf IFNy nicht mit einer
Phosphorylierung von STAT1 antworten. In EBV-negativen BL-Linien wird STAT1 dagegen
durch IFNy-Behandlung an Tyrosin 701 phosphoryliert. In dieser Arbeit wurde das Auftreten
der IFNy-Resistenz in EBV-positiven BL-Linien evaluiert. Diese Resistenz wird durch die
Abwesenheit der JAK2-Tyrosinkinase des IFNy-Signalwegs hervorgerufen, die jedoch nicht
wie anfangs vermutet durch ein virales Genprodukt verursacht wird. Durch die exogene
Expression von JAK2 konnte die Signalweiterleitung wiederhergestellt werden. Studien zur
IFNy-Resistenz von Biopsie-Material lieferten kein klares Bild der ex vivo-Situation des
Tumors. So zeigen einige Biopsien ebenfalls eine Resistenz, andere aber eine Antwort.

Trotz der Expression von Fremdantigenen werden EBV-positive BL-Zellen nicht vom
Immunsystem erkannt. Die IFNy-Resistenz konnte einer der Mechanismen fiir die
Immunevasion der Tumorzellen sein, da wichtige Gene fiir die Immunantwort durch IFNy
stimuliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Erkennung und Toétung von EBV-
positiven und -negativen BL-Linien durch antigenspezifische zytotoxische T-Zellen (CTL)
untersucht und die Bedeutung der IFNy-Resistenz fiir die Immunerkennung studiert. Alle
getesteten BL-Linien -unabhingig von ihrem EBV-Status- wurden von den CTL nicht
erkannt. Dies kann so interpretiert werden, dass die bereits in EBV-negativen Linien
reduzierte Antwort auf IFNy -wahrscheinlich bedingt durch die reduzierte Expression von
JAK2- die Antigenprisentation bereits so zu beeintridchtigen scheint, dass keine CTL-
vermittelte Zelltotung beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
weisen darauf hin, dass die in EBV-positiven BL-Linien fehlende und in EBV-negativen BL
reduzierte JAK2-Expression und die darauf beruhende mitunter massive Beeintridchtigung des

[FNy-Signalwegs einen Beitrag zur Immunevasion des Burkitt-Lymphoms leisten konnte.
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