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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1  Das Epstein-Barr Virus

Das Epstein-Barr Virus (EBV) wurde 1964 als erstes humanes DNA Tumorvirus von Epstein, Barr und
Achong entdeckt (Epstein et al., 1964).

EBV lasst sich in die Familie der y-Herpesviren einordnen. Das doppelstrangige DNA Genom besitzt bei
dem oft als ,Wildtyp“ bezeichneten B95.8 Stamm eine GroRe von 172 kb und liegt als lineares Genom in
einem Kapsid verpackt vor. Das Kapsid wird wiederum von einer Membranhille umschlossen, die aus der
inneren Kernmembran der Wirtszelle gebildet wird und mit den viralen Glykoproteinen gp350/220 besetzt
ist (Rickinson and Kieff, 1996). Uber diese Proteine bindet es an den C3d-Komplementrezeptor CR2
(CD21), der auf reifen B-Zellen auf der Membranoberfldche exprimiert wird. So kann das Virus durch re-
zeptorvermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen werden (Nemerow et al., 1985). Zusatzlich konn-
te eine Bindung des viralen Glycoproteins gp42 an HLA Typ Il Molekiile nachgewiesen werden (Borza and
Hutt-Fletcher, 2002). Im Zuge der Infektion wird das DNA Genom in den Zellkern der Wirtszelle transpor-
tiert, dort zirkularisiert und von der zellularen Replikationsmaschinerie repliziert, so dass es episomal in
den Zellen persistiert (Spear and Longnecker, 2003).

Mit einer Durchseuchungsrate von tber 90% ist EBV ein &uferst erfolgreiches Virus. Die Primarinfektion
erfolgt tiblicherweise in der frihen Kindheit und ist oft asymptomatisch (Evans, 1972). Zun&chst infiziert
das Virus die Zellen des Nasen-Rachenraums. Nach Ablauf der anfanglichen Iytischen Phase, in der das
Virus repliziert, werden Zellen des B-Zell-Kompartiments latent infiziert und immortalisiert (Thorley-Lawson
and Mann, 1985).

Tritt die Primarinfektion erst bei Jugendlichen oder Erwachsenen auf, kann sie in 30-50% der Falle infekti-
6se Mononukleose (IM) , auch Pfeiffersches Driisenfieber genannt, hervorrufen. IM ist durch die Prolifera-
tion EBV-infizierter B-lymphoider Blasten in der Parakortex des lymphatischen Gewebes in den Tonsillen
gekennzeichnet. Dadurch wird eine starke Immunantwort durch zytotoxische T-Lymphozyten ausgelost.
Nach dem Abklingen der Krankheit verbleiben EBV-infizierte B-Gedachtniszellen im Patienten (Crawford,
2001).

Neben dem Iytischen Zyklus besitzt EBV eine latente Phase, in denen nur noch wenige virale Gene expri-
miert werden und keine Virusproduktion mehr erfolgt. Wird eine B-Zelle mit EBV infiziert, werden zundchst
neun virale Latenzproteine exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt wird die grofite Anzahl an Proteinen expri-
miert, namlich die sechs Kernproteine (EBV nukleares Antigen) EBNAT1, -2, -3A, -3B, -3C und -LP, sowie
die drei integralen, latenten Membranproteine LMP1, LMP2A und LMP2B. Hinzu kommen zwei kleine
nicht-polyadenylierte RNAs, EBER-1 und EBER-2. AnschlieRend wandern die infizierten B-Lymphozyten
in Follikel und differenzieren zu B-Gedéachtniszellen, in denen nur noch EBNA1, LMP1 und LMP2A expri-
miert werden. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt vermutlich der Ubergang zum persistierenden Lebenszyklus
des Virus (Thorley-Lawson, 2001).
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Nach Abschluss dieser Phase persistiert EBV in ruhenden B-Gedachtniszellen, wobei das Genom in 40
bis 100 Kopien vorliegt (Miyashita et al., 1997). In dieser Phase wird ausschlieRlich EBNA1 exprimiert. Da
die proteasomale Degradation von EBNA1 blockiert wird, kénnen keine Peptide des Proteins durch die
MHC-Klasse | Molekiile auf der Zelloberflache prasentiert werden, so dass das Virus der Immunantwort
entkommt. Eine unkontrollierte Ausbreitung der EBV-immortalisierten und proliferierenden B-Lymphozyten
wird in gesunden Tragern durch zytotoxische T-Zellen verhindert (Khanna et al., 1995).

Eine Reaktivierung des Virus und damit der Ubergang von dem latenten in den lytischen Zyklus ist mog-
lich. Hierbei differenzieren die EBV-infizierten B-Gedachtniszellen zu Plasmazellen, die dann neue Virus-
partikel produzieren. Der Mechanismus der Reaktivierung ist jedoch noch nicht genau bekannt, kann aber
durch Stimulierung des B-Zell Rezeptors induziert werden (Kuppers, 2003).

1.1.1 Die Latenzgene von EBV

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel erwahnt, besitzt EBV neun Latenzproteine (EBNA1, EBNAZ2,
EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, EBNA-LP, LMP1, LMP2A und LMP2B), die in diesem Abschnitt kurz be-
schrieben werden sollen.

EBNA1 ist notwendig und hinreichend, damit EBV als Episom in den Zellen repliziert wird. Es ist das ein-
zige Protein aus EBV, dass DNA sequenzspezifisch DNA binden kann (Rawlins et al., 1985). Es bindet an
den Replikationsursprung (Origin of replication, oriP), der einen EBNA1-abhé&ngigen enhancer darstellt
und eine wichtige Rolle in der Transkriptionsregulation spielt. (Ubersicht: Bornkamm and Hammerschmidt,
2001). EBNA1 ist essenziell fur die Transkription der transformierenden Gene von EBV nach der Infektion
von primaren B-Zellen (Altmann et al., 2006). Auch die Expression von zellularen Genen wird von EBNA1
beeinflusst, so verstarkt es die Expression von STAT1 (Wood et al., 2007). Eine besondere Bedeutung
besitzt EBNA1 dariiber hinaus in der Rekrutierung des humanen Replikationskomplex an das EBV-
Genom. EBNA1 interagiert sowohl mit oriP als auch mit dem Replikationskomplex, wobei die Affinitat von
EBNAT1 die Replikationsseffizienz des Virus bestimmt. (Lindner et al., 2008; Schepers et al., 2001).

EBNA2 und EBNA-LP gehdren zu den ersten viralen Gene, die nach einer EBV-Infektion exprimiert wer-
den (Allday et al., 1989; Rooney et al., 1989). Eine Deletion von EBNA2 resultiert im Verlust der B-Zell-
Immortalisierung durch EBV (Miller et al., 1974). Der Transkriptionsfaktor EBNA2 interagiert tber das
zellulare Adapterprotein CBF1 mit der DNA und kann die Transkription viraler und zellularer Gene induzie-
ren, unter ihnen LMP1, LMP2A, CD21, CD23 und c-myc (Cordier et al., 1990; Kaiser et al., 1999; Laux et
al., 1994; Zimber-Strobl et al., 1993). Darlber hinaus fordert EBNA2 direkt die Expression von Bfl-1, ei-
nem zelluldren antiapoptotischen Gen. Die Expression von EBNA2 kénnte demnach einen Uberlebensvor-
teil wahrend der B-Zell Infektion darstellen (Pegman et al., 2006).

Auch EBNA-LP besitzt eine Bedeutung in der Initierung der B-Zell-Immortalisierung. Es kooperiert mit
EBNA2 und verstarkt die Transaktivierungsaktivitat von EBNA2 (Bornkamm and Hammerschmidt, 2001).

Die Proteine der EBNA3-Familie sind an zahlreichen zelluldren Prozessen, wie die Zellzyklusregulation,
die Aktivierung und Repression der Transkription beteiligt (Bornkamm and Hammerschmidt, 2001).
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Die latenten, integralen Membranproteine LMP1, LMP2A und LMP2B besitzen unter anderem eine antia-
poptotische Wirkung. LMP2A imitiert die Funktion des B-Zell-Rezeptors (BCR) und sendet ein Uberle-
benssignal an die Zelle (Thorley-Lawson, 2001). Auch wenn LMP2A fiir die Transformation von B-Zellen
in vitro entbehrlich ist, ist das Protein das Uberleben von B-Zellen in Keimzentren essenziell, die nicht
uber einen funktionellen B-Zell Rezeptor verfligen (Mancao and Hammerschmidt, 2007). Dariiber hinaus
kann LMP2A die B-Zell Rezeptor induzierte EBV-Reaktivierung und Apoptose durch Tyrosin-Phosphory-
lierung regulieren (Fukuda and Longnecker, 2005). LMP2B regelt die Funktion von LMP2A (Bornkamm
and Hammerschmidt, 2001). LMP1 ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit und wird in Abschnitt 1.2 aus-
fahrlicher beschrieben.

1.1.2 EBV-assoziierte Tumore

EBV ist mit einer Reihe von malignen Erkrankungen assoziiert (Herrmann and Niedobitek, 2003; Niedobi-
tek et al., 2001). Eine der bedeutendsten ist das Burkitt-Lymphom (BL), das in Aquatorialafrika und Pa-
pua-Guinea als Erkrankung im Kindesalter endemisch auftritt (Burkitt et al., 1965). Hierbei ist EBV in fast
allen BLs nachweisbar, wéhrend es in der sporadischen Form in den westlichen Landern nur ca. 30% sind
(Hummel et al., 1995; zur Hausen et al., 1970). Bei dem BL handelt es sich um ein nicht-Hodgkin-
Lymphom mit einem Ursprung aus den B-Lymphozyten aus den Keimzentren (Gregory et al., 1987). Alle
Burkitt-Lymphome weisen charakteristische chromosomale Translokationen (1(8;14), t(8;2) oder 1(8;22))
auf. Dadurch wird das ¢c-myc Gen unter die transkriptionelle Kontrolle eines Immunglobulin-Gen gestellt,
was in der Uberexpression des Onkogens c-myc resultiert (Croce et al., 1983; Erikson et al., 1983; Nishi-
kura et al., 1983). In EBV-positivem BL kann in der Regel nur ein Protein, EBNA1, nachgewiesen werden.
Dieses Expressionsprofil wird als Latenz | bezeichnet (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Expressionsmuster von EBV-Latenzgenen in Erkrankungen (Niedobitek, 1999)

Latenz- EBNA1 EBNA2 EBNA3 LMP1 LMP2 Erkrankung
gruppe
Latenz | + - - - - Burkitt-Lymphom

Nasopharynxkarzinom, Hodgkin-

Latenz Il + - - + + Lymphom, T-Zell Non-Hodgkin-
Lymphom

Latenz Il + + + + + Iymphoprolliferative Erkrankun-
gen, infektiése Mononukleose

Sonstiges + - - - + gesunder Tréager

Eine der haufigsten malignen Lymphomerkrankungen ist das Hodgkin-Lymphom (HD), das sich histolo-
gisch durch das Vorkommen von Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen auszeichnet. In den westlichen
Landern ist EBV in 20-50% der Falle nachweisbar, wahrend in Entwicklungslandern der Anteil auf bis zu
100% ansteigt (Ambinder et al., 1993; Herbst et al., 1993). Alle EBV-assoziierten HD-Falle weisen ein
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Latenz Il Expressionsprofil auf, d.h. die Zellen exprimieren neben EBNA1 auch LMP1 und LMP2 (siehe
Tabelle 1) (Deacon et al., 1993; Grasser et al., 1994; Herbst et al., 1991; Niedobitek et al., 1997).

Bei immunsupprimierten Transplantationspatienten steigt die Pradisposition fiir lymphoproliferative Er-
krankungen (post-transplant lymphoid disorders, PTLD). Hierbei handelt es sich um schwerwiegende
Komplikationen, wobei in beinahe allen Fallen B-Zellen den Ursprung des Lymphoms darstellen und eine
EBV-Assoziation besteht. Bei Organtransplantationen hat die EBV-Présenz meistens beim Empfanger
ihren Ursprung, bei Knochenmarkstransplantationen hingegen beim Spender (Haque and Crawford,
1998). In lymphoproliferativen Erkrankungen werden alle latenten Gene von EBV exprimiert (siehe Tabelle

1).

Trotz des B-Zell-Tropismus ist EBV auch mit malignen Erkrankungen anderer Zelltypen assoziiert. Hierbei
ist neben dem T-Zell Non-Hodgkin-Lymphom das Nasopharynxkarzinom (NPC) zu erwahnen, das einen
epithelialen Ursprung hat. NPCs sind in Stidost-Asien, Nordafrika und einigen anderen Regionen ende-
misch, wahrend sie in Europa und Nordamerika sehr selten auftreten (Niedobitek et al., 2001; Young and
Rickinson, 2004).

1.1.3 EBV-vermittelte Transformation von B-Zellen

Infiziert man ruhende B-Lymphozyten mit EBV, wachsen lymphoblastoide Zelllinien (lymphoblastoid cell
lines, LCLs) aus, die unter Standard-Zellkulturbedingungen in vitro proliferieren kénnen (Rickinson and
Kieff, 1996). Diese transformierten B-Zelllinien kdnnen als in vitro Modell der EBV-Latenz Il dienen
(Bornkamm and Hammerschmidt, 2001). Sie eignen sich im Besonderen als Modell fiir PTLDs, da sie wie
diese ein Latenz IIl Expressionsprofil besitzen. Fir die Transformation der B-Zellen sind jedoch nur fiinf
der elf in der Latenz Ill exprimierten Gene essentiell: EBNA1, EBNA2, EBNA3A, EBNA3C und LMP1
(Izumi, 2001; Young et al., 2000).

1.2  Das Latente Membranprotein 1 (LMP1)

1.21  LMP1 als virales Onkogen

Bei dem Latenten Membranprotein 1 (LMP1) handelt es sich um das primére Onkogen von EBV. Wie
bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, spielt LMP1 bei der Transformation von B-Lymphozyten eine es-
sentielle Rolle (Dirmeier et al., 2005; Dirmeier et al., 2003; Kaye et al., 1993; Kilger et al., 1998). Als einzi-
ges EBV-Protein ist es in der Lage, Nagerfibroblasten zu transformieren, so dass diese eine veranderte
Zellmorphologie, den Verlust der Kontaktinhibition sowie Proliferation bei geringer Serumkonzentration
aufweisen (Baichwal and Sugden, 1988; Wang et al., 1985). Dass LMP1 auch in vivo ein onkogenes Po-
tential besitzt, beweist die Tatsache, dass eine ektopische Expression von LMP1 in transgenen Mausen
zu lymphproliferativen Erkrankungen fiihrt (Kulwichit et al., 1998).

LMP1 verfligt sowohl {ber ein antiapoptotisches als auch (ber ein mitogenes und ein antiseneszentes
Potential. Es vereint damit entscheidende onkogene Funktionen in einem Molekiil. Eine Schllsselrolle zur
Sicherung des Uberlebens der Wirtszellen spielt die Hochregulation des Expressionsniveaus von antia-
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poptotischen Genen wie bcl-2, bfl-1, a20 und mcl-1 (D'Souza et al., 2000; Finke et al., 1992; Fries et al.,
1996; Henderson et al., 1991; Laherty et al., 1992; Wang et al., 1996). Dariiber hinaus kann LMP1 das
Gleichgewicht aus pro- und antiapoptotischen Signalen durch die Herunterregulation von Zelltod-
fordernden Faktoren verschieben. Ein Beispiel daflir ist der Bcl-2 Antagonist Bax, der von LMP1 negativ
reguliert wird (Grimm et al., 2005). Darlber hinaus unterdrlickt LMP1 die p53-vermittelte Transkription und
DNA-Reparatur (Li et al., 2007; Liu et al., 2005) und induziert den Phosphatidyinositol 3-Kinase (PI3K)
Signaltransduktionsweg (Dawson et al., 2003).

Die mitogene Wirkung von LMP1 wird durch die Expression des Transkriptionsfaktors ¢-myc sowie durch
den JNK-Signaltransduktionsweg vermittelt (Dirmeier et al., 2005; Kutz et al., 2008). Uber eine Aktivierung
der p38 MAP-Kinase, PI3K bzw. von NF-kB kommt es zur Produktion der Zytokine IL-6, IL-8 und IL-10
(Eliopoulos et al., 1999; Eliopoulos et al., 1997; Lambert and Martinez, 2007; Vockerodt et al., 2001).
LMP1 erhdht die Proliferation von embryonalen Mausfibroblasten (MEF) in vitro und Epithelzellen in vivo
(Curran et al., 2001; Yang et al., 2000c). Weiterhin induziert LMP1 in ruhenden primaren B-Lymphozyten
die DNA-Synthese und den Eintritt der Zellen aus der Go-Phase in den Zellzyklus (Kilger et al., 1998; Peng
and Lundgren, 1992). Dariiber hinaus ist der JNK-Signalweg fiir das Duchlaufen des Zellzyklus essentiell,
denn eine Inhibition der JNK-Signalkaskade fiihrt zu einem G,/M Arrest in LCLs sowie zu einem verzoger-
ten Tumorwachstum von LCLs in SCID-M&usen (Kutz et al., 2008).

Die antiseneszente Wirkung von LMP1 &uRert sich zum einen in der Inhibition der p16INK4a-Expression,
einem Schliisselregulator der Seneszenz (Yang et al., 2000b). Zum anderen aktiviert LMP1 die humane
Telomerase reverse Transkriptase (hTERT) in NPC und EBV-positiven Lymphom-Zellen (Ding et al.,
2007; Ding et al., 2005; Mei et al., 2006; Yang et al., 2004) und verhindert so Seneszenz und Krise durch
Telomer-Verkirzung.

LMP1 aktiviert eine Reihe weiterer Faktoren, etwa die B-Zell-Aktivierungsmarker CD23 (Wang et al., 1990)
und CD40 (Kilger et al., 1998), den epidermalen Wachstumsfaktor EGF-R (epidermal growth factor recep-
tor) (Miller et al., 1995), das Adhasionsmolekil ICAM-1 (Mehl et al., 2001), die Matrix-Metalloproteasen
MMP-1, MMP-3 und MMP-8 (Chang et al., 2008; Lu et al., 2003a; Takeshita et al., 1999) sowie Zellzyklus-
Molekiile wie Cyclin D2 (Arvanitakis et al., 1995).

1.2.2 LMP1 als virales Homolog zum CD40-Rezeptor

Um auf Uberleben und Proliferation wirken zu konnen, interagiert LMP1 mit einer Vielzahl von zellularen
Signaltransduktionswegen (Kieser, 2007). Hier nimmt es die Rolle eines konstitutiv aktiven Rezeptors ein,
der unabhangig von einem Liganden agiert (Floettmann and Rowe, 1997; Gires et al., 1997). LMP1 zeigt
Uberraschende Parallelen mit dem zellularen CD40-Rezeptor. Hierbei handelt es sich um ein Mitglied der
tumor necrosis factor receptor (TNF-R) Familie, der eine groRe Bedeutung fiir die B-Zell-Aktivierung und
Proliferation besitzt (D'Orlando et al., 2007). Die funktionale Ahnlichkeit zwischen LMP1 und CD40 &uRert
sich nicht nur in den Signaltransduktionswegen sondern auch in den beteiligten Proteinen. Zum Beispiel
rekrutieren beide Proteine TRAF-Molekiile (Lam and Sugden, 2003a). Auch kann LMP1 bei der Generie-
rung von LCLs in vitro durch CD40 substituiert werden (Kilger et al., 1998; Zimber-Strobl et al., 1996).
Dennoch sind beide Molekule nicht funktionell redundant, denn in vergleichenden Mikroarray-Analysen
Uberlappen die Genexpessionsmuster zwar, stimmen aber nicht véllig tiberein (Dirmeier et al., 2005).
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Studien in CD40 -/- M&usen wiesen zunachst in die gleiche Richtung. So induziert LMP1 zwar die extra-
follikulare B-Zell-Differenzierung, inhibiert aber die Bildung von Keimzentren (Uchida et al., 1999). Diese
Unterschiede scheinen jedoch zu einem groflen Teil in dem unterschiedlichen Aktivitatsprofil der beiden
Molekille begriindet zu sein. Wahrend LMP1 konstitutiv aktiv ist, muss der CD40-Rezeptor zunachst durch
seinen Liganden, CD40, aktiviert werden. Jingste Studien in Mausen, die ein durch CD40-Liganden indu-
zierbares CD40/LMP1-Fusionsprotein besitzen, zeigen, dass LMP1 die CD40-Signaltransduktion funktio-
nell ersetzen kann. Mit diesen Fusionsproteinen, die den zytoplasmatischen C-Terminus von LMP1 besit-
zen, jedoch durch den CD40-Liganden aktiviert werden missen, verlauft die Entwicklung der B-Zellen
normal. Das beinhaltet die Aktivierung der Zellen, die Immunantwort mit Keimzentrenbildung, die somati-
scher Hypermutation und den Wechsel der Antikdrperklasse (class-swich recombination). Letzteres kann
im Gegensatz zur normalen CD40-Signaltransduktion auch unabhangig von Zytokinen erfolgen (Rastelli et
al., 2008).

Ein weiterer Unterschied zwischen LMP1 und CD40-Rezeptor liegt in der Zusammensetzung der jeweili-
gen Signalkomplexe. Im Gegensatz zu CD40 rekrutiert LMP1 das Protein TRADD (TNF-receptor-
associated death domain protein). Daruber hinaus weist LMP1 eine hohere Effizienz der Aktivierung von
Signalkaskaden auf (Dirmeier et al., 2003; Izumi and Kieff, 1997; Kaykas et al., 2001).

1.2.3 Der strukturelle Aufbau von LMP1

LMP1 ist ein integrales Membranprotein mit 386 Aminosauren und einem scheinbaren Molekulargewicht
von 63 kDa. Wenngleich es, wie in Abschnitt 1.2.1 gezeigt, auf eine Vielzahl von zelluléren Faktoren wirkt
und funktionell dem CD40-Rezeptor ahnelt (siche Abschnitt 1.2.2), weist es keine Homologie zu zellularen
Proteinen auf.
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Abbildung 1: Struktureller Aufbau des LMP1-Molekiils.

LMP1 besteht aus drei Doméanen: einem kurzen zytoplasmatischen N-Terminus (As 1-24), sechs hydrophoben
Transmembrandomanen (As 25-180) und einem C-terminalen Schwanz (As 181-386). Letzterer umfasst die zwei
funktionale Aktivierungsregionen CTAR1 und CTAR?2, die fiir die Bindung von Signalproteinen und die Weiterleitung
intrazelluldrer Signale notwendig sind. Die Zahlen geben die Position der Aminosauren innerhalb des Molekils an.

Obwohl die Kristallstruktur noch nicht gelést ist, kann man LMP1 aufgrund von Priméarstruktur und funktio-
nellen Daten in drei Doménen unterteilen (Hennessy et al., 1984; Liebowitz et al., 1986): ein zy-
toplasmatischer N-Terminus (As 1-24), sechs hydrophobe Transmembrandoménen (As 25-180)
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und eine zytoplasmatische C-terminale Doméane (As 181-386). In Abbildung 1 ist LMP1 mit seinen
Domanen schematisch dargestellt.

Der N-Terminus vermittelt (ber seine positive Ladung die korrekte Orientierung in der Plasmamembran
(Coffin et al., 2001; Izumi et al., 1994). AuRerdem verfiigt er Uber Ubiquitinierungs-Stellen und ermdglicht
so einen regulierten und raschen Abbau iber das Proteasom (Aviel et al., 2000). Die kurze Halbwertszeit
von 1,5 bis 5 Stunden ist Zelltyp-abhangig (Baichwal and Sugden, 1987; Mann and Thorley-Lawson,
1987; Martin and Sugden, 1991) und verhindert hohe Proteinkonzentrationen, die in zytotoxischen und
zytostatischen Effekten resultieren kdnnten (Floettmann et al., 1996; Hammerschmidt et al., 1989).

Die Transmembrandoménen vermitteln die Fahigkeit, spontan Homo-Oligomere zu bilden. Diese Auto-
aggregation ist notwendig und hinreichend, damit LMP1 wie ein konstitutiv aktiver Rezeptor agiert und
unabhangig von Liganden tber seinen C-Terminus eine Vielzahl von Signalwegen induziert (Floettmann
and Rowe, 1997; Gires et al., 1997; Hatzivassiliou et al., 1998). Dazu interagieren die Transmembrando-
manen (TM) 3-6 mit einem FWLY3s41-Motiv in der TM1 eines weiteren LMP1-Molekiils (Soni et al., 2006).
Das FWLY-Motiv ist dartber hinaus essentiell fiir die Lokalisation von LMP1 in lipid rafts (Yasui et al.,
2004), woflr die ersten beiden Transmembrandoménen ausreichend sind (Coffin et al., 2003). In diesen
Sphingolipid- und Cholesterin-reichen Membrankompartimenten ist LMP1 zu ca. 30% konstitutiv lokalisiert
und rekrutiert Adaptermolekiile wie etwa TRAF2 und TRAF3 in die lipid rafts (Ardila-Osorio et al., 1999;
Clausse et al., 1997; Higuchi et al., 2001; Kaykas et al., 2001; Rothenberger et al., 2002; Xie and Bishop,
2004). Die Tatsache, dass LMP1-Monomere durch die gerichtete Translokation in diese Mikrodomanen
Signaltransduktionswege aktivieren kénnen, beweist die Bedeutung der Lokalisation auf die Aktivitat von
LMP1 (Kaykas et al., 2001)

Der zytoplasmatische C-Terminus besitzt zwei funktionale Subdoménen, die sogenannten C-terminalen
Aktivierungsregionen 1 und 2 (CTAR1: As 194-232 und CTAR2: As 351-386). Sie wurden in umfangrei-
chen Mutationsanalysen erstmals 1995 in Bezug auf ihre Funktion beschrieben (Dirmeier et al., 2003;
Huen et al., 1995; Izumi et al., 1997; Izumi and Kieff, 1997; Kaye et al., 1999; Kaye et al., 1995; Mainou et
al., 2005; Moorthy and Thorley-Lawson, 1993). CTAR1 ist essentiell fir die initiale Transformation von
primaren B-Lymphozyten, es kommt aber nicht zu einem langanhaltenden Wachstum der Zellen in vitro.
CTAR2 dagegen spielt eine essentielle Rolle in der Etablierung der transformierten Zellen und erméglicht
so die Langzeitproliferation, indem wahrscheinlich Wachstumsfaktor-ahnliche Signale vermittelt werden
(Kaye et al., 1995). Auch Experimente mit dem Maxi-EBV System zeigten, dass LMP1 fiir eine effiziente
Transformation kritisch ist. So besitzt ein EBV mit einem LMP1 ohne intakte CTAR1 noch eine Transfor-
mationseffizienz von 13,9 % gegenuber einem EBV mit Wildtyp-LMP1. Ist CTAR2 mutiert, sinkt die Trans-
formationseffizienz auf 9,7 % (Dirmeier et al., 2003). Uber den C-Terminus interagiert LMP1 mit einer
Vielzahl zellulérer Proteine und induziert eine Reihe von Signalwegen, deren genauere Betrachtung im
anschlieenden Abschnitt 1.2.4 erfolgt.

1.2.4 Signaltransduktion von LMP1

Wie bereits in Abschnitt 1.2.3 erwahnt, wirkt EBV durch LMP1 (iber eine Vielzahl von Signalwegen auf die
Zelle ein. Inshesondere die Signaltransduktionskaskaden, die das onkogene Potential von LMP1 bestim-
men, werden seit {iber 15 Jahren intensiv erforscht. Uber den C-Terminus bindet LMP1 eine Reihe von
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Signalmolekulen. Im Folgenden soll auf diese LMP1-assoziierten Proteine und die dadurch aktivierten
Signalwege genauer eingegangen werden. Diese sind in einer Ubersicht mit den wichtigsten der beteilig-
ten Molekile schematisch in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die wichtigsten von LMP1 aktivierten Signalwege.
LMP1 aktiviert NF-kB (ber den klassischen und alternativen Signalweg, JNK/AP-1, p38 MAPK/ATF-2, Jak/STAT
sowie PI3-K/Akt. Die gestrichelten Pfeile geben an, wo Signalmediatoren noch nicht vollstandig aufgeklart sind.

1.2.4.1 TRAF-Molekule

Die Familie der Tumornekrosefaktor-Rezeptor assoziierte Faktoren (TRAF) stellt Adaptermolekiile dar.
Wie der Name andeutet, wurden sie urspriinglich als Signalmediatoren der TNF-Rezeptor-Familie be-
schrieben, insbesondere von TNFR1, TNFR2 und CD40. Sie vermitteln die Interaktion von Membranprote-
inen mit zytosolischen Signalproteinen und leiten so die Signalkaskade weiter. Bislang sind sieben Mit-
glieder der TRAF-Familie bekannt (TRAF1 bis TRAF7). Mit Ausnahme von TRAF7 verfligen alle TRAFs
uber eine konservierte Domane am C-Termius, die sowohl fur die Homo- und Heterodimerisierung mit
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anderen TRAF-Molekilen als auch fir die Interaktion mit Rezeptoren essentiell ist (Wajant et al., 2001).
TRAF2 bis TRAF7 besitzen auterdem eine RING-Finger Domane, die bei der Ubiquitinierung der Proteine
eine Rolle spielt. Die RING-Finger Doméne verleiht den TRAFs die Fahigkeit, als E3 Ubiqititin-Ligase zu
agieren (Freemont, 2000). Diese Eigenschaft konnte bereits fiir TRAF2, 5, 6 und 7 nachgewiesen werden
(Bouwmeester et al., 2004; Deng et al., 2000; Wajant et al., 2001; Xia and Chen, 2005).

1995 konnte fir TRAF1 und TRAF2 eine direkte Interaktion mit LMP1 gezeigt werden, die, wie auch fiir
andere Rezeptoren, (iber die C-terminale Domane vermittelt wird (Mosialos et al., 1995). Mittlerweile wur-
den auch TRAF3 und TRAF5 als direkte Bindepartner von LMP1 identifiziert (Brodeur et al., 1997; De-
vergne et al., 1996; Kaye et al., 1996). Die Bindung erfolgt (iber ein PxQxT-Motiv, wobei x fiir eine beliebi-
ge Aminosaure steht. Diese Konsensussequenz, die auch bei CD40 fiir die Bindung essentiell ist (Cheng
and Baltimore, 1996; Franken et al., 1996; Hu et al., 1994; Pullen et al., 1999a), ist in CTAR1 lokalisiert
(204PQQAT208) und konnte fiir TRAF1, 2, 3 und 5 als Bindestelle nachgewiesen werden (Devergne et al.,
1996; Mosialos et al., 1995; Sandberg et al., 1997). Neben diesen Mitgliedern der TRAF-Familie ist auch
TRAF6 an der Signaltransduktion von LMP1 beteiligt. Es spielt jedoch vor allem in den von CTAR2 vermit-
telten Signalwegen eine Rolle (Schultheiss et al., 2001). CTAR2 verfiigt (iber kein PxQxT-Motiv, auch fehlt
eine QxPxExxE/F-Konsensussequenz, die die direkte Bindung von TRAF6 an CD40 vermittelt (Pullen et
al., 1999b; Pullen et al., 1998). Vielmehr handelt es sich wahrscheinlich um eine indirekte oder transiente
Interaktion.

1.2.4.2 TRADD

Das Adapterprotein TRADD (TNF-receptor associated death domain protein) konnte in einem Yeast Two
Hybrid Screen als direkter Interaktionspartner von LMP1 identifiziert werden (Izumi and Kieff, 1997). Wie
bereits die TRAFs wurde auch TRADD zuné&chst als TNF-Rezeptor 1-bindendes Protein beschrieben, wo
es Uber seine C-terminale Todesdomane (As 215-305) mit dem Rezeptor assoziiert (Hsu et al., 1995).
Bindet es an LMP1, interagiert der N-Terminus (As 1-194) von TRADD mit CTAR2 von LMP1, wobei die
letzten drei Aminosauren von LMP1 35:YYDsss essentiell sind (Izumi and Kieff, 1997). Schneider et al.
konnte die TRADD-Bindestelle an LMP1 auf die As 371-386 eingrenzen. Diese Bindestelle ist iibertragbar
und determiniert dariiberhinaus den nicht-apoptotischen Phanotyp des TRADD-LMP1-Komplexes unab-
hangig vom Rezeptorkontext (Schneider et al., 2008). Eine intakte Todesdomane von TRADD ist fir die
Bindung an LMP1 nicht notwendig (Kieser et al., 1999).

1.24.3 RIP

Auch RIP (Rezeptor-interagierendes Protein) wurde als direkter Interaktionspartner von LMP1 in einem
Yeast Two Hybrid Screen identifiziert (Izumi et al., 1999b). Wie TRADD bindet es iber CTAR2 an LMP1,
wobei die Mutation von 3s:YYDags zu ID die RIP Interaktion schwécht. Allerdings scheinen die Aminosau-
ren 355 bis 386 von LMP1 flir die Interaktion nicht ausreichend zu sein, so dass sich die Bindestelle Gber
eine grolere Region des LMP1-Molekiils zu erstecken scheint (Izumi et al., 1999b). RIP verfiigt (iber eine
Kinasedoméne am N-Terminus und uber eine C-terminale Todesdomane. Potenzielle Substrate oder die
Funktion der Kinaseaktivitat sind bislang noch weitgehend unklar (Baker and Reddy, 1998; Meylan and
Tschopp, 2005). Neue Untersuchungen haben allerdings eine Bedeutung von RIP auf die Interferon-
Signaltransduktion nachgewiesen. So stimuliert LMP1 die Ubiquitinierung von RIP sowie dessen Interakti-
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on mit dem Interferon-regulierenden Faktors 7 (IRF7) (Huye et al., 2007). IRF7 stellt den Hauptregulator
der Typ | Interferon Immunantwort dar (Honda et al., 2005). RIP vermittelt die LMP1 induzierte Ubiquiti-
nierung von IRF7 an K63, was die Aktivitdt von IRF7 erhoht (Huye et al., 2007). Damit spielt RIP eine
entscheidende Rolle in der Regulation der Interferon-a/-Antwort.

1.2.4.4 LMP1 induziert NF-kB durch TRAFs und TRADD

In der Reihe der verschiedenen Signalwege, die durch LMP1 induziert werden, hat der NF-kB-Signalweg
eine Schliisselrolle. Er ist essentiell fir die LMP1-vermittelte Transformation von priméren B-Lymphozyten
(Cahir McFarland et al., 1999; Devergne et al., 1996). So (iberrascht es nicht, dass LMP1 die Induktion
von anti-apoptotischen Genen, die Hochregulation von B-Zell-Aktivierungsmarker und die Herunterregula-
tion von pro-apoptotischen Genen lber NF-kB vermittelt (Cahir-McFarland et al., 2004; Devergne et al.,
1998; Dudziak et al., 2003; Grimm et al., 2005; Krikos et al., 1992; Laherty et al., 1992).

Die NF-kB/Rel-Familie besteht aus fiinf Mitgliedern, die heterodimere Transkriptionsfaktoren bilden:
p50/NF-kB1 mit dem Vorlauferprotein p105, p52/NF-kB2 mit dem Vorlauferprotein p100, p65/RelA, Rel/c-
Rel und RelB (Ghosh and Karin, 2002). NF-kB wird sowohl tiber CTAR1 als auch tber CTAR2 aktiviert,
wobei jede Bindedomane unterschiedliche Signalwege unter Beteiligung verschiedener Proteine induziert.

Der klassische oder kanonische NF-kB-Weg wird iber CTAR2 vermittelt und tragt zu Gber 70% der von
LMP1 vermittelten NF-kB-Aktivitat bei (Huen et al., 1995; Mitchell and Sugden, 1995). Hierbei wird I-kB
(inhibitor of kB) durch den I-kB Kinase (IKK) Komplex phosphoryliert, was die proteasomale Degradation
einleitet. Der IKK-Komplex setzt sich aus den beiden katalytischen Untereinheiten IKKa/IKK1 und
IKKB/IKK2 sowie aus der regulatorischen Komponente IKKy/NEMO zusammen (Karin and Greten, 2005).
Fur den klassischen NK-kB-Signaltransduktionsweg ist IKKB entscheidend (Luftig et al., 2003). Anders als
in der TNF-, IL-1-, LPS- oder poly(IC)-vermittelten NF-kB-Aktivierung ist der klassische LMP1-induzierte
NF-kB-Signalweg unabhéngig von IKKy (Luftig et al., 2003). Durch die Phosphorylierung und anschlie-
Rende Degradation des Inhibitors IkBa wird das Heterodimer p50/p65 freigesetzt und kann in den Nukleus
translozieren, wo es die Transkription NF-kB-abhé&ngiger Gene aktiviert (Bonizzi and Karin, 2004).

TRADD spielt bei der Induktion des klassischen NF-kB-Signalwegs durch LMP1 eine entscheidende Rolle.
So inhibiert eine TRADD-Mutante, der die Todesdomane fehlt, eine NF-kB-Aktivierung Uber CTAR2
(Kieser et al., 1999). Auch wenn Studien mit TRADD-spezifischer siRNA nur einen minimalen Effekt auf
die LMP1-induzierte NF-kB-Aktivierung zeigten, konnte die TRADD-Abhangigkeit des Signalweges mit
TRADD-defizienten Zellen endgultig bewiesen werden (Schneider et al., 2008). So wird IKKB in Abwesen-
heit von TRADD nicht an den LMP1-Multiproteinkomplex rekrutiert. In Anwesenheit von TRADD hingegen
aktiviert TRAF6 das von TRADD rekrutierte IKK (Luftig et al., 2003; Schneider et al., 2008; Schultheiss et
al., 2001; Wu et al., 2006; Xie and Bishop, 2004; Xie et al., 2004). Eine Beteiligung von TAK1 an der
NF-kB-Aktivierung durch CTARZ ist umstritten (Uemura et al., 2006; Wu et al., 2006). Uber welchen Fak-
tor TRAF6 an CTAR2 von LMP1 bindet, ist noch nicht bekannt, da TRAF-Molekiile weder mit TRADD
noch mit CTAR2 direkt interagieren kénnen (Arch et al., 1998). Es gibt Hinweise darauf, dass das Protein
BS69 den Mediator dieser Interaktion darstellen kénnte. Allerdings hat BS69-spezifische siRNA keinen
Effekt auf die Aktivitat von NF- kB (Wan et al., 2006).
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Auch beim alternativen oder nicht-kanonischen NF-kB Signalweg spielen TRAFs eine entscheidende
Rolle. Durch Analysen mit iiberexprimiertem bzw. dominant-negativem TRAF2 wurde diese TRAF-Isoform
als Mediator der CTAR1-induzierten NF-kB-Aktivierung identifiziert (Devergne et al., 1996; Kaye et al.,
1996). Studien in TRAF2- bzw. TRAF3-defizienten Zellen bewiesen hingegen, dass TRAF3 essentiell ist,
wahrend eine Abwesenheit von TRAF2 keine Auswirkung auf die NF-kB-Aktivitat hat (Luftig et al., 2004;
Xie et al., 2004). Neue Untersuchungen von Soni et al. weisen jedoch auf eine Beteiligung von TRAF2 in
CTAR1 vermittelten NF-kB-Signaltransduktion hin (Soni et al., 2007), denn in TRAF2-defizienten MEF-
Zellen wurde nur eine CTAR2 abhangige NF-kB-Aktivitat gefunden (Soni et al, unpublizierte Daten). In der
alternativen NF-kB-Signalkaskade kdnnte TRAF2 als Adapter zwischen NIK und IKKa fungieren, da es mit
beiden Proteinen interagieren kann (Arch et al., 1998; Ishida et al., 1996; Pullen et al., 1998). Die Rolle
von TRAF2 in der Signaltransduktion von CTAR1 ist damit Gegenstand der momentanen wissenschaftli-
chen Diskussion.

TRAF3 wird eine weitreichende Bedeutung fiir die NF-kB-Induktion durch LMP1 zugeschrieben. Wahrend
die Uberexpression von TRAF3 eine NF-kB-Aktivierung antagonisiert (Devergne et al., 1996), wird in Ab-
wesenheit von TRAF3 in murinen Zellen -kBa nicht mehr LMP1-induziert phosphoryliert, wahrend die
NF-kB-Reporter Aktivitat auf 50 % gegentber Wildtypzellen reduziert ist (Xie et al., 2004). Bei Untersu-
chungen dieser Art muss allerdings beachtet werden, dass TRAF3 sowohl in der CTAR1- als auch in der
CTAR2-vermittelten LMP1 Signaltransduktion von Bedeutung ist, was in diesen Analysen nicht genau
unterschieden wurde. TRAF3 interagiert direkt mit CTAR1 und bildet damit eine Plattform, an die andere
Signalproteine binden kénnen. So wird die NF-kB induzierende Kinase (NIK) rekrutiert und aktiviert (Luftig
et al., 2004; Xie and Bishop, 2004). NIK phosphoryliert und aktiviert die Kinase IKKa, die wiederum das
Vorldufermolekil p100 phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung wird p100 proteolytisch gespalten und
p52 freigesetzt (Bonizzi and Karin, 2004). Dieses kann nun einen heterodimeren Komplex mit RelB einge-
hen und in den Nukleus translozieren, wo es die Transkription NF-kB-abhangiger Gene induziert.
(Eliopoulos et al., 2003a; Luftig et al., 2004).

1.2.4.5 LMP1 aktiviert AP1 Uber den JNK-Signalweg

AP1 wird von LMP1 iber die c-Jun N-terminale Kinase 1 (JNK1) aktiviert, die auch SAPK1 genannt wird.
Der Name lasst bereits auf die Funktion schlieflen, denn JNK1 phosphoryliert die aminoterminale Tran-
saktivatordoméne von c-Jun. Durch diese Phosphorylierung wird c-Jun aktiviert und kann mit Fos das
Heterodimer AP1 bilden, das als Transkriptionsfaktor die Expression von AP1-abhangigen Genen veran-
lasst (Kieser et al., 1997). Im Gegensatz zum NF-kB-Signalweg wird der JNK-Signalweg vorwiegend iiber
CTAR2 aktiviert (Eliopoulos and Young, 1998; Kieser et al., 1997). In bestimmen Zelltypen kann allerdings
auch CTART1 einen Beitrag zu JNK-Aktivierung beitragen (Eliopoulos et al., 2003b; Kutz et al., 2008). Eine
Feinkartierung konnte die JNK-Aktivierungsregion (JAR) innerhalb von CTAR2 auf die Aminosauren 379-
384 festlegen (Kieser et al., 1999). Da diese Region mit der TRADD-Bindestelle von LMP1 Uberlappt, lag
zunachst die Vermutung nahe, dass der JNK-Signalweg von TRADD vermittelt wird (Eliopoulos et al.,
1999; Floettmann and Rowe, 1997; Izumi and Kieff, 1997). In diese Richtung weisen Beobachtungen,
dass eine Mutation in diesem Bereich sowohl den Verlust der TRADD-Bindung als auch den der LMP1-
vermittelten JNK1-Aktivierung zur Folge hat. Jedoch konnte weder mit dominant-negativem TRADD noch
mit TRADD-spezifischer siRNA der JNK-Signalweg von LMP1 blockiert werden (Kieser et al., 1999; Wan
et al., 2004). Den endgultigen Beweis, dass TRADD fir die Aktivierung von JNK durch LMP1 nicht not-
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wendig ist, konnte von Schneider et al. erbracht werden, denn auch in TRADD-defizienten B-Lymphozyten
konnte LMP1 die JNK-Signalkaskade induzieren (Schneider et al., 2008). Der Signalweg ist stattdessen
von TRAF3 und TRAF6 abhangig (Kieser et al., 1999; Wan et al., 2004; Xie and Bishop, 2004; Xie et al.,
2004). Wie TRAF3 und TRAFG6 jedoch mit LMP1 zur Induktion von JNK interagieren, konnte jedoch bis
jetzt nicht aufgeklart werden. BS69 kdnnte, wie auch bei der CTAR2-vermittelten NF-kB Signaltransdukti-
on, hier eine Rolle spielen. So konnte Wan et al. einen Effekt von BS69-spezifischer shRNA auf die
LMP1-induzierte JNK1 Aktivitat zeigen (Wan et al., 2006). Weitere wichtige Komponenten des JNK-
Signalwegs unterhalb der TRAF-Molekiile sind die Kinase TAK1, das TAK1-bindende Protein 1 (TAB1)
und die JNK-Kinase SEK1 (MKK4) (Kieser et al., 1997; Wan et al., 2004; Xie and Bishop, 2004).

1.2.4.6 LMP1 induziert den p38- MAPK-Signalweg

Der p38 MAPK-Signalweg wird sowohl tiber CTAR1 als auch tiber CTAR2 von LMP1 aktiviert (Eliopoulos
et al., 1999; Schultheiss et al., 2001). Eine Mutation des PxQxT-Motivs zu AxAxA halbiert hierbei die In-
duktion, wahrend eine Mutation des Tyrss: sie beinahe vollstandig ausloscht (Eliopoulos et al., 1999;
Schultheiss et al., 2001). Fir die Aktivierung von p38 ist TRAF6 und MKK6 essenziell (Schultheiss et al.,
2001). Ein weiterer wichtiger Faktor ist IRAK1, ein direkter Interaktionspartner von TRAF6 (Song et al.,
2006). In Burkitt-Lymphomzellen konnte gezeigt werden, dass LMP1 tber den p38-MAPK-Signalweg den
Transkriptionsfaktor ATF-2 aktiviert und so die Expression von IL-6, IL-8 und IL-10 induziert (Eliopoulos et
al., 1999; Vockerodt et al., 2001).

1.2.4.7 Der PI3K/Akt1-Signalweg wird von LMP1 aktiviert

Ein weiterer Signalweg, der durch LMP1 induziert wird, ist der PI3K/Akt1-Signalweg. p85, die regulatori-
sche Untereinheit der Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K), koprazipitiert mit CTAR1 von LMP1, wobei das
PxQxT-Motiv fiir eine Aktivierung verantwortlich ist (Dawson et al., 2003; Mainou et al., 2005). Uber die
katalytische Untereinheit p110 generiert PI3K Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIPs). PIP; rekrutiert
die Kinase Akt1 an die Membran, wo sie von der Kinase PDK1 phosphoryliert und aktiviert wird (Fresno
Vara et al., 2004). Akt1 wirkt auf eine Vielzahl zellularer Signalwege. So inhibiert Akt1 Apoptose, indem
sie die Phosphorylierung von Bad, einem Mitglied der Bcl-2-Familie, steigert und das Protein so inaktiviert
(Datta et al., 1997). AuRerdem aktiviert die Kinase GTPasen der Rho-Familie, Uber die das Aktin-
Zytoskelett reorganisiert und Stressfilamente aufgebaut werden. Diese Vorgange sind fiir die morphologi-
sche Transformation von Nagerfibroblasten durch LMP1 essentiell (Dawson et al., 2003; Mainou et al.,
2005).

1.2.4.8 LMP1 vermittelt die Aktivierung des Jak/STAT Signaltransduktionsweges

Neben den bisher aufgezeigten Signalwegen induziert und aktiviert LMP1 Transkriptionsfaktoren der
STAT-Familie (signal transducer and activator of transcription). So konnte die Phosphorylierung von
STAT1 und STAT3 in HEK293 und LCLs bereits 15-30 min nach LMP1-Aktivierung nachgewiesen werden
(Dirmeier et al., 2005; Gires et al., 1999), was fir die Existenz eines direkten Signaltransduktionsweges
spricht. Zwischen CTAR1 und CTAR2 sind zwei Jak-Box1-Motive und ein Jak-Box2-Motiv lokalisiert, an
die nach Gires et al. die Janus Kinase Jak3 binden kann (Gires et al., 1999). Die Existenz dieser Binde-
stelle wird jedoch kontrovers diskutiert. Higushi et al. konnten zwar eine generelle Interaktion von LMP1
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und Jak3 bestatigen, doch zeigte auch eine LCL mit einer LMP1-Mutante, in der die Jak-Boxen deletiert
waren, diese Interaktion (Higuchi et al., 2002).

Die funktionelle Bedeutung des Jak/STAT-Signalwegs ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht klar. So ist der
Signalweg zwar in LCLs aktiv, hat aber keine Relevanz bei der Transformation der Zellen (Izumi et al.,
1999a).

1.3  Die Phosphatase SHP-1

Die Phosphatase SHP-1 (SH2 domain-containing phosphatase 1) wurde im Rahmen bisheriger mas-
senspektrometrischen Analysen dieses Labors als potenzielle LMP1 bindendes Protein identifiziert. Die-
ses Kapitel beschaftigt sich daher mit diesem Protein und seiner Bedeutung fiir die Signaltransduktion.

Tyrosin-Phosphorylierungen sind posttranslationale Modifikationen, um die funktionellen Eigenschaften
eines Proteins zu verandern. Besonders im Bereich der Signaltransduktion wird die Aktivitat eines Prote-
ins haufig durch Tyrosin-Phosphorylierung reguliert. Daher missen den Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK)
Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) entgegenstehen, so dass eine Balance zwischen Phosphorylierung
und Dephosphorylierung gegeben ist. Es sind heute 81 Proteine bekannt, die Phosphotyrosine
dephosphorylieren kdnnen (Alonso et al., 2004). Denen gegenuber stehen 85 katalytisch aktive PTKs im
menschlichen Genom (Alonso et al., 2004). Die Phosphatase SHP-1 gehért zu den am besten untersuch-
ten Kinasen und ist als Mitglied der klassischen PTPs strikt Tyrosin-spezifisch. Die klassischen PTPs
kénnen weiter unterteilt werden in rezeptordhnliche PTPs und zytosolische PTPs, wobei SHP-1 den zyto-
solischen zuzurechnen ist (Poole and Jones, 2005).

Es existieren verschiedene Isoformen von SHP-1, eine hamatopoietische, eine nicht-hdmatopoietische
sowie eine langere Form, SHP-1L. Die hamatopoietische unterscheidet sich von der nicht-
hamatopoietischen durch eine andere Translationsinitiationsstelle, was eine Abweichung von drei Amino-
sauren am N-Terminus zur Folge hat (Banville et al., 1995). Die Unterschiede zwischen den beiden Iso-
formen sind damit marginal und kénnen in der Regel vernachlassigt werden (Plutzky et al., 1992; Walton
and Dixon, 1993). SHP-1L hingegen kommt durch alternatives Spleilen zustande, bei dem es zu einer
Verschiebung des Leserasters kommt. SHP-1L unterscheidet sich in 66 As am C-Terminus und ist 29 As
groRer, so dass ein 70 kDa Protein anstelle des 68 kDa Proteins entsteht (Jin et al., 1999).

1.3.1 Die Struktur von SHP-1

Wie der Name bereits besagt, verfligt SHP-1 (iber zwei SH2-Doménen, die am N-Terminus lokalisiert sind.
Die Abkilirzung SH2 steht fiir Src-homology 2. Die ca. 100 Aminosauren langen Doméanen erkennen ins-
besondere Peptide mit phosphoryliertem Tyrosin. Darliber hinaus besitzt SHP-1 eine Phosphatasedoma-
ne und einen C-terminalen Schwanz. Eine schematische Darstellung der Struktur von SHP-1 ist in
Abbildung 3 zu sehen.
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Abbildung 3: Struktureller Aufbau des SHP-1-Molekiils.
SHP-1 besitzt zwei SH2-Domanen am N-Terminus, eine Phosphatasedomane und einen C-terminalen Schwanz, der
durch posttranskriptionelle Modifikationen die Aktivitdt der Phosphatase regulieren kann.

Die Kristallstruktur von SHP-1 wurde in verschiedenen Konformationen bereits geldst (Liang et al., 1997;
Yang et al., 2000a; Yang et al., 2001; Yang et al., 1998a; Yang et al., 2003). Hierbei wird die Bedeutung
der N-terminalen SH2-Domane augenfallig. Im inaktiven Zustand tritt sie mit der Phosphatasedomane
iber coulombsche Wechselwirkungen in Kontakt und blockiert die katalytische Tasche und damit den
Zugang des Substrats. Die C-terminale SH2-Doméne hingegen ist nach auflen gerichtet und kann mit
dem Substrat in Kontakt treten. Bindet das Substrat an die C-terminale SH2-Domane, findet ein allosteri-
scher Konformationswechsel statt, der die selbstinhibierende Interaktion zwischen der N-terminalen SH2-
Domane und der Phosphatasedoméne schwacht. Das aktive Zentrum wird frei, so dass das Substrat
Zugang erhalt und umgesetzt werden kann.

Phosphatase-Domane

Abbildung 4: Modell der Konformationsénderung von SHP-1 nach Substratbindung.

Im inaktiven Basiszustand (a) bindet die N-terminale SH2-Domane von SHP-1 Uber Wasserstofforiickenbindungen
und coulombsche Wechselwirkungen an die Phosphatasedoméne, so dass die Phosphatasedoméne inaktiviert ist.
Dartiber hinaus wird durch die Wechselwirkung der N-terminalen SH2-Domane mit der Phosphatasedoméne die
Affinitat der Bindetasche der N-terminalen SH2-Doméne fiir Phosphotyrosine reduziert, so dass diese kein Substrat
binden kann. Die C-terminale SH2-Doméane wird hingegen nicht beeinflusst und kann mit phosphorylierten Tyrosinen
interagieren. Diese Interaktion fiihrt zu einem Konformationswechsel, bei dem das aktive Zentrum der Phosphatase-
domane frei wird.

Auch der C-terminale Schwanz besitzt einen Einfluss auf die Funktion von SHP-1, was mit verschiedenen
Deletionsmutanten untersucht wurde. Werden die letzten 35 As deletiert, verfligt SHP-1 in vitro Uber eine
héhere Phosphataseaktivitat. Eine Deletion der letzten 60 As senkt die Aktivitt hingegen wieder (Pei et
al., 1994).

Der C-Terminus kann Uber verschiedene Mechanismen posttranskriptionell modifiziert werden, etwa iiber
die Phosphorylierung von Tyrosinen und Serinen und iber die Interaktion mit Membranlipiden (Poole and
Jones, 2005). So kann SHP-1 an Tyrsss und an Tyrses phosphoryliert werden (Bouchard et al., 1994; Lo-
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renz et al., 1994). Die Phosphorylierung an Tyrsss erflillt zwei Funktionen. Zum einen kénnen Substrate,
wie etwa Grb2, rekrutiert werden (Kon-Kozlowski et al., 1996; Uchida et al., 1994; Yang et al., 1998b;
Yeung et al., 1992; Yi and Ihle, 1993). Zum anderen erhéht die Phosphorylierung an Tyrsss die Phospha-
taseaktivitat in vitro und in vivo (Frank et al., 2004; Uchida et al., 1994). Auch die Phosphorylierung an
Tyrses wirkt sich positiv auf die Aktivitdt von SHP-1 aus, wobei diese Modifikation jedoch nur einen mode-
raten Einfluss besitzt. Das von Zhang et al. vorgeschlagene Modell besagt, dass Phospho-Tyrsss mit der
N-terminalen SH2-Domane interagiert, wahrend Phospho-Tyrses mit der C-terminalen in Kontakt treten
kann (Zhang et al., 2003b). Diese Wechselwirkungen tragen zu dem Konformationswechsel bei, durch
den die N-terminale SH2-Doméne die katalytische Tasche verldsst und das Enzym aktiviert wird (vgl.
Abbildung 4).

Eine Phosphorylierung an Sersgs hingegen korreliert mit einer reduzierten Aktivitat (Brumell et al., 1997).
Hierbei wurde die Hypothese aufgestellt, dass SHP-1 iiber eine Basalaktivitat verfiigt, um die Phosphory-
lierung von Tyrosinen diverser Substrate zu revertieren. Wird die Zelle aktiviert, wird die Aktivitat von
SHP-1 durch die Phosphorylierung an Serser herunterreguliert. So kann die Zelle transient die Tyrosin-
Phosphorylierung bestimmter zellularer Proteine erhéhen und Signalwege damit aktivieren (Jones et al.,
2004).

Interagiert der C-Terminus mit verschiedenen sauren Phospholipiden, wird die Aktivitat von SHP-1 gestei-
gert (Frank et al., 1999; Tomic et al., 1995; Zhao et al., 1994; Zhao et al., 1993). So bindet SHP-1 iiber 43
Aminosauren im distalen C-Terminus Phosphatidsaure (PA) und im geringeren Ausmal} PIP3;, Phosphati-
dylserin und andere Phospholipiden (Frank et al., 1999).

1.3.2 Die biologischen Funktionen von SHP-1
1.3.2.1 Die Mausmodelle motheaten und viable motheaten

Spontane Mutationen in Mausen sind ein wichtiges Werkzeug, um Funktionen von einzelnen Genen bzw.
den von ihnen kodierten Proteinen bestimmen zu kénnen. Fiir SHP-1 existieren zwei solcher Mausmodel-
le, die sogenannten motheaten/motheaten (me/me) und viable motheaten/viable motheaten (me/me)
Méause. Sie zeigen die schwerwiegendsten Storungen in der Entwicklung des Immunsystems und der
Hamatopoese, die durch die Mutation eines einzelnen Gens (single-gen mutation) verursacht werden
(Shultz et al., 1997). Sowohl me/me als auch me¥/me¥ beruhen auf defektem RNA-Spleien. In der me/me
Mutation ist ein Cytidin deletiert, was eine neue Spleil-Donorstelle innerhalb der N-terminalen SH2-
Domane generiert. Durch diese Spleiistelle kommt es zu einem Wechsel im Leseraster, was ein vorzeiti-
ges Abbrechen der mRNA zur Folge hat. Bei den me/me Mausen handelt es sich daher um eine Nullmuta-
tion. Die me"/me” Mause verflgen hingegen noch tber eine ca. 20%ige Restaktivitat von SHP-1. Hier wird
durch eine Thymin-zu-Adenin Transversion eine Spleit-Donorstelle zerstort, was die Aktivierung einer
kryptischen Spleistelle zur Folge hat. So kommt es zu einer Deletion oder Insertion innerhalb der
Phosphatasedoméne, wobei das Leseraster beibehalten wird (Kozlowski et al., 1993; Shultz et al., 1993).

Trotz der Restaktivitdt von SHP-1 in mev/me'-Mausen ist der Phanotyp von me/me und me%me" ahnlich,
letztere haben lediglich eine etwas langere Lebenserwartung. Wahrend me/me Mause bereits nach ca.
drei Wochen an interstitieller Pneumonitis sterben, tritt bei me"/mev Mausen der Tod nach etwa neun Wo-
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chen ein (Shultz et al., 1984). Die wichtigsten &uReren Auffalligkeiten beinhalten ein langsameres Wachs-
tum mit einem geringeren Gewicht, entzlindete Pfoten und Haarausfall. Letzteres wird durch die Einlage-
rung neutrophiler Zellen bedingt, die die Haarfollikeln verdrangen und so zu dem ,mottenzerfressenen*
(motheaten) Fell der Tiere flihren. Histologisch fallen die Tiere weiterhin durch eine erhdhte Anzahl an
undifferenzierten Leukozyten und groRere Ansammlungen von Makrophagen in der Lunge auf (Green and
Shultz, 1975). Eine besondere Bedeutung wird SHP-1 in lymphatischen Zellen zugeschrieben. So sind in
me/me-Mausen die primaren lymphatischen Organe in GréRe und Struktur verandert. Im Knochenmark
akkumulieren unreife Granulozyten und der Thymus ist stark verkleinert. Hingegen sind die sekundar-
lymphatischen Organe Milz und Lymphknoten stark vergroBert und enthalten grofle Zahlen an myeloiden
Zellen, Plasmazellen und so genannte mothcells (Green and Shultz, 1975). Weiterhin verschiebt sich die
Zusammensetzung des B-Zell-Kompartiments. Wahrend die typischen B-Lymphozyten dezimiert sind,
findet man eine Uberexpression an autoreaktiven CD5*-B-Zellen (Greiner et al., 1986; Sidman et al.,
1986). Darliber hinaus flihrt die Abwesenheit von SHP-1 zu einer massiv eingeschrankten NK-
Zellfunktion, zum Fehlen einer zytotoxischen T-Zell-Antwort und zu einer reduzierten Proliferation nach B-
und T-Zell Mitogenen (Shultz and Sidman, 1987).

1.3.2.2 SHP-1 im Kontext von Signaltransduktion

Zunéchst wurde die Phosphatase SHP-1 als ausschlieRlich negativer Regulator verschiedener Zellfunk-
tionen gesehen. Dieses Bild hat sich in den letzten Jahren als zu stark vereinfachend herausgestellt, da
SHP-1 eine Reihe von Signalwegen differentiell und zum Teil auch abhangig von der jeweiligen Zelllinie
moduliert. Im nun folgenden Abschnitt soll ein Uberblick tiber die Bedeutung von SHP-1 in Signalkaska-
den gegeben werden, die im Zusammenhang mit EBV und im Besonderen mit LMP1 eine Rolle spielen
kénnten.

Dass SHP-1 im PI3K/Akt-Signalweg eine Rolle spielt, zeigen SHP-1-defiziente Mause, die eine erhdhte
Aktivitat dieses Signalwegs in Muskeln und Leber aufweisen (Dubois et al., 2006). Hierbei scheinen zwei
Mechanismen von Bedeutung zu sein. Zum einen kann SHP-1 auf die Aktivitat der Phosphatase PTEN
Einfluss nehmen. PTEN dephosphoryliert im aktiven Zustand PIPs, das Akt an die Membran bringt und so
einer Aktivierung zuganglich macht. Wird PIP; aber zu PIP, dephosphoryliert, kann es Akt nicht mehr
rekrutieren (siehe auch Kapitel 1.2.4.7). PTEN wird von Src-Kinasen phosphoryliert und damit inaktiviert.
Diese Phosphorylierung kann durch SHP-1 aufgehoben werden, so dass PTEN aktiv ist und so die Akt-
Aktivitat verringert (Lu et al., 2003b). Zum anderen kann SHP-1 aber auch direkt auf die PI3-Kinase wir-
ken, indem es die regulatorische Untereinheit p85 bindet und dephosphoryliert (Cuevas et al., 1999; Yu et
al., 1998). Dadurch wird die PI3-Kinase inaktiviert, denn eine Phosphorylierung der regulatorischen Unter-
einheit p85 hebt ihre inhibitorische Wirkung auf. Wird p85 etwa von Src-Kinasen phosphoryliert, wird die
katalytische Untereinheit p110 aktiviert, was zu einer Phosphorylierung von Akt fihrt. SHP-1 vermindert
also durch die Dephosphorylierung der regulatorischen Untereinheit die Src-induzierte Aktivierung von
PI3K. So weisen SHP-1 defiziente Zellen einen héheren Phosphorylierungsgrad sowohl von p85 als auch
von Akt auf (Cuevas et al., 2001).

Auch der Jak/STAT-Signalweg wird durch SHP-1 beeinflusst. So bindet SHP-1 etwa den Tyrosin-
phosphorylierten Erythropoietinrezeptor iber seine SH2-Doméne und verhindert so die Aktivierung von
Jak2 (Klingmuller et al., 1995). Ebenso terminiert SHP-1 die von Angiotensin Il induzierte Jak/STAT-
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Signalkaskade, indem es Jak2 dephosphoryliert (Marrero et al., 1998). SHP-1 assoziiert direkt mit Jak2
und dephosphoryliert es, so dass der Signalweg inaktiviert wird (Jiao et al., 1996). Sowohl die Bindung
zwischen Jak2 und SHP-1 als auch die Dephosphorylierung von Jak2 ist unabhéangig von den SH2-
Domanen und weicht daher von dem fiir SHP-1 (iblichen Mechanismus der Substratumsetzung ab (Jiao et
al., 1996; Wu et al., 2000). Neben Jak2 kann SHP-1 auch die lbrigen Mitglieder der Jak-Familie binden
und dephosphorylieren (Jiao et al., 1996). Die Inaktivierung von Jak3 durch SHP-1 scheint im Sezary-
Syndrom, einem T-Zell Lymphom der Haut, eine Rolle zu spielen (Leon et al., 2002).

Weiterhin kann SHP-1 in den JNK-Signalweg eingreifen, der auch durch LMP1 induziert wird (siehe Kapi-
tel 1.2.4.5). In B-Zellen aus me/me Mausen ist JNK konstitutiv aktiv und wird durch BCR-Ligation noch
starker induziert (Mizuno et al., 2002), was fiir eine negative Rolle von SHP-1 in der JNK-Aktivierung von
B-Zellen spricht. Diese Daten werden durch Analysen in B-Lymphozyten gestarkt, die mit wildtyp bzw.
dominant-negativem SHP-1 transfiziert wurden. Wéhrend bei wt SHP-1 die JNK-Phosphorylierung nach
BCR-Stimulation gegeniiber der Leerkontrolle reduziert ist, erhdht dominant-negatives SHP-1 die JNK-
Phosphorylierung (Mizuno et al., 2000). Auch Untersuchungen in der T-Zelllinie Jurkat weisen in die glei-
che Richtung, wo SHP-1 die HyO»-induzierte Phosphorylierung von JNK reduziert (Lee and Esselman,
2002). Dennoch kann SHP-1 in einigen Zellsystemen auch einen positiven Einfluss auf die JNK-Aktivitat
haben. So konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von SHP-1 die JNK-Aktivitat und -
Phosphorylierung in Mastzellen erhéht, wahrend die Expression von dominant-negativem SHP-1 einen
gegenteiligen Effekt hat (Xie et al., 2000).

Dariber hinaus ist SHP-1 ein negativer Regulator des NF-kB-Signalwegs. Zellen aus me*/mev-Mausen
weisen eine erhdhte NF-kB-Expression und Aktivitat nach verschiedenen Stimuli auf, wie zum Beispiel
Tumornekrosefaktor a, doppelstrangiger RNA und Interferon y (Khaled et al., 1998; Massa and Wu, 1998).
Der Mechanismus dieser Inhibition ist nicht bekannt. Interessant ist, dass sich das Mengenverhéltnis der
NF-kB-Proteine in Zellen aus me¥/me'-Mausen verschiebt. So ist das Expressionsniveau von RelA und
RelB reduziert, wahrend das von p50 und c-Rel erhdht ist (Khaled et al., 1999).

1.3.2.3 SHP-1 Signaltransduktion des B-Zell-Rezeptors

Eine entscheidende Rolle Gbernimmt SHP-1 weiterhin in der Regulation des B-Zell-Rezeptors. Der B-Zell-
Rezeptor (BCR) bindet Uiber die variablen Bereiche der zwei leichten und zwei schweren Ketten das Anti-
gen. Er verfiligt jedoch (iber keine nennenswerte intrazellulare Doméne, die die Signaltransduktion vermit-
teln kénnte. Diese Funktion wird von zwei assoziierten Molekilen, Ig-a und Ig-B, ibernommen, die jeweils
Uber ein Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes Aktivationsmotiv (ITAM) verfligen. Durch die Aktivierung des
Rezeptors wird das ITAM-Motiv durch assoziierte Kinasen der Src-Familie Tyrosin-phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung rekrutiert und aktiviert PTKs wie Syk und Lck und aktiviert so verschiedene Signaltrans-
duktionsmechanismen. Der BCR ist darliber hinaus noch mit einer Reihe anderer transmembraner Gly-
koproteine, den so genannten Co-Rezeptoren, assoziiert. Sie werden nach der Aggregation des Rezep-
tors ebenfalls tyrosinphosphoryliert und bilden dadurch Andockstellen flir verschiedene Adapter- und Sig-
nalproteine. Neben den ITAMs verfligen einige dieser Glykoproteine Uber so genannte Immunrezeptor-
Tyrosin-basierte Inhibitormotive (ITIMs), die nach Phosphorylierung BCR-Signaltransduktion negativ regu-
lieren.
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In ruhenden B-Lymphozyten interagiert SHP-1 konstitutiv mit dem BCR und dephosphoryliert die Ig-a/lg-p-
Ketten des Rezeptors, wobei der Mechanismus der Interaktion mit dem BCR wahrscheinlich unabhangig
von den SH2-Domanen ist (Pani et al., 1995). SHP-1 scheint daher den BCR in einem dephosphorylierten
und damit inaktiven Zustand zu halten. Fir eine erfolgreiche BCR-Signaltransduktion muss daher ein
Mindestgrenzwert der Signalintensitat (iberschritten werden (Siminovitch and Neel, 1998). Wird der BCR
aktiviert, dissoziiert SHP-1 von dem Komplex (Siminovitch et al., 1999). Es kann nun allerdings (ber seine
SH2-Domanen mit den phosphorylierten Co-Rezeptoren CD22, CD72 und CD5 interagieren und so auf
die Signaltransduktion des BCR Einfluss nehmen (Adachi et al., 1998; Blasioli et al., 1999; Bolland and
Ravetch, 1999; Cambier, 1997; Sen et al., 1999; Thomas, 1995; Wu et al., 1998). Hierbei wird SHP-1 lber
seine aminoterminale SH2-Doméane an die ITIMs rekrutiert, was in einer 10-fachen Aktivitatssteigerung
der Phosphatase resultiert (Siminovitch and Neel, 1998). SHP-1 dephosphoryliert anschlielend selektiv
ITAM-Motive sowie die Protein-Tyrosinkinase Syk und reguliert die B-Zell-Rezeptor-vermittelte Aktivierung
der MAP-Kinase und die Ca2*-Mobilisierung negativ (Dustin et al., 1999; Monroe, 2006).

1.3.2.4 SHP-1 und seine Bedeutung flr Krebserkrankungen

Wie in Abschnitt 1.3.2.2 gezeigt, antagonisiert SHP-1 Protein-Tyrosinkinasen und damit auch deren
wachstumsforderndes und onkogenes Potential, weshalb SHP-1 ein Tumorsuppressorgen darstellen
kénnte. Dafiir spricht, dass insbesondere in Lymphomen und Leukamien SHP-1 héufig schwacher als in
normalen Zellen exprimiert wird (Banville et al., 1995; Matsushita et al., 1999; Oka et al., 2001; Plutzky et
al., 1992; Tsui et al., 2002; Walton and Dixon, 1993). Diese Herunterregulation kann in einigen Fallen auf
Hypermethylierung von CpG-Inseln in der Promotorregion oder Mutationen im SHP-1 Gen zurlickgefiihrt
werden (Chim et al., 2004; Johan et al., 2005; Oka et al., 2002; Zhang et al., 2000). In anderen Fallen
hingegen wird die mRNA normal gebildet, so dass posttranskriptionelle Mechanismen das Fehlen des
Proteins bedingen (Beghini et al., 2000; Zhang et al., 2000). Einen weiteren Hinweis auf die Funktion von
SHP-1 als Tumorsuppressor liefert die Beobachtung, dass sich das Wachstum von Krebszellen reduzie-
ren lasst, wenn SHP-1 wieder in diese Zellen eingefilhrt wird (Bruecher-Encke et al., 2001; Zapata et al.,
2002). In Untersuchungen zur Expression von SHP-1 in verschiedenen Lymphomen wiesen alle 13 unter-
suchten EBV-negativen Burkitt Lymphom Zelllinien nur ein Drittel der Proteinmenge von normalen B-
Lymphozyten auf. In den 11 untersuchten Latenz I/ll EBV-positiven Burkitt Lymphom Zelllinien (siehe
Kapitel 1.1) konnte sogar nur 5 % der normalen SHP-1-Proteinmenge nachgewiesen werden. Bei den vier
Latenz Il EBV-positiven Burkitt Lymphom Zelllinien und in BJAB Zellen wurden dagegen normale Expres-
sionsniveaus von SHP-1 detektiert (Delibrias et al., 1997).

Auch in T-Zelllymphomen konnte oft eine reduzierte SHP-1-Expression gefunden werden (Wu et al.,
2003b). In Leukamien wird SHP-1 teilweise normal, teilweise aber auch wenig bis gar nicht exprimiert. Die
Ursache der stark unterschiedlichen Expressionsniveaus ist unklar, allerdings kdnnte ein Zusammenhang
zwischen Aggressivitat und Progression der Leukamien auf der einen Seite und der Herunterregulation
von SHP-1 auf der anderen Seite bestehen (Bruecher-Encke et al., 2001; Oka et al., 2001).

In einigen Karzinomen hingegen wird SHP-1 zum Teil sogar Uberexprimiert, z.B. in einigen Brustkrebsli-
nien und in den meisten Ovarkarzinom-Zelllinien (Mok et al., 1995; Tsui et al., 2002). So scheint SHP-1
auch in diesem Zusammenhang in nicht-hamatopoetischen Zellen eine gesonderte Rolle einzunehmen.
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Insgesamt spricht jedoch vieles fir die Bedeutung von SHP-1 als Tumorsuppressorgen, insbesondere
unter Berlcksichtigung der Daten aus der Signaltransduktion.

1.4 Proteomics

In den spaten 90er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde mit gewaltiger Anstrengung das menschliche
Genom entschliisselt. Die Hoffnung bestand, mit diesem Wissen Krankheiten heilen und die Funktions-
weise des Korpers genau verstehen zu kdnnen. Leider musste erkannt werden, dass sich die Komplexitat
menschlichen Lebens nicht allein durch die Information der DNA erklaren lasst. Auch das Transkriptom
beschreibt den Zustand eines komplexen Organismus oder auch einer einzelnen Zelle nicht ausreichend.
Er muss stattdessen lber das Proteom beschrieben werden, also die Gesamtheit der Proteine zu einem
bestimmten Zeitpunkt, denn die Proteine sind im Gegensatz zu DNA und den meisten RNAs direkt mit der
Funktion verbunden.

141 Massenspektrometrie

Im Bereich Proteomics hat die Massenspektrometrie seit Ende der 80er Jahre eine entscheidende Rolle
ibernommen. Durch die Entwicklung neuer, schonenderer lonisierungsverfahren konnten erstmals groRe-
re Biomolekile untersucht werden. Hierbei werden freie, gasférmige lonen in einem Hochvakuum nach
ihrem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis (m/z) aufgetrennt. So kann bei einer bekannten Ladung z die Masse
des lons bestimmt werden.

Ein Massenspektrometer besteht grundsatzlich aus drei Teilen: einer lonenquelle, einem Massenanalysa-
tor und einem Detektor.

In der Protein- bzw. Peptidanalytik haben sich vor allem die Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
(ESI-MS) und die Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS)
durchgesetzt (Covey et al., 1988; Fenn et al., 1989; Hillenkamp et al., 1991; Karas and Hillenkamp, 1988;
Stults, 1995). Die Bedeutung dieser Methoden spiegelt sich in der Ehrung von Fenn und Tanakada mit
dem Nobelpreis in Chemie 2002 wider.

In dieser Arbeit wurde die MALDI-MS verwendet, weshalb im Folgenden auf diese Technik genauer ein-
gegangen wird. Sie zeichnet sich durch eine hohe Analysegeschwindigkeit und gute Empfindlichkeit aus,
weshalb sie sich zu einer der wichtigsten Techniken der Massenbestimmung von Biomolekiilen entwickelt
hat (Aebersold and Mann, 2003).

Die lonisation bei der MALDI-MS erfolgt durch gepulstes Laserlicht (siehe Abbildung 5). Dazu wird der
Analyt zundchst mit einem 103 bis 104 fachen molaren Uberschuss an Matrix gemischt und kokristallisiert.
Im Hochvakuum wird die kristalline Probe nun einem intensiven Impuls kurzwelliger Laserstrahlung von
wenigen Nanosekunden ausgesetzt. Die Matrix absorbiert die Energie aus dem Laserimpuls und iibertragt
sie durch Relaxation in das Gitter des Analyt/Matrixkristalls. So kdnnen die Analyt- wie Matrixmolekiile
durch Desorption in die Gasphase Uberflihrt werden. Neben der Energielibertragung dient die Matrix zum
Schutz vor photolytischer Zersetzung und stellt die fiir den lonisierungsprozess notwendigen Protonen
bereit.
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Abbildung 5: Prinzip der MALDI-lonisierung.

Vor der massenspektrometrischen Untersuchung wird die Probe mit einer Matrixsubstanz kokristallisiert. Das Mat-
rixmaterial zeichnet sich durch eine hohe Absorptionsfahigkeit von ultraviolettem Licht aus. Wird die Probe nun mit
mehreren Impulsen einer kurzwelligen Laserstrahlung beschossen, desorbiert die Matrix einen Teil der Laserenergie,
wodurch Analyt- und Matrixmolekille in die Gasphase Uberflihrt werden. Durch das Anlegen einer Hochspannung
werden die einfach positiv geladenen lonen im elektrostatischen Feld in die Richtung des Analysators beschleunigt
(Lottspeich and Zorbas, 1998).

Die Massenanalyse erfolgt (iber eine auflerst empfindliche elekironische Zeitaufnahme (time of flight,
TOF), die zwischen dem Start der lonen aus der Quelle bis zum Auftreffen auf den Detektor gemessen
wird. Dazu werden die Analytmolekiile, die durch die Ubertragung der Protonen ionisiert worden sind, iiber
ein elektrostatisches Feld in Richtung des Analysators beschleunigt. Hier durchlaufen die lonen eine feld-
freie Driftstrecke, wo sie entsprechend ihrem Masse/Ladung-Verhaltnis aufgetrennt werden. lonen glei-
cher Ladung verfiigen nach ihrer Beschleunigung Uber die gleiche kinetische Energie, weshalb schwerere
Teilchen eine geringere Geschwindigkeit aufweisen. Das Verhaltnis von Moleklimasse und Ladung ist
proportional zum Quadrat der Flugzeit, so dass sich aus der gemessenen Flugzeit die Molekiilmasse sehr
genau ermitteln Iasst. Diese Abhangigkeit lasst sich in folgender Formel beschreiben:

. d m
~V2UVNz-e

Dabei beschreibt m die Masse des geladenen Teilchens, z die Ladung des lons, e die Elementarladung
(1,602 x 10-*° C), U die Beschleunigerspannung, d die Lange des Beschleunigerpfades und t die Flugzeit.

Zusétzliche Informationen kann man durch eine zweite Analyse ausgewahlter Peptide mittels Tandem-
Massenspektrometrie (auch MS/MS-Technik oder MS-Sequenzierungstechnik) erhalten. Hierbei wird ein
bestimmtes Peptid-lon (Vorlaufer, precursor) nach der lonisierung selektiert und durch die mit Luft gefiilite
Kollisionszelle geflhrt. Das Peptid stofit mit Luftmolekilen zusammen und zerféllt dadurch in charakteris-
tische Fragmente, die wiederum analysiert werden kénnen. Da die Amidbindung die schwéachste Bindung
in einem Peptid ist, fragmentieren Peptide hier am Héufigsten. Die daraus resultierenden Bruchstiicke
sind am informativsten und werden nach der Nomenklatur von Roepstorff und Fohimann als b-lonen be-
zeichnet, wenn sie den N-Terminus des Vorlauferions enthalten. Enthalten sie den C-Terminus, sind es y-
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lonen (Roepstorff and Fohlman, 1984). Je nach Art der Fragmentierung treten dartiber hinaus noch a-, c-,
x- und z-lonen auf (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Nomenklatur zur Fragmentierung von Peptiden.

Die haufigste Fragmentierung erfolgt durch die Spaltung der Amidbindung. Hierbei entstehen lonen, die nach der
Nomenklatur von Roepstorff und Fohimann als y- bzw. als b-lonen bezeichnet werden. AuRerdem kénnen a-, c-, x-
und z-lonen auftreten (Roepstorff and Fohlman, 1984).
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1.5 Aufgabenstellung

Wie in Kapitel 1.2 gezeigt, stellt LMP1 das primére Onkogen von EBV dar. Es beglnstigt die Proliferation
der Wirtszellen, wahrend Seneszenz und Apoptose gezielt inhibiert werden. Um diese Funktionen zu
erfiillen und die Zelle dadurch umzuprogrammieren, rekrutiert LMP1 zellulére Faktoren, die fir die Regula-
tion von Proliferation und Uberleben in B-Lymphozyten essentiell sind (vgl. Kapitel 1.2.4). Wahrend bereits
viel (iber die induzierten Signalkaskaden bekannt ist, ist die molekulare Zusammensetzung des LMP1-
Signalkomplexes erst in Ansatzen verstanden. Ziel dieser Doktorarbeit ist daher die Identifizierung von
direkten und indirekten Interaktionspartnern von LMP1, um so die Zusammensetzung des LMP1-
Signalkomplexes weiter aufzuklaren. Dariiber hinaus soll die Funktion dieser Mediatoren in der
Signaltransduktion von LMP1 untersucht werden.

Zur ldentifikation der Interaktionspartner von LMP1 bietet sich besonders die Methodik der funktionalen
Proteomanalyse (functional proteomics) an, da hierbei neue Informationen Uber bislang in diesem Zu-
sammenhang unbekannte Proteine gefunden werden kdnnen. Wahrend die bisher in unserem Labor ver-
wendeten Systeme auf Prazipitationen mit bakteriell exprimierten GST-LMP1-Fusionsproteinen basierten,
sollte in dieser Arbeit eine neue Methodik etabliert werden, die der in vivo Situation mdglichst nahe
kommt. Dazu sollte ein rekombinantes Maxi-EBV generiert werden, in dem Wildtyp-LMP1 durch eine mit
einem HA-Epitop fusionierte Variante substituiert ist. Zur weiteren Verfeinerung der Methode sollte eine
Schnittstelle flir die TEV-Protease zwischen der LMP1-Transmembrandomane und dem C-Terminus ein-
gefligt werden. Das sollte einen weiteren Aufreinigungsschritt ermdglichen, da unspezifisch bindende
Proteine abgetrennt werden kdnnen. Mit den erzeugten Maxi-EBV-Viruspartikeln sollten dann naive B-
Lymphozyten infiziert werden und so LCLs generiert werden. Aus diesen sollte der LMP1-Signalkomplex
uber eine Immunprazipitation (IP) von HA-LMP1 isoliert und massenspektrometrisch analysiert werden.

Im Rahmen der bisherigen massenspektrometrischen Analysen des Labors konnte SHP-1 als potenzieller
Bindepartner von LMP1 identifiziert werden. Diese Interaktion sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit besta-
tigt und genauer charakterisiert werden. Darliber hinaus sollte die Bedeutung von SHP-1 in der
Signaltransduktion von LMP1 untersucht und eine eventuelle biologische Funktion ermittelt werden.
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Material

Antikorper

211 Primarantikorper

a-BZLF1 (BZ1) IgG1
0-CD48 (FL-243)

a-Flag (M2)

a-HA (3F10)

a-HA (12CA5)

a-JNK1 (C-17)

a-LMP1 (CS1-4)

a-LMP1 (1G6-3)

a-SHP1 (PTP1C)(C-21)
a-SHP1 (SH-PTP1) (C-19)

Maus, monoklonal
Kaninchen, polyklonal
Maus, monoklonal
Ratte, monoklonal
Maus, monoklonal
Kaninchen, polyklonal

Maus, Mischung aus vier monoklonalen AK

Ratte, monoklonal
Maus, polyklonal
Kaninchen, polyklonal

E. Kremmer, HMGU
Santa Cruz Biotech.
Stratagene

Roche

Roche

Santa Cruz Biotech.
Dako

E. Kremmer, HMGU
BD Biosciences
Santa Cruz Biotech.

a-TNIK (cl. 53) BD Biosciences

a-TRAF3 (H-20)

Maus, monoklonal

Kaninchen, monoklonal Santa Cruz Biotech.

21.2 Phosphospezifische Antikorper
a-Phospho-Tyrosin (p-Tyr-100)
a-Phospho-Tyrosin (PY20)

Maus, polyklonal Cell Signaling (NEB)

Maus, monoklonal Santa Cruz Biotech.

a-Phospho-Tyrosin (4G10) Maus, monoklonal Upstate Biotech.
21.3 Sekundarantikorper fiir Western-Blot-Analysen

a-Maus 1gG Ziege, HRP-gekoppelt  Cell Signaling (NEB) (#7076)

a-Kaninchen IgG Ziege, HRP-gekoppelt ~ Cell Signaling (NEB) (#7074)

o-Ratte IgG Esel, HRP-gekoppelt Dianova (# 112 035 003)

21.4 Sekundarantikorper zur Stimulation des B-Zell Rezeptors

AffiniPure a-Human IgG Ziege, nicht-gekoppelt  Jackson Immuno Research (# 109-006-006)

2.1.5 Sekundarantikorper fiir FACS Analysen

AffiniPure a-Maus 1gG Ziege, Cy™ 5-gekoppelt Jackson Immuno Research (# 117-176-006)
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Plasmide
pRK5

pcDNA3.1

pCR2.1

2275 oriP

PEGFP-C1

pRK5-HA-JNK1

pCMV-HA-SHP-1 C453S

p1768 (3xkB-Luc)

PGK-Renilla

p2089

2167.1

22345

PRTS1

Expressionsvektor mit CMV-Promotor/Enhancer (Schall
etal., 1990).

Expressionsvektor mit  SV40-Promotor/Enhancer (In-
vitrogen).

Vektor fir die TA-Subklonierung von PCR-Produkten
(Invitrogen).

pHEBO-Vektor mit induzierbarem cre (MERcreMER)

und Hygromycin Resistenz als Leervektor zu pSV-
LMP1-Konstrukten.

Modifizierter Expressionsvektor fir EGFP (enhanced
green fluorescence protein) mit Neomycin-Phospho-
transferasegen (Clontech).

C-jun N-terminale Kinase 1 mit N-terminalem HA-Epitop
in pRK5 (Kutz et al., 2008).

SHP-1 mit HA-Epitop, in dem Cysss zu Ser ausge-
tauscht ist, mit CMV-Promotor in pEGFP-C1-Hinter-
grund. Die SHP-1-Mutante stammt aus dem Vektor pEF-
HA-SHP-1 Cus3S, das von Tomas Mustelin zur Verfi-
gung gestellt wurde (Viktoriya Nikolova und Arnd Kie-
ser).

Luziferase-Reportergenkonstrukt mit minimalem fos
Promoter und drei NF-kB Bindestellen (Bill Sugden, Ma-
dison, USA).

Renilla-Reportergenkonstrukt  unter  Kontrolle eines
Phosphoglyceratkinasepromotors ~ (PGK)  (Wolfgang
Hammerschmidt).

Wildtyp Maxi-EBV: F-Plasmid (pMBO131) mit eGFP
Gen und Hygromycin-Resistenzgen in B95.8 DNA
(Delecluse et al., 1998).

LMP2A mit wt-LMP2A Promotor und Exon 1, geeignet,
um LMP1 in den viralen Zusammenhang zu bringen und
so ein Maxi-EBV zu generieren. Enthalt eine Kanamy-
cin-Resistenz (Wolfgang Hammerschmidt).

N-terminale LMP1 Mutante. Ubergangskonstrukt fiir Ma-
xi-EBV (Wolfgang Hammerschmidt).

Episomal replizierender EBV-basierender Vektor, der
Uber den Doxicyclin (dox) induzierbaren bidirektionalen
Promotor Ptetbi-1 verfligt und so Doxycyclin-abhéngig
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pRTS1-LMP1 wt

PRTS1-LMP1 Asg1AxxAA

PRTS1-LMP1 AsgsA

pGEX-2T

eGFP und B-Laktamase expimiert (Bornkamm et al.,
2005).

pRTS1-Vektor, der anstelle der B-Laktamase LMP1 wt
exprimiert (Arnd Kieser).

pRTS1-Vektor, der anstelle der p-Laktamase die LMP1
Mutante A1g1AXXAA expimiert, in der Leusss, llessz, Tyriss
und Tyrigs jeweils zu Ala mutiert sind (Arnd Kieser).

pRTS1-Vektor, der anstelle der B-Laktamase LMP1
Mutante AsgsA expimiert, in der Tyrigs und Tyrigs jeweils
zu Ala mutiert sind (Arnd Kieser).

bakterielles Expressionsplasmid fir die Glutathion-S-
Transferase (GST) mit tac-Promotor fiir chemische In-
duktion, multiple cloning site (Amersham Pharmacia).

Alle unten angefiihrten pCMV-Vektoren sind auf pHEBO basierende Expressionsvektoren.

pCMV-HA-LMP1

pCMV-HA-LMP1 PQT—AAA

pCMV-HA-LMP1 A194-386

pCMV-HA-LMP1 Y35,G

pCMV-HA-LMP1 PQT—AAA /Y34G

pCMV-HA-LMP1 A371-386

pCMV-HA-LMP1 PQT—AAA /A371-386

pSV-LMP1

LMP1 Wildtyp (As 6-386) aus dem EBV-Stamm B95.8
mit N-terminalem H&magglutinin-Epitop (HA-Epitop) in
pHEBO-Expressionsvektor; CMV-Promotor (Schneider
etal., 2008).

Mutante, bei der im PxQxT Motiv der TRAF-Interaktions-
domane in CTAR1 die As Progs, Glngs und Thrys je-
weils zu Ala (AxAxA) mutiert wurden; CMV-Promotor
(Schneider et al., 2008).

LMP1-Mutante, in der die gesamte zytoplasmatische
Signaldoméne von LMP1 (As 194-386) deletiert ist;
CMV-Promotor (Schneider et al., 2008).

LMP1-Mutante, in der das Tyrsss der CTAR2-Doméne zu
Gly mutiert ist; CMV-Promotor (Schneider et al., 2008).

LMP1-Doppelmutante, die die oben beschriebenen Mu-
tationen (PQT—AAA) und Y3uG tragt; CMV-Promotor
(Schultheiss et al., 2001).

LMP1 mit einer Deletion der letzten 16 Aminosauren
371-386  der CTAR2-Domane;  CMV-Promotor
(Schneider et al., 2008).

LMP1-Doppelmutante, die die oben beschriebene Muta-
tion (PQT—AAA) und die Deletion A371 tragt; CMV-
Promotor (Schneider et al., 2008).

LMP1 Wildtyp (As 6-386) aus dem EBV-Stamm, B95.8
mit N-terminalem H&magglutinin-Epitop in pHEBO-
Expressionsvektor; SV40-Promotor (Kieser et al., 1997).
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pSV-LMP1 PQT—AAA

pSV-LMP1A194-386

pSV-LMP1 Y384G

pSV-LMP1 PQT—AAA/Y 33,G

LMP1 Mutante, bei der im PxQxT Motiv der TRAF-
Interaktionsdomane in CTAR1 die As Prozu, Glngs und
Thrys jeweils zu Ala (AxAxA) mutiert wurden; SV40-
Promotor (Kieser et al., 1999).

LMP1-Mutante, in der die gesamte zytoplasmatische
Signaldomane von LMP1 (As 194-386) deletiert ist;
SV40-Promotor (Kieser et al., 1999).

LMP1-Mutante, in der das Tyrsss der CTAR2-Domane zu
Gly mutiert ist; SV40-Promotor (Kieser et al., 1999).

LMP1-Doppelmutante, die die oben beschriebenen Mu-
tationen (PQT—AAA) und Yss:G tragt; SV40-Promotor
(Kieser et al., 1999).

Die nun aufgeflinrten pGEX-Vektoren basieren auf pGEX-2T.

PGEX-LMP1 (181-386)

pGEX-LMP1 (181-370)

PGEX-LMP1 (181-386) PQT—>AAA

PGEX-LMP1 (181-370) PQT—>AAA

pGEX-LMP1 (181-386) A212-231

PGEX-LMP1 (181-386) subf

pGST-c-jun

1645.2M

Bakterielles Expressionsplasmid flir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-386) (Sandberg et al.,
1997).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-370), Teile von CTAR2 (As
371-386) fehlen (Cinthia Brisefio).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-386) mit mutiertem TRAF-
Bindemotiv (PxQxT) in CTAR1; Prozos, Glngos und Thrags
mutiert zu jeweils Ala (Arnd Kieser).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-370) Doppelmutante, die
die oben beschriebene Mutation (PQT—AAA) und die
Deletion A371 tragt (Arnd Kieser).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-386) mit einer Deletion in-
nerhalb von CTAR1 (As 212-231) (Sandberg et al.,
1997).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-386) in dem die As 189-201
durch Ala ersetzt sind (Sandberg et al., 1997).

GST fusioniert mit der Transaktivierungsdoméane von c-
jun.

GST-Fusionsprotein mit dem C-Terminus von LMP1 (As
181 bis As 386) (Sandberg et al., 1997).
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Im Folgenden sind Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit kloniert wurden, aufgefiihrt.

pGEX-LMP1 (181-230)

PGEX-LMP1 (181-220)

pGEX-LMP1 (181-210)

pGEX-LMP1 (181-200)

PGEX-LMP1 (181-200) ArsiAXXAA

PGEX-LMP1 (181-200) ArgsA

pGEX-LMP1 (181-200) Y1gsA

pGEX-LMP1 (181-200) Y1g6A

pSV-HA-LMP1-TEV-CT

pSV-HA-LMP1-1xIi-TEV-CT

pSV-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT

pSV-LMP1 Ag1AxxAA

pCMV-LMP1 A11AXxAA

Bakterielles Expressionsplasmid flir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-230).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-220).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-210).

Bakterielles Expressionsplasmid flir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-200).

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-200), in dem Leuss1, llessz,
Tyrigs und Tyrigs jeweils zu Ala mutiert sind.

Bakterielles Expressionsplasmid fiir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-200), in Tyrigs und Tyriss
jeweils zu Ala mutiert sind.

Bakterielles Expressionsplasmid flir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-200), in dem Tyrgs zu Ala
mutiert ist.

Bakterielles Expressionsplasmid flir ein Fusionsprotein
aus GST und LMP1 (As 181-200), in dem Tyrsgs zu Ala
mutiert ist.

LMP1 mit einem N-terminal fusionierten HA-Epitop, wo-
bei nach den Transmembrandoménen hinter As 186 ei-
ne Schnittstelle fiir die TEV-Protease eingebaut ist.

LMP1 mit einem N-terminal fusionierten HA-Epitop, wo-
bei nach den Transmembrandoméanen hinter As 186 ei-
ne einfache linker-Sequenz (AGASGG) und eine
Schnittstelle fiir die TEV-Protease eingebaut ist; SV40-
Promotor.

LMP1 mit einem N-terminal fusionierten HA-Epitop, wo-
bei nach den Transmembrandoménen hinter As 186 ei-
ne duplizierte linker-Sequenz und eine Schnittstelle fir
die TEV-Protease eingebaut ist; SV40-Promotor.

LMP1 ohne fusioniertes HA-Epitop, in dem Leusss, llessy,
Tyrigs und Tyrigs jeweils zu Ala mutiert sind; SV40-
Promotor.

LMP1 mit einem N-terminal fusionierten HA-Epitop, in
dem Leussy, llessz, Tyriss und Tyriss jeweils zu Ala mutiert
sind; CMV-Promotor.
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pCMV-LMP1 A1gsA

2234.5-HA-LMP1

2234 .5-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT

2167.1-HA-LMP1

2167.1-HA-LMP1-2xli-TEV-CT

p2089-HA-LMP1

p2089-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT

2.3 Bakterien

LMP1 mit einem N-terminal fusionierten HA-Epitop, in
dem Tyrigs und Tyrigs jeweils zu Ala mutiert sind; CMV-
Promotor.

Ubergangskonstrukt zur Konstruktion eines Maxi-EBVs
mit HA-LMP1 anstelle des wildtypischen LMP1.

Ubergangskonstrukt zur Konstruktion eines Maxi-EBVs
mit HA-LMP1-2xli-TEV-CT anstelle des wildtypischen
LMP1.

Ubergangskonstrukt zur Konstruktion eines Maxi-EBVs,
bei dem LMP1 in den viralen Zusammenhang gesetzt
wird; im Gegensatz zum Ausgangsvektor enthalt es HA-
LMP1 anstelle des wildtypischen LMP1.

Ubergangskonstrukt zur Konstruktion eines Maxi-EBVs,
bei dem LMP1 in den viralen Zusammenhang gesetzt
wird; im Gegensatz zum Ausgangsvektor enthalt es HA-
LMP1-2xli-TEV-CT anstelle des wildtypischen LMP1.

Maxi-EBV mit B95.8-Sequenz als F-Plasmid (pMBO131)
mit eGFP Gen und Hygromycin-Resistenzgen, in dem
das wildtypische LMP1 durch eine mit einem HA-Epitop
fusionierte Form ersetzt wurde.

Maxi-EBV mit B95.8-Sequenz als F-Plasmid (pMBO131)
mit eGFP Gen und Hygromycin-Resistenzgen, in dem
das wildtypische LMP1 durch eine HA-LMP1-2xli-TEV-
CT ersetzt wurde.

E.coliDH5a  F-, I acl, recA1, endA1, hsdR17, A(lacZYA-argF), U169, F80dlacZAM15, supE44,
thi-1, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1985).

E. coliDH10B  F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), 80dlacZAM15, AlacX74, deoR, recA1, endAd,
araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, A-,rpsL, nupG (Life Technologies).

24 Zelllinien

721 Lymphoblastoide Zelllinie, immortalisiert mit EBV aus B95.8.

DG75 Humane, EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie.

EREB2-5 Lymphoblastoide Zelllinie, immortalisiert mit einem EBNA2 defizientem EBV Stamm
(P3HR1); EBNA2 wird auf einem separaten episomalen Plasmid mit Ostrogen-
induzierbaren Promotor exprimiert (Kempkes et al., 1995).

HEK293 Humane, embryonale Nierenepithel Zelllinie, die durch Expression der E1a und E1b
Gene des Adenovirus Typ5 transformiert ist (Graham et al., 1977).
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TR-2/293

WI38
DT40 wt

HEK293-Verpackungszelllinien, in die das Maxi-EBV-Plasmid p2114 stabil transfi-
ziert wurde. Sie produziert nach Induktion und Transfektion eines TR+ Genvektors
rekombinantes EBV (Delecluse et al., 1999).

humane Fibroblasten-Zelllinie.

Hlhner-pre-B-Zelllinie, die viral transformiert ist.

DT40 SHP-1 -/- Hihner-pre-B-Zelllinie, bei der das SHP-1 Gen deletiert ist (Maeda et al., 1998; Ono

etal., 1997).

Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Zelllinien

LCL3
TEVS

Lymphoblastoide Zelllinie, immortalisiert mit rekombinantem EBV (p2089-HA-LMP1).
Zelllinie, immortalisiert mit rekombinantem EBV (p2089-HA-LMP1-2xli-TEV-CT).

2.5 Oligonukleotide

AK136
AK141
AK193
AK200

AK201

AK202
AK212

AK225
AK226
AK23

AK233
AK234
AK235
AK236
AK237

AK238

AK24
AK252
AK253

CCAGATGGTGGCACCAAGTC
TTCCAGAAGTAGTGAGGAG
ATGACGTTCCTGACTATG

GGGGGGCCTGCAGGATCGATACCATGGAATATCCTTATGACGTTCCTGAC
TATGCCATGGAACACGACCTTGAGAGG

CGTTGTCCATGCTTAAGTCCCTGAAAATACAGGTTTTCGTAATACATCCAGAT
TAAAATCGCC

GAAAACCTGTATTTTCAGGGACTTAAGCATGGACAACGACACAGTGATGAAC

CCCCCCGCTTAGCCGTTGTCCATGCTTAAGTCCCTGAAAATACAGGTTTTCG
TAATACATCCAGATTAAAATCGCC

GTGAGGATGGAACACGACCTGAG
GGGGGGGCTTAAGCATCGCTCCCTGAAAATACAGGTTTTCACCTCCGGCTG
CTTTCCTCAACTGCC

CTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTG
CCCCCCCCGAATTCTAGGCTCCACTCACGAGCAGGTGGTG
CCCCCCCCGAATTCTACTCGTTGGAGTTAGAGTCAGATTC
CCCCCCCCGAATTCTAAGAATCATCGGTAGCTTGTTGAGG

GATCCTTAATCTGGATGTATTACCATGGACAACGACACAGTGATGAACAC
CACCACGATGACTCCTAG

AATTCTAGGAGTCATCGTGGTGGTGTTCATCACTGTGTCGTTGTCCATGG
TAATACATCCAGATTAAG

TTGGAATTGTGCTGTTCATCTTCG
GACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTG
GGGGGGGCAATTGAATTCCTAGGTCATTAGGATCCACGCGGAACCAGATCCG
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AK264
AK265
AK278

AK279

AK280

AK30
GAPDH 3’
GAPDH &
JG11

JG12

JG13

JG14

JG15

JG16

M13for

M13rev

pGEX 3’

pGEX 5’
SGS_HPRT_for
SGS_HPRT_rev
T7

GGGGGGTGGCTGTACATCGTTATGAGTGAC
CCCCCCTTGTCCATGGGCCGCCATCCATGCAGCAATCGCCAGA

GATCCTTAATCTGGATGGCTGCCCATGGACAACGACACAGTGATGAACAC
CACCACGATGACTCCTAG

AATTCTAGGAGTCATCGTGGTGGTGTTCATCACTGTGTCGTTGTCCATGGG
CAGCCATCCAGATTAAG

CCCCCCTTGTCCATGGGCCGCCATCCAGATTAATATCGCCAGAAACAGGAG
GAGCCAAAGGAGATC

TCATTATTGCTCTCTATCTACAAC
GTC TGA GTG TGG CAG GGA CTC
GCA CCACCAACTGCTTAGCACC

GATCCGCAGCCTGGATGGCTGCCCATGGACAACGACACAGTGATGAACAC
CACCACGATGACTCCTAG

AATTCTAGGAGTCATCGTGGTGGTGTTCATCACTGTGTCGTTGTCCATGGG
CAGCCATCCAGGCTGCG

GATCCTTAATCTGGATGGCTTACCATGGACAACGACACAGTGATGAACAC
CACCACGATGACTCCTAG

AATTCTAGGAGTCATCGTGGTGGTGTTCATCACTGTGTCGTTGTCCATGG
TAAGCCATCCAGATTAAG

GATCCTTAATCTGGATGTATGCCCATGGACAACGACACAGTGATGAACAC
CACCACGATGACTCCTAG

AATTCTAGGAGTCATCGTGGTGGTGTTCATCACTGTGTCGTTGTCCATGGG
CATACATCCAGATTAAG

TGTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
GAGCTGCATGTGTCAGAGG
GGCAAGCCACGTTTGGTG
TATTGTTGGAACTGGAAGGACAATG
ACTCACTGCTGTATATATTCATCAG
TAATACGACTCACTATAGG

2.6  Gerate, Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien stammten, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, von der Fir-
ma Sigma Chemie (Miinchen) oder Merck-Eurolab GmbH.

Amaxa:

Nucleofector™, Nucleofector™ Kit V.
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Applied Biosystems, Forster City, USA:

Proteomanalyser 4700, GPS-Explorer 3.5.
AppliChem, Darmstadt:

Magermilchpulver.

Beckman, Palo Alto, USA:

J25 Zentrifuge mit JA-10 und JA-25.50 Rotor, Coulter Counter® Z1™ Series (Partikelzahler).
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg:

Plastik-Reagenzgefale (Falcon) 15 ml und 50 ml, Zellkulturflaschen, 96-Loch-, 48-Loch-, 24-Loch-, 6-
Loch-Platten, Zellschaber, FACSCalibur.

BioRad, Miinchen:

Genepulser Il, Elektroporationskiivetten, SDS-Proteinmarker: Prestained SDS-Page Standards Low Ran-
ge, Biospin-Saulen.

Branson, USA:

Digitaler Sonifikator (Model 250-D).
Low-bind Reaktionsgefale.

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA:
Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton.

Dionex, Sunnyway, USA:
Ultimate HPLC.
Eppendorf Geratebau, Hamburg:

Kihlzentrifuge 5415R, 1,5 ml und 2 ml Plastikreaktionsgefafle, BioPhotometer, Heizblock, Thermomixer
compact.

Fuiji PhotoFilm Co., Ltd. Japan:
Phosphoimager Fujix Bioimaging Analyser System (BAS-1000).

GE healthcare, Miinchen:

ECL-Westernblotting Reagenzien, Hybond-C-Nitrozellulosemembran  fir Western Blot, y32P-
ATP(3000Ci/mmol), Protein A Sepharose™ CL-4B, GammaBind™Plus Sepharose CL-6B, Glutathion-
Sepharose™4B, Monolaurat (Tween-20), Rontgenfilme Hybond Hyperfilm fiir ECL und Autoradiographie.

Genomed, Bad Oeynhausen:

Maxi-Praparationskit flir Plasmidpraparationen (Jetstar).
Gibco BLR, Life Technologies, Eggenstein:

Amphotericin B (Fungizone), Fétales Kélberserum, L-Glutamin, Natrium-Pyruvat, Optimem [, Penicillin,
Streptomycin, Trypsin-EDTA (1x), Zellkulturmedium RPMI 1640 und DMEM.

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA:

Mighty Small Il Gel Elektrophorese Einheit, Western Blot Transfer-Kammer.
Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK:

SilverQuest Silver Staining Kit, 1kb DNA Standard, TEV-Protease, Superscript Il Rnase H-Reverse
Transcriptase.
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Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold:

Heraeus Zentrifuge, Multifuge 3 L-R.

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar:

Mikroskopiereinheit DM IRB.

Macherey-Nagel, Diren:

Nucleobond AX500.

Nunc GmbH, Wiesbaden:

Cryotubes 3 ml, Impfsen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen, Zellkulturschalen.

New-England-Biolabs, Schwalbach:

Restriktionsenzyme.
Oxoid GmbH, Wesel:
Schafserythrozyten.

Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg:
OptiPrep™.
Promega GmbH, Mannheim:

Trypsin Gold, Dual-Luciferase Reporter Assay System.

Proteom Research Inc., Portland, USA:

Scaffold 2.0.

Qiagen, Hilden:

PolyFect®, DNA-Gelextraktions Kit, PCR-Reinigungskit.

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim:

Adenosin-5"-triphosphat (ATP), desoxy-Nucleotidtriphosphat-Mix (dNTPS) PCR Grade, alkalische
Schrimpphosphatase, alkalische Kalberphosphatase, Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
1-0-n-Octyl-B-D-glucopyranosid (n-Octylglucosid, OTG).

Roth, Karlsruhe:

Roti-Block®.

Stratagene, Heidelberg:

Robocycler Gradient 96, Stratalinker, UV Bestrahlungsgerat.
Thermo Fisher Scientific, Dreieich:

Dimethylpimelimidat-2HCI (DMP), ECL-Entwicklungsreagenz.
Tree Star, Ashland, USA:

FLOWJO-Software, Version 8.6.

VWR International, Ismaning:

Objekttrager SuperFrost®Plus, Deckglaschen, Farbegestelle.
Vector Laboratories, Burlingame, USA:
Vectashield® Mounting Medium mit DAPI.

Zeiss, Oberkochen:

Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop mit hochauflésender Digital-Videokamera (Hamamats).
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3 Methoden

3.1  Bakterienkultur

3.1.1  Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterienkulturen

E. coli Bakterien wurden tber Nacht als Suspensionskultur in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten kulti-
viert, wobei bei Antibiotika-resistenten Klonen das entsprechende Antibiotikum zugegeben wurde. Ampicil-
linresistente Klone wurden mit 100 ug/ml Ampicillin und kanamycinresistente Klone mit 30 ug/ml Kanamy-
cin selektioniert. Zur Lagerung von Bakterien ber langere Zeitrdume wurde den Uber Nacht gewachsenen
Kulturen 15 % Glyzerin zugesetzt und die Kultur bei -80 °C eingefroren.

LB-Medium:
1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 0,5 % (w/v) NaCl.

LB-Agar-Platten:
15 g Bacto-Agar ad 1 | LB-Medium.

3.1.2 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E.coli Bakterien

Die Herstellung transformationskompetenter E.coli Stamme DH5a erfolgte nach dem Protokoll von Hana-
han (Hanahan, 1983). Zu einem Aliquot (200 pl) dieser Bakterien wurden ganze Ligationsansatze bzw. ca.
10 pg Plasmid-DNA und 7 ul DMSO pipettiert und fiir zwei Minuten bei 42 °C in einem Thermoheizblock
inkubiert. Die transformierten Ligationsansatze wurden daraufhin in 5 ml SOC-Medium fir 30 min bei
37 °C kultiviert. Nach Sedimentation wurden die Bakterien in ca. 200 pl verbleibendem SOC-Medium
resuspendiert. Diese Suspension wurde auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum aus-
plattiert und (iber Nacht bei 37 °C kultiviert.

TFB-Puffer:
10 mM K-Mes (pH 6,2); 50 mM CaCl,; 45 mM MnCly; 100 mM RbCl.

SOB-Medium:
2 % (w/v) Bacto-Trypton; 0,5 % (w/v) Bacto-Hefeextrakt; 2,5 mM KCI; 10 mM NaCl; 10 mM MgCly;
10 mM MgSOs.

SOC-Medium:
SOB-Medium mit 0,2 % (w/v) Glucose.
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3.1.3  Elektroporation von elektrochemisch kompetenten Bakterien

Die Herstellung elektrokompetenter DH10B Bakterien erfolgte nach einem Protokoll von Sheng et al.
(Sheng et al., 1995). Um lineare DNA Fragmente zur homologen Rekombination in Bakterien einzubrin-
gen, wurden DH10B E. coli mit einem Gene-Pulser (Bio-Rad) elekiroporiert. Dieser E. coli Stamm tragt
bereits ein Maxi-EBV und p2650. 50 ul kompetente Bakterien wurden mit bis zu 3 ug DNA 5 min lang auf
Eis inkubiert und anschlieffend in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (0,2 cm Elektrodenabstand)
uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 1,8 kV, 200 Q und 25 uF mit einer Zeitkonstante von 2 sec. Die
Bakterien wurden sofort in SOC-Medium dberflhrt und zwei Stunden zur phé&notypischen Expression und
homologen Rekombination bei 30 °C inkubiert, da das Rekombinationssystem temperatursensitiv ist.
AnschlieRend wurden die Bakterien auf Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und
Uber Nacht bei 42 °C inkubiert.

3.2  Zellkultur

3.21 Zellkulturbedingungen

Alle humanen Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37 °C und einer 5 %igen CO, Atmosphare kulti-
viert. Das Kulturmedium RPMI 1640 wurden mit 10 % fétales Kalberserum (FKS), 1 mM L-Glutamin,
100 pg/ml Streptomycin und 100 IE/mI Penicillin versetzt (RPMI-Volimedium). Bei EREB2-5-Zellen wurde
dem RPMI-Vollmedium noch 1 M B-Ostrogen zugesetzt (EREB-Vollmedium).

Die Hlhner B-Zellline DT40 wurde bei 41 °C und 5 % CO. Atmosphére kultiviert. Zu dem Kulturmedium
RPMI 1640 wurden mit 10 % fbtales Kélberserum (FKS), 1 mM L-Glutamin, 100 pg/ml Streptomycin,
100 IE/ml Penicillin, sowie 1% Hihnerserum (Sigma), 1mM Natriumpyruvat und 100 nM
B-Mercaptoethanol hinzugefiigt. (DT40-Vollmedium).

3.2.1.1 Adharent wachsende Zelllinien

Die humane embryonale Nierenepithel-Zelllinie HEK293 wurde in RPMI Vollmedium kultiviert. Alle zwei bis
drei Tage wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA (1x) von der Zellkulturschale abgelst,1:2 bis 1:10 verdinnt
und in neuen KulturgefalRen ausgesét.

3.2.1.2  Suspensionszelllinien

Die Zelllinien 721, LCL3, TEV5, DG75 und EREB2-5 wurden in RPMI-Vollmedium bzw. EREB-Vollmedium
kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen zwischen 1:2 und 1:10 in frischem Kulturmedium ver-
dinnt.

Die DT40-Zelllinien wurden in DT40-Vollmedium kultiviert und alle zwei bis drei Tage zwischen 1:3 und
1:200 in frischem Kulturmedium verdinnt.
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3.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl in Kultur

Zur Bestimmung der Zellzahl im Kulturmedium, wurde ein Partikelzahler (Coulter Counter® Z1™) verwen-
det. Dazu wurden jeweils 100 pl der Zellsuspension in 10 ml isotonischen ,CoulterCounter* Puffer gege-
ben und gut gemischt. DG75 und HEK293 Zellen wurden bei einem Ausschlussdurchmesser von 10 nm,
alle tibrigen Zelllinien bei einem Ausschlussdurchmesser von 6 nm gezahlt. Das Messgerat gibt bei Ein-
stellung des Faktors 100 die Zellzahl pro Milliliter an.

3.2.2 Aufbewahrung von Zellen tiber langere Zeitraume

Um Zellen Uber I&ngere Zeitraume aufzubewahren, wurden 1-2x 107 Zellen in 1 ml Einfriermedium (Kul-
turmedium der entsprechenden Zellline mit 25 % FKS und 7,5 % DMSO) bei -80 °C eingefroren. Um eine
langsame Abkiihlung zu gewahrleisten, wurden die Zellsuspensionen in 2 ml Cryotubes (Nunc-Crytube®)
transferiert und in einem speziellen Einfriercontainer (Nalgene®Cryo 1°C Freezing Container) bei -80 °C
eingefroren. Der Einfriercontainer enthélt Isopropanol und gewahrleistet so eine Abkiihlgeschwindigkeit
von -1 °C pro Minute. Zellen, die zur Langzeitlagerung bestimmt waren, wurden spatestens nach 1 bis 2
Wochen von -80 °C in flissigen Stickstoff iberfiihrt.

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Cryotubes im Wasserbad auf 37 °C er-
warmt, die Zellen anschlieBend in 5 ml des jeweiligen Kulturmediums gewaschen und in 5-10 ml Kultur-
medium Kultiviert.

3.2.3 Elektroporation humaner Zelllinien

Die humane Burkitt-Lymphom Zelllinie DG75 sowie die Huihner B-Zelllinie DT40 wurden mittels Elektropo-
ration transfiziert. Dazu wurden die Zellen (5x 108 bis 1x 107 Zellen) in 250 ul RPMI ohne Zusatze mit 15
bis 20 ug Plasmid-DNA in einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal® gemischt und fiir ca. 10 min inkubiert.
Daraufhin wurde der Mix aus Zellen und Plasmid-DNA mit einer 1.000 ul Pipette vorsichtig und ohne
Schaumbildung gemischt und anschlielend in eine 4 mm Elektroporationskiivette (Biorad) tberflinrt. Bei
Transfektionen zur Etablierung stabiler Zelllinien wurden sterile Elektroporationskiivetten verwendet, um
eine Kontamination der Kulturen mit Bakterien oder Pilzen zu verhindern. DG75 Zellen wurden bei 240 V
und 975 uF, DT40 Zellen bei 250 V und 975 pF im Biorad Genepulser Il elektroporiert. Nach der elektri-
schen Entladung wurden sofort 500 ul FKS in die Elektroporationskiivette pipettiert und der gesamte An-
satz in 5 ml Vollmedium in eine 10 ml Zellkulturflasche iberfiihrt und im jeweiligen Inkubator kultiviert.

3.24 Nukleofektion von LCLs

Da LCLs wie die Zelllinie EREB2-5 eine sehr geringe Transfektionseffizienz mit der oben beschriebenen
Elektroporationsmethode (Kapitel 3.2.3) aufweisen, wurden sie mit dem Amaxa Nucleofector™ transfiziert.
Dazu wurde das Nucleofector™ Kit V mit dem Programm T-16 verwendet. Pro Ansatz wurden 7,5x 108
Zellen mit 5 pg DNA in 100 pl Nucleofector™ Lésung transfiziert. Hierbei ist fiir das Uberleben der Zellen
nach der Transfektion eine hohe Reinheit und Konzentration (>2 ug/ul) der DNA notwendig, da sonst die
Nucleofector™ Ldsung zu stark verdinnt wird. Nach der Transfektion wurden die Zellen mit ca. 200 pl
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Medium mit den Amaxa Plastikpipetten aus der Kiivette in 5 ml EREB-Medium (berflihrt und bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert.

3.2.5 Transfektion von HEK293 Zellen

Zur Transfektion von HEK293 Zellen wurden die Zellen mindestens 24 h vor der Transfektion auf die ge-
wiinschte SchalengréRe ausgesét, so dass die Zellen bei der Transfektion eine Konfluenz von ca. 80 %
aufwiesen. Am Tag der Transfektion wurden die Zellen zundchst mit RPMI-Medium ohne Zusatze gewa-
schen. Die Transfektion erfolgte mit 2 l PolyFect-Losung je ug DNA, wobei in 6-Lochplatten insgesamt
2-3 ug DNA verwendet wurde, in 10 cm-Schalen 10 ug DNA und in 15 cm-Schalen 20 g DNA. Zunachst
wurde die DNA in 100 bzw. 200 pl serumfreiem RPMI ohne Antibiotika in Polystyrol-Réhrchen verdiinnt
und durch Schiitteln gemischt. Zu dieser Losung wurde das gleiche Volumen serumfreies RPMI ohne
Antibiotika mit der entsprechenden Menge PolyFect gegeben. Beide Ansatze wurden durch Schiitteln
gemischt und 10-15 min inkubiert. Nach der Inkubation wurde mit serumfreiem RPMI ohne Antibiotika auf
ein Gesamtvolumen von 1 ml fiir 6-Lochplatten aufgefiillt. Bei 10 cm-Schalen wurde auf 5 ml, bei 15 cm-
Schalen auf 10 ml aufgefiillt. Die DNA-PolyFect-Mischung wurde dann auf die Zellen gegeben und min-
destens 4 h oder Uber Nacht auf den Zellen belassen.

3.2.6 Transfektion von TR-2/293 Zellen und Maxi-EBV Virusproduktion

Zur Virusproduktion wurden TR-2/293 Zellen mit Maxi-EBV Plasmiden aus E. coli und die Expressi-
onsplasmide fir BZLF1 (p509) und BALF4 (p2670) mittels Polyethylenimin (PEI) transfiziert. Die Expres-
sion von BZLF1 und BALF1 diente der Induktion des Iytischen Zyklus von EBV. Die Zellen wurden am
Vortag mit 2,5 x 108 Zellen pro 6-Loch Platte ausgesat und am Tag der Transfektion mit 1ml OPTI-MEM
gewaschen. Pro Transfektionsansatz wurde 1 pg des Maxi-EBV-Plasmids in 500 pl OPTI-MEM vorgelegt
und mit 4-5 pl PEI in 500 pl gemischt. In einem separaten Ansatz wurden je 0,5 ug p509 und p2670 in
100 pl OPTI-MEM aufgenommen und mit 6 ul PEI in ebenfalls 100 yl OPTI-MEM gemischt. Nach 15 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Ansatze vereinigt und auf die Zellen gegeben. Nach 4-5 h bei
37 °C im Inkubator wurde mit 2 ml RPMI aufgefiillt. Nach 2-3 Tagen wurde der Uberstand geerntet und
zunachst 10 min bei 1.200 Upm, gefolgt von weiteren 10 min bei 5.000 Upm zentrifugiert. Letzte Reste
von Zelltrimmern wurden mit einem 1,2 um Filter aus dem Uberstand entfernt. Der Uberstand wurde bei
4 °C gelagert.

3.2.7 Praparation primarer B-Zellen

Humane primare B-Zellen wurden aus Adenoiden gewonnen. Aus einem Adenoiden wurde durch mecha-
nisches Zerkleinern und Filtrieren durch ein Zellsieb mit einer Porengréfie von 100 um eine Einzelzellsus-
pension hergestellt. Diese Zellsuspension wurde mit PBS auf ein Volumen von 35 ml aufgefiillt. Durch
Zugabe von 0,5 ml Schaferythrozyten (Oxoid GmbH) wurden T-Lymphozyten fiir 15 min bei Raumtempe-
ratur rossettiert. Dabei lagern sich die T-Zellen an die Schaferytrozyten an und bilden so gréRere Aggre-
gate, die pelletierten und so entfernt werden konnten. Die B-Lymphozyten wurden anschlieend Gber
einen 30 %-igen Ficoll-Gradienten (Ficoll-Dichte: 1,077) aufgereinigt. Dafiir wurden je 15 ml Ficoll mit
35 ml Zellsuspension uberschichtet bei 1850 Upm (750 g) fur 45 min bei 10 °C zentrifugiert. Die Interpha-
se des Gradienten, die neben Monozyten fast ausschlieBlich B-Lymphozyten enthélt, wurde abgenom-
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men. Die verbleibenden Ficollreste und restliche Thrombozyten wurden durch dreimaliges fraktioniertes
Waschen der Zellen in PBS mit Zentrifugationsschritten von jeweils 7 min bei 10 °C mit 1.700 Upm,
1.500 Upm, 1200 Upm entfernt. Anschliefend wurden die priméren B-Zellen in Kulturmedium suspendiert
und direkt mit EBV-Viruslberstand infiziert.

3.2.8 Infektion von primaren B-Zellen mit Maxi-EBVs

Die aufgereinigten primaren humanen B-Lymphozyten aus Adenoiden (siehe Kapitel 3.2.7) wurden mit
verschiedenen Verdlinnungen Virustiberstande infiziert. Dazu wurden sie mit Medium und Virusiiberstand
gemischt und mit einer Dichte von 1x 10° Zellen in einem Volumen von 200 pl pro Loch in 96-Loch-Platten
auf y-bestrahlten WI38-Zellen als ,feeder-layer’ ausplattiert. Einmal wéchentlich wurde ein Teil des Kul-
turmediums durch frisches ersetzt. Nach 4-6 Wochen wurde der prozentuale Anteil der Kulturgefalte mit
proliferierenden B-Lymphozyten bestimmt und einzelne Klone weiter expandiert.

3.2.9 Induktion des lytischen Zyklus in EREB2-5 Zellen

Der lytische Zyklus kann in LCLs durch die Aktivierung des B-Zell Rezeptors induziert werden. Dazu wur-
den 1x 108 Zellen nach einmaligem Waschen in RPMI-Volimedium in eine Vertiefung einer 12-Lochplatte
ausplattiert und ggf. 1 pg/ml Doxicyclin (dox) und 1 uM B-Ostrogen zugesetzt. Der lytische Zyklus wurde
am Folgetag durch Kreuzvernetzen des BCR mittels 20 ug/ml a-human IgG/IgM (Jackson Immuno Re-
search) induziert. Nach einem weiteren Tag wurden die Zellen fir die Durchflusszytometrie vorbereitet
(siehe Kapitel 3.2.10).

3.2.10 Durchflusszytometrie (FACS-Analysen)

In der Durchflusszytometrie kdnnen Einzelzellen analysiert werden, bei denen z.B. das relative Expressi-
onsniveau von Proteinen mit Hilfe von fluoreszierenden Antikérpern gegen die Proteine bestimmt wird.
Wahrend Oberflachenproteine direkt auf der Membran von den Antikdrpern erkannt werden, miissen bei
zytoplasmatischen oder nuklearen Antigenen die Zellen vor der Farbung permeabilisiert werden.

Zur Detektion des nuklearen Proteins BZLF1 wurden 1x 108 Zellen zunéchst in 1 ml PBS gewaschen und
das Zellpellet in 150 pl PBS resuspendiert. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch Zugabe von 150 pl
vorgewarmten Fixierpuffer fur 10 min bei 37 °C. Nach einem Zentrifugationsschritt (6 min, 300 g, RT)
wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in den im GefaR verbliebenen 50 pl resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml 100 % Methanol (4°C) fir 30 min auf Eis permeabilisiert. Nach
zwei Waschschritten in je 1 ml FACS-Puffer wurde der Uberstand bis auf 50 pl abgesaugt und die Zellen
in dem Restvolumen resuspendiert. Anschliefend wurden 50 pl a-BZLF1 Antikérper (E. Kremmer; Kultur-
uberstand) zugegeben und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Cy™5-konjugierte Sekundéran-
tikbrper wurde nach zwei weiteren Waschschritten in einer 1/150-Verdlnnung in 50 pl Zellsuspension
eingesetzt und 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Vor der FACS-Analyse im FACSCalibur
(Becton Dickinson) wurden die Zellen ein weiteres Mal mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und die Zellen in
200 ul FACS-Puffer resuspendiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der FLOWJO-Software (Tree
Star)
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Fixierpuffer
4 % Formaldehyd in PBS.

FACS-Puffer
0,5 % BSA; 0,02 % Natriumazid in PBS.

3.3  DNA-Arbeitstechniken

3.3.1 Plasmid-Schnellaufreinigung

Die Plasmidpraparation erfolgte nach einer modifizierten ,Boiling Method“ von Holmes (Holmes and
Quigley, 1981). 1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal
sedimentiert (30 sec, 13.000 g, RT). Die Uberstinde wurden abdekantiert und das Zellsediment in 250 l
M-Sted Lysepuffer mit 7 ul Lysozymldsung (10 mg/ml) resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wur-
den zur Denaturierung der bakteriellen, genomischen DNA die ReaktionsgefaRe fiir 2 min in einem Sand-
bad auf 100 °C erhitzt. Danach wurden die Ansétze flr 5 min auf Eis abgekihlt und fir 15 min bei
13.000 g abzentrifugiert. Die Uberstande enthielten die gewiinschte Plasmid-DNA, die zun4chst Ethanol-
gefallt wurde und nach dem Losen in Wasser flr den Restriktionsverdau verwendet werden konnte.

M-Sted Lysepuffer:
0,5 % Triton X-100; 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 5 % (w/v) Sucrose; 25 mM EDTA (pH 8,0).

3.3.2 Praparative Plasmidaufreinigung

Die préparative Plasmidaufreinigung im Maxi-MaRstab erfolgte mit Hilfe von DNA Adsorptionssaulen ent-
sprechend den Angaben des Herstellers (Genomed und Qiagen). Sehr grolle Plasmide, wie etwa Maxi-
EBV-Plasmide, wurden mit Nucleobond AX500 S&ulen der Firma Macherey-Nagel, Duren, nach Angaben
des Herstellers gewonnen.

3.3.3 Homologe Rekombination in E.coli zur Konstruktion von Maxi-EBV-Mutanten

Fur die homologe Rekombination wurde zunachst die zu ersetzende DNA (iber Restriktionsverdau aus
dem entsprechenden Plasmid geschnitten und das Fragment isoliert. E.coli des Stamms DH10B wurden
mit dem in TBE gel6sten DNA Fragmenten durch Elektroporation (siehe Kapitel 3.1.3) transformiert. Die-
ser recA-negative E. coli Stamm enthalt zusatzlich zu dem Maxi-EBV Plasmid p2089 das Plasmid p2650,
das unter Kontrolle eines temperatursensitiven Replikationsursprungs das Gen der Rekombinase RecA
und das des Exonukleaseinhibitors Redy kodiert. Nach Transformation des linearen DNA-Fragments und
einer zweistlindigen phanotypischen Expression bei 30 °C wurden doppelresistente Klone (Chloramphe-
nicolresistenz durch das Maxi-EBV vermittelt, Kanamycinresistenz durch das rekombinierte Fragment) bei
42 °C stabil propagiert. Dabei ging das temperatursensitive und Ampizillinresistenz vermittelnde Plasmid
p2650 verloren, was leicht an der Sensitivitat der gewachsenen Kolonien gegen Ampicillin nachzuprtfen
war (Altmann and Hammerschmidt, 2005).
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3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden nach ihrer GroRe durch Agarosegele elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden
0,8-1,5 % Agarose in 1x TBE Puffer (Tris-Borat-EDTA) aufgekocht und vor der Zugabe von 1 pg/ml Ethi-
diumbromid auf ca. 50 °C abgekihlt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 1x TBE verwendet. Die DNA-Proben
wurden mit DNA-Auftragspuffer versetzt und bei 5-7 V/icm aufgetrennt. Ethidiumbromid interkaliert mit der
DNA und emittiert nach der Anregung mit UV-Strahlen sichtbares Licht, so dass die DNA im Gel darge-
stellt werden kann. Um die GroRe der DNA ermitteln zu kdnnen, wurden GrolRenmarker bekannter Lange
parallel aufgetrennt.

Fur die Auftrennung von groflen DNAs, wie etwa verdaute Maxi-EBV-DNA wurde anstelle von TBE TAE
(Tris-Acetat-EDTA) verwendet.

TBE-Puffer:
89 mM TRIS; 89 mM Borséaure; 2 mM EDTA.

TAE-Puffer:
40 mM Tris/HCI (pH 7,8); 5 mM Na-Acetat; 1 mM EDTA (pH 8,0).

6x DNA-Auftragspuffer:
30 % Glycerin; 0,25 % Bromphenolblau.

3.3.5 DNA-Fragmentisolierung aus dem Agarosegel

Um nach einem Restriktionsverdau das gewlnschte DNA-Fragment aufzureinigen, wurde der gesamte
Restriktionsansatz auf einem Agarosegel aufgetragen und bei einer niedrigen Spannung von 20 bis 80 V
mehrere Stunden bis (ber Nacht aufgetrennt. Die Bande wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit
Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gemaf dem Herstellerprotokoll aufgereinigt.

3.3.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Um die PCR-Produkte flr Klonierungen weiterverwenden zu kénnen, wurde die Vent-Polymerase (nach
Angaben des Herstellers) verwendet, da diese aufgrund ihrer 35" Exonukleaseaktivitat eine geringe Feh-
lerrate von ca. 2,8x 106 Fehlern/bp erzeugt.

Soweit nicht anders beschrieben, wurde das folgende Standardprogramm fiir alle PCR-Reaktionen ver-
wendet:

Tabelle 2: PCR Bedingung zur Amplifikation von DNA fiir Klonierungen

1x Initiale Denaturierung 95°C 10 min

30-35x  |Denaturierung 95°C 1 min

Primerhybridisierung Spez. Temperatur |1 min
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Elongation 72°C 30 sec-2 min

1X Schlussextension 72°C 10 min

3.3.7 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen

Fur analytische Spaltungen wurden 100-500 ng doppelstrangiger DNA mit 1-5 U Enzym geschnitten. Als
Restriktionspuffer wurde standardméRig das Puffersystem von NEB eingesetzt. Wurden bei einem Dop-
pelverdau zwei Enzyme eingesetzt, die unterschiedliche Salzkonzentrationen bendtigen, musste zwischen
den Restriktionen eine Umpufferung vorgenommen werden, welche mit Hilfe des QIAquick PCR Purificati-
on Kit (Qiagen) erfolgte. In der Regel wurden Restriktionen bei 37 °C und einer Inkubationszeit von 2,5
Stunden durchgefiihrt.

Fir préparative Spaltungen wurden tblicherweise 10 ug Plasmid-DNA eingesetzt und die Enzymkonzent-
ration erhoht.

3.3.8 Ligation

Um die Konzentration der einzelnen DNA-Fragmente abzuschéatzen, wurden die Fragmente auf ein Aga-
rosegel aufgetragen und optisch verglichen. Die Vektor-DNA und die im 3fach molaren Uberschuss einge-
setzte insert-DNA wurden dann nach Zugabe von 0,3-1,0 pl T4-DNA-Ligase in dem vom Hersteller mitge-
lieferten Ligase-Puffer bei 15 °C (iber Nacht ligiert.

Bei der anschlieRenden Transformation wurde der gesamte Ansatz von 15 pl in 200 ul CaCly,-kompetenter
DH5a verwendet.

3.3.9 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Um kurze DNA-Fragmente zu generieren, wurden einzelstrangige Oligonukleotide hybridisiert. Dazu wur-
den diese in equimolaren Mengen in einem 1x Puffer fiir Restriktionsenzyme von NEB angesetzt und in
einem Wasserbad auf der Heizplatte auf 100 °C erhitzt. Das Abklihlen erfolgte liber Nacht im Wasserbad.

3.3.10 Sonstige DNA-Arbeitstechniken

Die Anwendung gangiger DNA-Arbeitstechniken, wie z.B. Phenolextraktion, Ethanolprazipitation, Konzent-
rationsbestimmung im Spektralphotometer, Dephosphorylierung und Phosphorylierung von DNA-Enden
mit alkalischer Phosphatase, etc. erfolgte in enger Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook et al.,
1989).

3.3.11 Klonierungen

Fur alle aufgeflihrten Klonierungen wurden Bakterien des E. coli Stamms DH5a verwendet.
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3.3.11.1 pGEX-LMP1 A231, pGEX-LMP1 A221, pGEX-LMP1 A211

Um diese Vektoren zu generieren, wurde jeweils ein Teil des C-Terminus von LMP1 aus dem Vektor 1645
mittels PCR amplifiziert. Hierzu wurden folgende Primer verwendet:

pGEX-LMP1 A231: AK233 und AK234
pGEX-LMP1 A221: AK233 und AK235
pGEX-LMP1 A211: AK233 und AK236

Der 5’ Primer AK233 fiihrt eine BamHI Restriktionsschnittstelle ein, wahrend die 3’ Primer jeweils eine
EcoRI Schnittstelle enthalten. Daher wurden die entsprechenden PCR-Produkte mittels EcoRI und BamHI
Restriktion in den Vektor pGEX-LMP1 eingefligt. Die resultierenden Vektoren wurde mit den Primern
pGEX 5’ bzw. pGEX3’ sequenziert.

3.3.11.2 pGEX-LMP1 A201, pGEX-LMP1 A201 A131AXxAA, pGEX-LMP1 A201 Y1g5A, pGEX-
LMP1 A201 Y+g6A, pGEX-LMP1 A201 AgsA

Alle diese Vektoren wurden mittels Oligonukleotid-Hybridisierung generiert. Hierzu wurden folgende Oli-
gonukleotide verwendet:

pGEX-LMP1 A201: AK237 und AK283
PGEX-LMP1 A201 A1g1AxxAA: JG11und JG12
pGEX-LMP1 A 201 Y1gsA: JG13 und JG14
pGEX-LMP1 A201 Y+geA: JG15und JG16
pGEX-LMP1 A201 AsgsA: AK278 und AK279

Diese Oligonukleotide generieren nach ihrer Hybridisierung am 5’ Ende einen BamH| Uberhang und am 3
Ende einen EcoRl Uberhang. So konnten die kurzen DNA-Doppelstrange in den Vektor pGEX-
LMP1 A231 eingesetzt werden, der zuvor durch die Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI gedffnet wor-
den war. Die resultierenden Vektoren wurden mit dem Primer pGEX 3’ sequenziert.

3.3.11.3 pGEX-stop

Um diese Vektoren zu generieren, wurde jeweils ein Teil des C-Terminus von GST aus dem Vektor 13.17
mittels PCR amplifiziert, wodurch Uber die verwendeten Primer (AK252 und AK253) eine zusatzliche lin-
ker-Sequenz eingefiihrt wurde. Das PCR-Produkt wurde mittels EcoRI und BstBI Restriktion in den Vektor
pGEX-LMP1 A231 eingefligt. Der resultierenden Vektor wurde mit dem Primer pGEX 5’ sequenziert.

3.3.11.4 Klonierung von pSV-HA-LMP1-TEV-CT

Um ein LMP1 mit einem fusionierten HA-Epitop sowie einer TEV-Schnittstelle zwischen Transmembran-
doméanen und C-Terminus zu generieren, waren einige Zwischenstufen nétig. Zunchst wurden zwei U-
bergangsvektoren kloniert, wobei PCR-Fragmente in den kommerziellen Vektor pCR2.1 (Invitrogen) ligiert
wurden. Als Matrize diente der Vektor pSV-LMP1, als Primer AK200 und AK212 (TA-LMP-TEV-CT) bzw.
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AK201 und AK202 (pCR2.1-LMP-CT(AK201/AK202)). Diese Ubergangsfragmente wurden mit Hilfe von
M13for und M13rev sequenziert.

Im né&chsten Schritt wurde LMP1 aus TA-LMP-TEV-CT mittels Sbfl und Blpl Restriktion in den Vektor pSV-
LMP1 eingesetzt und mit AK24 und AK141 sequenziert. Der resultierende Vektor wurde nun mittels Aflll
und Blpl gedffnet und der C-Terminus von LMP1 aus pCR2.1-LMP-CT(AK201/AK202) (iber die gleichen
Restriktionsenzyme eingesetzt. Der resultierende Vektor pSV-HA-LMP1-TEV-CT wurde mittels AK24,
AK30 und AK141 sequenziert.

3.3.11.5 Klonierung von pSV-HA-LMP1-1xli-TEV-CT

Zur Herstellung dieses Vektors wurde Uber den Primer AK226 eine linker-Sequenz zwischen die TEV-
Schnittstelle und den C-Terminus von LMP1 eingefligt. Dazu wurde der relevante Bereich aus dem Vektor
pSV-LMP1 mit den Primern AK225 und AK226 amplifiziert und Gber BsrGl und Aflll Restriktion in den
Vektor pSV-HA-LMP1-TEV-CT eingesetzt. Der resultierende Vektor wurde mit AK24, AK30 und AK141
sequenziert.

3.3.11.6 Klonierung von pSV-HA-LMP1-2xli-TEV-CT

Dieser Vektor entspricht dem vorherigen (siehe Kapitel 3.3.11.7), mit dem einzigen Unterschied, dass er
zwei linker-Sequenzen zwischen der TEV-Schnittstelle und dem C-Terminus von LMP1 tragt. Es wurde
das gleiche Vorgehen wie bei pSV-HA-LMP1-1xli-TEV-CT gewahlt, nur wurde anstelle des Primers AK226
der Primer AK227 verwendet.

3.3.11.7 Klonierung eines Maxi-EBV-Genoms mit HA-LMP1

Um ein Maxi-EBV-Genom zu generieren, das anstelle des LMP1 eine HA-getaggte Variante unter dem
gleichen Promotor tragt, waren zwei Zwischenstufen nétig. Zunachst wurde die Sequenz des getaggten N-
Terminus von LMP1 aus pSV-HA-LMP1-TEV-CT mit Sbfl geschnitten und der Uberhang durch die T4-
DNA-Polymerase entfernt. AnschlieRend wurde mit Bglll nachgeschnitten und das resultierende Fragment
uber Hpal und Bglll in den Zwischenvektor 2234.5 eingesetzt. Nach dessen Sequenzierung mittels AK30
und AK193 wurde LMP1 aus diesem Vektor durch Nhel und Sall Restriktion in den Vektor 2167.1 einge-
setzt, so dass sich das HA-LMP1 im Kontext des viralen Genoms befindet. Die Sequenzierung erfolgte
Uber AK136 und AK193. Aus dem so entstandenen Vektor wurde ein 2,66 kbp Fragment mit Sacl und Sall
herausgeschnitten, (iber die Phenol-freeze-Methode isoliert und in Bakterien des Stammes DH10B (siehe
Abschnitt 3.1.3) elektroporiert, so dass durch homologe Rekombination das rekombinante Maxi-EBV-
Genom entstand.

3.3.11.8 Klonierung eines Maxi-EBV-Genoms mit HA-LMP1-2xli-TEV-CT

Um diesen Vektor zu erhalten, wurde &hnlich wie bei dem Maxi-EBV mit HA-LMP1 vorgegangen. Die
Handhabung unterscheidet sich lediglich im ersten Zwischenkonstrukt. Hier wurde LMP1 aus pSV-HA-
LMP1-2xIi-TEV-CT Uber Xhol und Blpl Restriktion in den 2234.5 eingesetzt. Die weitere Klonierung erfolg-
te analog zu Abschnitt 3.3.11.7.
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3.3.11.9 Klonierung von pCMV-HA-LMP1 Asg1AxxAA und pCMV-HA-LMP1 A1gsA

Zur Herstellung des Plasmids pSV-HA-LMP1 A1g1AxxAA wurde der C-terminale Bereich von LMP1 mittels
PCR aus dem Vektor pSV-LMP1 amplifiziert. Als Primer wurden AK264 und AK265 benutzt. In einer Trip-
pelligation wurden das geschnittene PCR-Produkt sowie ein Ncol/Mfel Restriktionsfragment von 406 bp
aus dem Vektor pCR2.1 LMP1 (wt) del Sfil und ein BsrGl/Mfel Restriktionsfragment von 4.347 bp aus dem
selben Vektor zusammengefligt und anschlieBend mit T7 und M13rev sequenziert. Die LMP1-Mutante
wurde durch eine Bst11071 und BstEIl Restriktion aus dem Vektor ausgeschnitten und in pCMV-HA-LMP1
(wt) eingesetzt. Dieser Vektor pCMV-HA-LMP1 A1g1AxxAA wurde mit AK23 und AK30 sequenziert.

Zur Herstellung des Plasmids pCMV-HA-LMP1 AsgsA wurde analog vorgegangen, nur wurde im ersten
Schritt anstelle des Primers AK265 der Primer AK280 verwendet.

3.3.11.10Klonierung von pSV-HA-LMP1 A1g1AxxAA und pSV-HA-LMP1 AsgsA

Um den Vektor pSV-HA-LMP1 A1s1AxxAA zu klonieren, wurde pCMV-HA-LMP1 Aqs1AxxAA mittels Blpl
und BsrGl Restriktion in das Plasmid pSV-LMP1 kloniert. Der resultierende Vektor wurde mittels Sequen-
zierung uber den Primer AK24 (iberpriift.

Zur Herstellung des Plasmids pSV-HA-LMP1 AsgsA wurde pCMV-HA-LMP1 AqgsA mittels Blpl und BsrGl
Restriktion in das Plasmid pSV-LMP1 kloniert. Die Klonierung wurde analog zu der vorherigen iberprift.

3.4 RNA-Arbeitstechniken

3.4.1 Isolierung gesamtzellularer RNA

Die Isolierung von RNA aus Zellkulturzellen erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen und wurde
nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

3.4.2 Reverse Transkription zellularer mMRNA

Von der isolierten gesamtzellularen RNA (siehe Abschnitt 3.4.1) wurde 1 g fiir die reverse Transkription
(RT-Reaktion) in komplementare DNA (cDNA) verwendet. Die RT-Reaktion wurde mit der Superscript Il
Rnase H-Reverse Transcriptase (Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Anschliefend
wurden 2 ul cDNA aus der reversen Transkription in eine PCR mit den entsprechenden spezifischen Pri-
mern (siehe Abschnitt 2.5) eingesetzt. Folgendes PCR Programm wurde angewendet:

Tabelle 3: PCR Bedingung zur Amplifikation von cDNA

1x Initiale Denaturierung 95°C |10 min

30-35x  |Denaturierung 95°C |1 min

Primerhybridisierung 55°C |1 min




3 METHODEN 44

Elongation 72°C 1 min

1X Schlussextension 72°C 10 min

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Herstellung von Zelllysaten

Je nach experimentellem Ansatz wurden ca. 1x 108 bis 1x 107 Zellen in entsprechenden Mengen Lysepuf-
fer fur 10-30 min auf Eis lysiert. Die unléslichen Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min,
16.000 g, 4 °C) abgetrennt. Die l6sliche Fraktion wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald
uberfiihrt. Zur Denaturierung der Proteine wurden die Lysate im Verhaltnis 1:6 mit 6x Laemmli-Puffer
versetzt und fir 5 min bei 95 °C erhitzt.

Lysepuffer:
150 mM NaCl; 0,1% NP-40; 50 mM HEPES; 5 mM EDTA pH 7,5.
unmittelbar vor Verwendung Zugabe von Complete Proteinase Inhibitor, 0,5 mM Natriumorthova-
nadat, 0,5mM Natriumflourid, 0,5mM Natriummolybdat.

6x Laemmli Puffer:
6% SDS; 30% Glycerin; 6 mM DTT; 150 mM Tris/HCI (pH 6,8); 1 Spatelspitze Bromphenolblau.

3.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Nachweis ist einer der einfachsten Proteinbestimmungstests und zeichnet sich durch eine
hohe Sensitivitat sowie einer Unempfindlichkeit gegeniiber lonen und Reduktionsmitteln aus. Im sauren
Milieu bindet Coomassie-Brilliantblau an positive Aminosauren der Proteine, so dass die protonierte
braunrote kationische Form des Reagenz in die unprotonierte blaue anionische Form (bergeht. Das Ab-
sorptionsmaximum verschiebt sich dabei von 465 nm auf 595 nm (Bradford, 1976).

Fur den Nachweis wurden in einer Kiivette 3-10 ul der Probe mit 200 pl Bradford-Lésung (Bio-Rad) und
800 ul Wasser gemischt und die Extinktion gegen einen entsprechenden Leerwert bei 595 nm gemessen.

Zur Berechnung der Proteinkonzentration war es notwendig eine Eichkurve mit verschiedenen Mengen
von Rinder-Serumalbumin zu erstellen.

3.5.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
scheinbaren Molekulargewicht. Das anionische Detergenz SDS im Probenpuffer denaturiert und entfaltet
die Proteine, wobei es sich an die Proteinkette proportional zu ihrer Lange anlagert. Die Hohe der Ladung
des Protein-Detergenz-Komplexes ist demnach abhangig von der Anzahl der Aminosauren, deren Eigen-
ladung nun vernachlassigt werden kann. Wird eine Spannung angelegt, wandern die Protein-SDS Kom-
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plexe zunachst durch das grobporige Sammelgel, an dessen Grenze sie fokussieren. Das feinporige
Trenngel dient der Auftrennung der Proteine (Laemmli, 1970).

StandardméaRig wurden 12,5 %ige Trenngele und 5 %ige Sammelgele aus einer 30 % (w/v) Acrylamidld-
sung nach Sambrook et al. (Sambrook and Gething, 1989) gegossen. In der Regel wurden 16,7 ul der
proteinhaltigen Probe 3,3 ul 6x Laemmli-Puffer versetzt und nach 5miniitigem Kochen bei 95 °C auf das
Gel geladen. Waren Sepharose-beads in den Proben, wurden in der Regel 50 pl Probe mit 20 pl 6x
Laemmli-Puffer versetzt und der Uberstand nach Zentrifugation (3 min, 500 g, RT) ebenfalls nach
5minltigem Kochen bei 95 °C auf das Gel geladen.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 35 mA pro Gelkammer fir ca. 90 min. Das Gel wurde
anschlielend entweder auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet oder mit Coomassie gefarbt oder einer
Silberfarbung unterzogen.

Sammelgel-Mix (400 ml):
307 ml H20; 60 ml 30 % Acrylamid; 25 ml 2 M Tris-HCI (pH 6,8); 4 ml 10 % (w/v) SDS; 4 ml 0,5 M
EDTA.
pro Gel: 2 ml Sammelgel-Mix; 30 ul APS; 8 ul TEMED.

12,5 % SDS-Trenngel (100 ml):
41 ml Hy0; 41,6 ml 30 % Polyacrylamid; 16,6 ml 2 M Tris-HCI (pH 8,9); 666 pl 0,5 M EDTA; 530 pl
APS; 50 pl TEMED.

Einlegelosung fiir SDS-Gele:
83,3 ml 2 M Tris-HCI (pH 8,9); 3,3 ml 0,5 M EDTA; 413,4 ml H,0.

SDS-Laufpuffer (1x):
30 g Tris; 144 g Glyzin; 100 ml SDS (10 %); ad 1 1 H20.

3.5.4 Western-Blot Analyse

Fir die Western-Blot Analyse (auch Immunoblot genannt) wurden Zelllysate (siehe Abschnitt 3.5.1) oder
andere proteinhaltige Proben mittels Gelelektrophorese auf 12,5 % Polyacrylamid-Gelen bei 35 mA je
Kammer und maximal 250 V aufgetrennt (vgl. Kapitel 3.5.3). Um die aufgetrennten Proteine aus dem
SDS-Gel immunochemisch nachweisen zu kdnnen, wurden sie von dem Polyacrylamidgel im Nassverfah-
ren auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Die anionischen SDS-Protein-Komplexe werden hier
durch das Anlegen von einer Spannung auf die Membran am Pluspol transferiert (Towbin et al., 1979).

Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei Raumtemperatur durch Anlegen einer Stromstérke von
500 mA innerhalb von 40 min bei einer Begrenzung auf 100 V. Zur Kontrolle des Transfers sowie zur
Farbung der Proteine auf der Membran wurde die Membran mit Ponceau-Losung gefarbt. Um unspezifi-
sche Bindungen des Antikdrpers zu verhindern, wurde die Membran nach dem Blotten mit 5 % Mager-
milchpulver in TBS-T (Blocklosung) fiir eine Stunde inkubiert. Fiir einen Phosphoprotein-Nachweis wurde
die Blockldsung durch 1x Rotiblock (Roth) ersetzt, da die groRe Mengen an Phosphoproteinen in der Milch
zu einem starken Hintergrundsignal flihren wiirden. AnschlieBend wurde der Primarantikdrper in der jewei-
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ligen Blockldsung tiber Nacht bei 4 °C auf dem Blot unter Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurde drei
Mal mit TBS-T gewaschen und der Blot mindestens eine Stunde mit HRP-gekoppeltem Zweitantikérper in
Blockldsung inkubiert. Uberschiissige Antikdrper wurden durch viermaliges Waschen der Membran mit
TBS-T entfernt und der Blot mit ECL (Thermo) 1 min inkubiert. Fir den Nachweis von schwachen Signa-
len wurde 5 min mit ECL+ (GE healthcare) oder Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore) inkubiert.

AnschlieRend wurden Roéntgenfilme mit der Membran exponiert. Nach der Entwicklung wurden die Mole-
kulargewichtsstandards auf den Film ibertragen, um eine GréRenzuweisung zu ermdglichen.

Transferpuffer (10x):
30 g Tris-base; 95 g Glyzin; ad 11 H,0.

Ponceau-Losung:
0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) Eisessig.

Waschlésung:
20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,1 % Tween-20.

Blockldsung:
20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 % (w/v) Magermilchpulver.

3.5.5 Coomassie-Farbung zur Darstellung von Proteinen im SDS-Gel

Um gréBere Proteinmengen in Gelen anzufarben, wurde Coomassie verwendet. Dazu wurden die Gele
direkt in die Coomassie-Losung gegeben und bei Raumtemperatur fur 15-45 min inkubiert. Die tiefblauen
Gele wurden anschlieBend in mehreren Schritten mit Entfarbeldsung gewaschen, bis die Banden gut
sichtbar und der Hintergrund farblos waren. Sollten die Gele der Massenspekirometrie zugefiihrt werden,
wurde ein schonenderes Entfarbeverfahren gewahlt, indem die Gele in bidestilliertem Wasser bei 4 °C
geschwenkt wurden.

Coomassie-Losung:
40% Ethanol; 10% Essigsaure; 0,2% Coomassie Brilliant Blue R250

Entfarbelosung:
40% Ethanol; 10% Essigsaure.

3.5.6 Silberfarbung zur Darstellung von Proteinen im SDS-Gel

Diese Farbung nutzt aus, dass Silbernitrat in Gegenwart von Formaldehyd und Ammoniak mit basischen
und schwefelhaltigen Aminosauren zu elementarem Silber reagiert. Sie weist eine deutlich hdhere Sensiti-
vitat als die Coomassie-Farbung auf.

Fir eine schnelle Farbung wurde das SilverQuest™ Silver Staining Kit (Invitrogen) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Um Proteine mittels Massenspektrometrie zu untersuchen, wurde das unten aufge-
flihrte Protokoll verwendet.
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Alle fiir die Silberfarbung verwendeten Lésungen wurden immer frisch und erst kurz vor Gebrauch ange-
setzt.

Die Gele wurden zweimal 15 min in der Fixierldsung fixiert, wobei der erste Fixierschritt auch tiber Nacht
ausgedehnt werden konnte. Danach wurden die Gele zuerst fiir 30 min in Sensibilisierldsung inkubiert und
anschliefend sechsmal 5 min in bidest. Wasser gewaschen. Fir die darauf folgende Farbung wurden die
Gele fir 20 min in Farbeldsung gegeben. Anschliefend wurden die Gele in der Entwicklerlésung bis zum
Sichtbarwerden der Banden unter Schiitteln inkubiert und die Reaktion durch mindestens 10min(itiges
Schiitteln in Stop-Ldsung gestoppt.

Fixierlosung:
10% (v/v) Eisessig; 40%(v/v) Ethanol.

Sensibilisierlosung:
30% Ethanol; 0,02% Natriumthiosulfat; 6,8% (w/v) Natruimacetat.

Farbelésung:
0,2% (w/v) Silbernitrat.

Entwicklerldsung:
2,5% (w/v) Natriumcarbonat; 0,04% (v/v) Formaldehyd.

Stop-Losung:
0,5% (w/v) Glycerin.

3.5.7 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

Am Vortag der Proteinpraparation wurde eine 30 ml Vorkultur (LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin) der
Bakterien angesetzt und Uber Nacht bei 37 °C unter Schwenken inkubiert. Am folgenden Tag wurden
400 ml LB-Medium mit 25 ml der Vorkultur angeimpft und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm von
ca. 0,6 bis 0,8 bei 37 °C geschiittelt. Bei Erreichen der richtigen Bakteriendichte wurde die Proteinexpres-
sion mit 400 pl 200 mM IPTG induziert, und die Bakterien bei 30 °C fir vier bis funf Stunden geschittelt.
Daraufhin wurde die Bakterienkultur zentrifugiert (3.000 Upm, 10 min, 4 °C) und das Zellsediment in 10 ml
PBS-T-Lysepuffer mit einer Spatelspitze Lysozym aufgenommen. Das Zelllysat wurde fiir 5 min auf Eis
gestellt und daraufhin dreimal fiir 10 sec mit 50 sec Pause bei einer Intensitat von 50 % sonifiziert. Nach
einem Zentrifugationsschritt (16.000 Upm, 10 min, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen. Diese Lysa-
te wurden direkt in GST-Koprézipitationsversuche eingesetzt oder mit 10 % Glycerin versetzt und bei
-80 °C gelagert.

PBS-T-Lysepuffer:
1 % Triton-X100; 10 mM DTT; 0,2% PMSF in PBS.
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3.5.8 GST-Koprazipitationsversuche

Um interagierende Proteine des C-Terminus von LMP1 nachzuweisen, wurden Koprazipitationen mit Glu-
tathion-S-Transferase (GST)-LMP1-Fusionsproteinen durchgefihrt. Das GST-LMP1 Fusionsprotein, eine
Fusion zwischen der zytoplasmatischen Signaldoméne von LMP1 und GST, wurde wie in Abschnitt 3.5.7.
beschrieben in E. coli exprimiert und lysiert. Um in dem GST-Kopréazipitationsversuch vergleichbare Men-
gen der GST-LMP1-Fusionsproteine einzusetzen, wurde zunéchst eine Testkopplung durchgefiihrt. Dazu
wurden 200 pl des Lysats mit 400 pl PBS-T-Lysepuffer und 10 pl Glutathion-Sepharose 4B beads (GE
Healthcare), die zuvor dreimal mit PBS und 5 mM DTT gewaschen und dadurch reduziert worden waren,
fir 1 h auf dem Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T-Lysepuffer
wurde der Uberstand bis auf 50 pl abgenommen, mit 6x Laemmlipuffer versetzt und aufgekocht. Anschlie-
Rend wurden 3 pl auf einem SDS-Gel aufgetrennt und das Gel Coomassie-geférbt, so dass die Menge
des gebundenen Fusionsproteins abgeschatzt werden konnte. Anhand dieser Abschatzung wurde Lysat
fir die eigentliche Kopplung eingesetzt und lber Nacht an 10 pl Glutathion-Sepharose 4B beads gebun-
den. Die so immobilisierten GST- Fusionsproteine wurden drei Mal in 800 ul PBS-T-Lysepuffer gewa-
schen, um bakterielle Proteine zu entfernen.

Pro Ansatz wurden ca. 2,5x 108 DG75 Zellen verwendet, die ein Mal in PBS gewaschen wurden und dann
in Pulldown-Lysepuffer (2x 107 Zellen pro ml Lysepuffer) fir 30-60 min auf Eis lysiert wurden. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 20 min bei 4 °C und 16.000 g wurde der Uberstand iiber Nacht auf Eis inkubiert.
Am folgenden Tag wurde ein weiteres Mal unter gleichen Bedingungen zentrifugiert, der Uberstand durch
eine Biospin-Saule (Bio-Rad) von eventuellen Schwebepartikeln befreit und auf den vorbereiteten immobi-
lisierten GST- Fusionsproteinen verteilt.

Zur Koprazipitation wurden die Ansatze iiber Nacht auf einem Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die beads sedimentiert (20 min, 500 g, 4 °C) und je drei Mal in Pulldown-Lysepuffer
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Koprézipitationskomplexe erneut sedimentiert, auf
ein Gesamtvolumen von ca. 40 pl in Pulldown-Lysepuffer eingestellt und mit 15 pl 6x Laemmlipuffer fir
5 min auf 95 °C erhitzt. Die assoziierten Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, woraufhin eine
Immunoblot-Analyse mit SHP-1- und TRAF3-spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt wurde (siehe Ab-
schnitt 4.6.1.).

Pulldown-Lysepuffer:
1 % (wiv) n-Octylglycosid; 1 mM MgCl, in PBS.
unmittelbar vor Verwendung Zugabe von Complete Proteinase Inhibitor, 0,5 mM Natriumorthova-
nadat, 0,5 mM Natriumflourid, 0,5 mM Natriummolybdat.

3.5.9 Immunkomplex-Kinaseversuch
Die Methode wurde adaptiert nach Kieser (Kieser, 2001) und wie im Folgenden beschrieben durchgefiihrt.

Zunachst war es erforderlich, den Antikérper 3F10 (Roche) gegen das HA Epitop an Protein G-Sepharose
beads zu koppeln. Dazu wurden 80 ul der beads (GammaBind, GE Healthcare) drei Mal in TBS gewa-
schen, um das Ethanol der Aufbewahrungslésung zu entfernen. 200 pug des o-HA Antikérpers wurden
wahrend dessen in 500 pl PBS mit 4 % (w/v) Saccharose und 0,02 % (w/v) Natriumazid geldst. Der gelds-
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te Antikdrper wurde durch zweistiindiges Rollen bei 4 °C an Protein G-Sepharose beads gebunden. An-
schliefend wurden die beads préazipitiert (1 min, 4 °C, 13.000 g), drei Mal mit TBST-Lysepuffer gewa-
schen und in 1,2 ml PBS mit 4 % (w/v) Saccharose und 0,02 % (w/v) Natriumazid aufgenommen. Die so
immobilisierten Antikdrper konnen fiir mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden.

FUr Immunkomplex-Kinaseversuche wurden je Ansatz 1x 107 Zellen transient mittels Elektroporation
transfiziert (siehe Abschnitt 3.2.3). Nach ca. 20 h Inkubation wurden die Zellen in 400 pl TBS-T-Puffer
lysiert und klare Zelllysate durch Zentrifugation (20 min, 13.000 g, 4°C) hergestellt. Zur Immunprazipitation
der HA- bzw. Flag-fusionierten Kinasen wurden die klaren Zelllysate Gber Nacht bei 4°C mit 20 pl a-HA
3F10 Antikdrper gekoppelten Protein G-Sepharose beads (siehe oben) inkubiert. Die Immunprézipitate
wurden je zwei Mal mit TBS-T-Lysepuffer und Kinasereaktionspuffer gewaschen und auf ein Volumen von
ca. 40 pl in Kinasereaktionspuffer eingestellt.

Die Bestimmung der Kinaseaktivitdt erfolgte anschlieBend in vitro mittels einer Immunkomplex-
Kinasereaktion, in der Gegenwart von radioaktivem y-32P-ATP. In dieser Reaktion wird das radioaktiv
markierte y-32Phosphat aus dem vorliegenden y-2P-ATP durch die Enzymaktivitdt der Kinase auf ein
spezifisches Substrat Ubertragen. Fiir die JNK1-Kinasereaktionen diente die an Glutathion-S-Transferase
(GST) fusionierte Transaktivierungsdomane von c¢-Jun (GST-c-Jun) als Substrat, welche in E. coli expri-
miert wurde (siehe Abschnitt 3.4.4).

Der Start der Kinasereaktion erfolgte durch Zugabe eines Reaktionsgemisches zu der immunprazipitierten
Kinase. Das Gemisch bestand aus 10l Kinasereaktionspuffer versetzt mit 5 uCi y-32P-ATP
(3.000 Ci/mmol) und ca. 2 ug GST-c-jun. Die Reaktion erfolgte flir 20 min bei einer Temperatur von 27 °C
und wurde durch Zugabe von 10 pl 6x Laemmli-Puffer und sofortiges Erhitzen fiir 5 min bei 95 °C ge-
stoppt. Die Proben wurden auf ein 12,5 %iges SDS-Gel aufgetragen und auf eine Hybond-ECL-Membran
transferiert. Die Ubertragungsrate des radioaktiven y-2Phosphats an das Substrat lieR sich durch Autora-
diographie der radioaktiven Membran bestimmen und mit Hilfe eines Fuji BAS 1.000 Phosphoimagers
quantifizieren.

TBS-T:
20 mM Tris-HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 % Triton X-100.
Protease- und Phosphataseinhibitoren wurden unmittelbar vor Verwendung zugegeben:
1 mM PMSF; 0,5 mM B-Glycerophosphat; 0,5 mM Natriumorthovanadat; 0,5 mM Natriumflorid;
0,5 mM Natriummolybdat.

Kinasereaktionspuffer:
20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 10 mM MgClz; 20 mM NaCl; 1 pM DTT; 2 uM ATP.

3.5.10 Luziferase-Reportergen Versuche

Um eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB nachzuweisen, wurden DG75 Zellen sowie DT40
Zellen mit Expressionsvektoren fir LMP1 wt und LMP1-Mutanten zusammen mit einem Luziferase-
Reportergenkonstrukt (3xkB-Luc) und einem Renilla-Reportergenkonstrukt (PGK-Renilla) transfiziert. In
dem Plasmid 3xkB-Luc steht das Luziferasegen (Glihwirmchenluziferase) unter Kontrolle eines minima-
len c-fos-Promoters und drei NF-kB Bindestellen. Das Renilla-Gen Luziferase aus der Seefeder, einer
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Weichkoralle, steht unter Kontrolle eines Phosphoglyzeratkinase (PGK) Promotors, der nicht durch NF-kB-
Signale beeinflusst wird und somit als Transfektionskontrolle zur Standardisierung verwendet werden
konnte. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet, ein Mal in kaltem PBS
gewaschen, in 150 pl Lysepuffer (Promega) resuspendiert und 15 min lysiert. Die Suspensionen wurden
umgehend bei -20 °C fiir mindestens 2 h tiefgefroren. Nach dem Auftauen wurden durch einen Zentrifuga-
tionsschritt (10 min, 16.000 g, 4 °C) unldsliche Zellbestandteile abgetrennt.

Der Nachweis der Luziferaseaktivitat sowie der Renillaaktivitat erfolgte mit dem Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega) nach Angaben des Herstellers mit 50 ul des jeweiligen Testpuffers unter Ver-
wendung eines Injektions-Luminometers (Microlumat LBI6P).

3.5.11 Immunprazipitation (IP)

Die Immunprazipitation (IP) dient der selektiven Anreicherung eines Antigens aus einer komplexen Mi-
schung, z.B. einem Zelllysat. Dazu wird ein spezifischer Antikorper gegen das Protein verwendet, der lber
den Fc-Teil an immobilisiertes Protein A oder G bindet. Das Protein wird so aus der Losung angereichert
(Firestone and Winguth, 1990).

Soweit nicht anders angegeben, wurden 1x 107 Zellen pro Immunprazipitationsansatz (IP-Ansatz) ver-
wendet. Die Zellen wurden in PBS gewaschen und anschlieBend in 500 pl Lysepuffer griindlich resuspen-
diert. Nach einer Inkubation von 10 min bis 1 h auf Eis, wurde das Lysat fiir 10 min bei 16.000 g und 4 °C
zentrifugiert, um nichtidsliche Bestandteile zu entfernen. Der Uberstand wurde mit 4 pg gereinigtem Anti-
kérper und 20 pl einer 50 %igen Protein A Sepharose Suspension versetzt und (iber Nacht bei 4 °C im
Uberkopfschiittier inkubiert.

Alternativ wurden die Antikdrper vor der Immunprazipitation kovalent an die Protein A- oder Protein G-
Sepharose beads gekoppelt, um eine Solubilisierung der schweren Kette des Antikorper bei der Aufberei-
tung der Proben in SDS-Probenpuffer zu verhindern. Hierzu wurden 2 mg des Antikorpers mit 1 mlin PBS
aquilibrierten beads flir ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
in 10 ml 0,2 M Natriumborat (pH 9,0) wurden die beads in 10 ml Natriumborat aufgenommen und fir die
Dauer von 30 min bei Raumtemperatur mit 20 mM Dimethylpimelimidat (DMP) inkubiert. Diese Reaktion
wurde mittels Waschen in 0,2 M Ethanolamin (pH 8,0) und durch anschlieRende zweistlindige Inkubation
in Ethanolamin-Lésung bei Raumtemperatur gestoppt. Die so immobilisierten Antikorper waren nach Wa-
schen und Aufnehmen in 1 ml PBS mit 0,02 % Natriumazid bei 4 °C fir langere Zeit haltbar. Von diesen
immobilisierten Antikérpern wurden standardmafig 20 ul pro Immunprézipitation eingesetzt und dber
Nacht bei 4 °C im Uberkopfschittler inkubiert.

Nach der Bindung des Antigens an den Antikérper wurden die Immunkomplexe bei 500 g abzentrifugiert
und dreimal mit je 800 pl Lysepuffer gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand auf 45-50 pl abge-
saugt und mit 15-20 pl 6-fach Laemmli Puffer versetzt und 5 min auf 95 °C erhitzt.

Lysepuffer:
150 mM NaCl; 0,1 % NP-40; 50 mM HEPES; 5 mM EDTA pH 7,5.
unmittelbar vor Verwendung Zugabe von Complete Proteinase Inhibitor, 0,5 mM Natriumorthova-
nadat, 0,5 mM Natriumflourid, 0,5 mM Natriummolybdat.
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3.5.12 TEV-Verdau von immobilisiertem HA-LMP1-2xli-TEV-CT Konstrukten

Um den C-Terminus von LMP1 einschlielich der assoziierten Proteine von den beads und unspezifisch
an die beads bindende Proteinen zu isolieren, wurden HA-LMP1-TEV-CT Konstrukte nach der Immunpré-
zipitation (siehe Abschnitt 3.5.11) mit der TEV-Protease geschnitten. Die TEV-Protease ist ein 27 kDa
Protein aus dem Tabak Etch Virus (TEV) und zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat fiir ihr Substrat
(Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly) aus. Sie schneidet in dieser Sequenz zwischen Gln und Gly.

Fur den TEV-Verdau wurden die beads nach der Immunprazipitation drei Mal mit je 800 pl IP-Lysepuffer
gewaschen. 20 pl beads wurden in 150 pl TEV-Puffer aufgenommen. Die TEV-Spaltung erfolgte nach
Zugabe von 30 U TEV-Protease fiir 4 Stunden bei 16 °C unter Rollen. AnschlieBend wurde der Ansatz
5 min bei 4 °C und 500 g sedimentiert. Im Uberstand befand sich nun der abgeschnittene C-Terminus von
LMP1 sowie die daran assoziierten Proteine. Dieser Uberstand wurde 6x Laemmli versetzt und 5 min bei
95 °C aufgekocht. Das Sediment wurde dreimal mit IP-Lysepuffer gewaschen, mit 6x Laemmli Puffer
versetzt und ebenfalls 5 min bei 95 °C aufgekocht.

1x TEV-Puffer:
50 mM Tris-HCI (pH 8.0); 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT; 0,1% NP-40.

3.6  Massenspektrometrische Methoden

3.6.1 Trypsin-Verdau

Nach dem TEV-Verdau (bei TEV5 Zellen) bzw. der Immunpréazipitation (bei LCL3 Zellen) wurden die Pro-
ben auf ein 12,5 %iges SDS-Gel aufgetragen, wobei darauf geachtet wurde, dass sich zwischen den ein-
zelnen Proben mindestens eine freie Spur befand. Die Proben wurden nur 1 cm weit aufgetrennt und die
Proteine mit Coomassie gefarbt (sieche Abschnitt 3.5.5). Anschliefend wurde jede Spur in drei Bereiche
mit vergleichbarer Probenkomplexitat aufgeteilt, unter der Umluft-Sterilbank ausgeschnitten und in 1 mm?
groRRe Wiirfel geschnitten. Die Gel-Kuben wurden dann in 100 -400 pl ABC-Puffer aufgenommen, 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert und zwei weitere Male fir jeweils 5 min bei 37 °C in 100 -400 pl dieses
Puffer gewaschen. Nach einem 15-minttigen Reduktionsschritt mit 200 ul DTT-Losung bei 55 °C wurden
die Proteine in den Gelquadern mit 200 ul lodacetamid-Lésung 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
alkyliert. Es folgten drei Waschschritte mit ABC-Puffer. AnschlieBend wurden den Gelstiicken das Wasser
entzogen, indem sie zwei Mal in 200 pl 100 % Acetonitril (ACN) fir jeweils 15 min inkubiert wurden. Um
restliches ACN abzudampfen, wurden die Gelstiicke offen bei 37 °C fir 15 min inkubiert.

Fur die enzymatische Spaltung wurden je nach Materialmenge 5-20 ul Trypsinldsung direkt auf die
Gelstlicke gegeben und 5 min inkubiert. AnschliefRend wurde gerade soviel Spaltpuffer zugegeben, bis
alle Gelstiicke vollstandig mit Puffer bedeckt waren. Der Verdau erfolgte (iber Nacht bei 37 °C.

Nach der enzymatischen Spaltung lagen die in der Gelmatrix eingebetteten Proteine als wesentlich kleine-
re Peptide vor, die aus der Gelmatrix isoliert werden konnten. Dazu wurde der Uberstand abzentrifugiert
(1 min, 13.000 g, RT) und in ein neues Reaktionsgefal (iberfiihrt. Danach wurden die Gelstiicke mit 10-
50 I Elutionspuffer bedeckt und 5 min im Wasserbad sonifiziert. Der Uberstand wurde mit dem des Ver-
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daus vereinigt und die Gelstiickchen erneut mit Elutionspuffer Gberschichtet. Dieser Vorgang der Elution
wurde 3-5 Mal wiederholt, bis die Gelstiicke weill und zusammengeschrumpft waren. Die vereinigten
Eluate wurden in der Speed Vac eingeengt und die trockenen Peptide bei -20 °C aufbewahrt. Um den
Peptidverlust in den ReaktionsgefaBen maglichst gering zu halten, wurden fir alle Schritte silikonisierte
bzw. so genannte ,Jow bind“ ReaktionsgefaRe (Biozym) verwendet.

Fur die anschlieRende Auftrennung mittels HPLC wurden die Proben in 13 pl einer wassrigen Losung
(3 % ACN; 0,5 % TFA) aufgenommen.

ABC-Puffer:
50 mM Ammoniumcarbonat; 30 % Acetonitril (ACN).

Spaltpuffer:
10 mM Ammoniumcarbonat.

DTT-Ldsung:
45,38 mM DTT.

lodacetamid-Losung:
18,6 mg in 1 ml bidest. Wasser (lichtempfindlich).

Trypsinlosung:
0,03 pg/ul Trypsin gel6st in Spaltpuffer.

Elutionspuffer :
80 % Acetonitril; 1 % Trifluoressigsaure.

3.6.2 Nano Hochleistungs- Fliissigkeits- Chromatographie (nano HPLC)

Zur Auftrennung des nach dem tryptischen Verdau erhaltenen Peptidgemisches wurde die Ultimate HPLC
der Firma LC-Packings verwendet. Die Auftrennung erfolgte Gber eine Umkehrphase- oder Reverse-
Phase Chromatographie. Die stationdre Phase stellt hierbei eine Saule aus pordsen, mit 18-Alkylketten
beschichteten Silicapartikeln dar, dem so genannten C18 Material. An dieses C18 Material kdnnen Pepti-
de entsprechend ihrer Hydrophobizitit unterschiedlich stark binden und mit einem ansteigenden Aceto-
nitril-Gradienten eluiert werden.

Hierzu wurde die Probe zunéchst (iber eine kurze Vorsaule (5x 0,3mm) aus C18 Material entsalzt, wobei
als Puffer 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) in Wasser mit einem Fluss von 20 ul/min diente. Zur analyti-
schen Auftrennung wurde die Probe anschliefend lber die Trennsaule geleitet. In dieser Arbeit wurde die
15 cm lange PepMap C18-S&ule (LC-Packings) mit einem Innendurchmesser von 75 pym bei einer Fluss-
geschwindigkeit von konstant 200 nl/min verwendet. Der Gradient zur Auftrennung der Peptide nach ihrer
Hydrophobizitat wurde durch zwei HPLC-Puffer erzeugt (Puffer A: 5 % ACN, 0,1 % TFA in Wasser; Puffer
B: 80 % ACN, 0,08 % TFA in Wasser). Es wurde zunachst 5 min 5% Puffer B verwendet. Uber die nachs-
ten 50 min wurde die Konzentration von Puffer B mit einem linearen Gradienten von 5 bis 50 % erhoht,
dem dann ein weiterer linearer Gradient von 50 bis 100 % Puffer B iber 15 min folgte. AnschlieRend wur-
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de ein 10mindtiger Elutionsschritt mit 100 % Puffer B durchgefiihrt, dem ein 6minitiger linearer Gradient
von 100% Puffer B auf 5% Puffer B folgte. Abschlie®end wurde 28 min mit 5% Puffer B eluiert. Nach der
Trennung wurde die Absorption der Peptide in einem UV-Detektor bei einer Wellenldnge von 214 nm und
280 nm gemessen. Von der UV-Zelle aus wurden die getrennten Peptide Uber eine Fused-Silica Kapillare
zu einem Pipettier-Roboter (Probot, LC Packings) geleitet. Dort wurde die Peptidldsung mit der Matrixlo-
sung in einem Verhaltnis von 1:4 gemischt und pro LC-Lauf in 275 Fraktionen & 26 sec automatisch auf
ein MALDI-Stahltarget gespottet.

Matrixlésung:
2,5 pg/ul a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CHCA); 70 % (v/v) ACN; 0,1 % (v/v) TFA.

3.6.3 Massenspektrometrische Analyse und Auswertung

In dieser Arbeit wurde das MALDI-TOF/TOF Instrument Proteomanalyser 4700 (Applied Biosystems)
verwendet und Massen zwischen 900 bis 5500 Da massenspektrometrisch analysiert. Das Gerat verfiigt
iber einen N2/YAG Laser, der mit einer Frequenz von 200 Hz bei einer Wellenlange von 355 nm betrie-
ben wurde. Die Laserintensitaten wurden fiir die Realprobe optimiert. Zum Erreichen einer hohen Mas-
sengenauigkeit wurde jede Platte mit Hilfe von Standardpeptiden (Bruker Daltonik, Bremen) kalibriert. Fur
ein MS-Spektrum wurden 2500 Laserschisse durchgeflihrt und aufaddiert. Bei den folgenden MS/MS-
Spektren, bei denen jeweils ein bestimmtes lon aus dem MS-Lauf als Vorléuferion (precursor) diente (sie-
he Abschnitt 1.1), wurde die Anzahl der Laserschiisse auf 4.000 und die Laserenergie gegeniiber der MS-
Messung um 1.000 Einheiten erhdht. Da sich auf einem spot nur eine begrenzte Menge an Probe befand
und durch den Laserbeschuss bei jeder Messung Probenmaterial abgetragen wurde, wurde die maximale
Anzahl der Vorlauferionen auf 10 beschrankt. Darliber hinaus mussten die Vorlauferionen ein Signal-zu-
Rauschverhaltnis (S/N) von mindestens 20 aufweisen, ihre Intensitat die des Hintergrunds also deutlich
Ubersteigen. Aufgrund dieser Parameter wurden pro spot unterschiedlich viele Vorlauferionen ausgewahit.
Als Kollisionsgas fiir die Fragmentierung der Peptide diente Luft.

Zur Datenbanksuche wurden die gewonnenen MS/MS-Spektren in den GPS-Explorer (Version 3.5, Ap-
plied Biosystems) geladen und dort mit Hilfe des integrierten Mascot-Programms (Perkins et al., 1999)
ausgewertet. Bei Mascot handelt es sich um eine Wahrscheinlichkeits-basierte Molekulargewichtssuche,
deren Wahrscheinlichkeitsmodell nicht detailliert veréffentlicht ist, sich aber an den Mowse Algorithmus
anlehnt. Hierbei wurde die offentlich zugangliche Proteindatenbank SwissProt verwendet, die sich durch
eine minimale Redundanz, ausfiihrliche Querverweise und Literaturzitate auszeichnet. Folgende Suchpa-
rameter wurden verwendet: Da die Proben aus humanen B-Lymphozyten stammten, wurde das Taxon auf
Homo sapiens eingegrenzt. Auf eine Suche in viralen Proteinen zur Identifikation des Inputs (LMP1) wurde
verzichtet, da dieses Protein durch Trypsin nur in Peptide gespalten wird, die auerhalb des berlcksichtig-
ten Massenbereichs lagen. Als verwendetes Enzym zur Spaltung wurde Trypsin gewahlt. Carbamidmethy-
lierung wurde als feste Modifikation angenommen, wahrend die Oxidation von Methionin als variable Mo-
difikation festgesetzt wurde. Es wurde mit einer Fehlspaltung (,miss cleavage®) von 2 und zunéchst mit
einer Massentoleranz von 65 ppm gesucht. Zum Teil wurde eine weitere Analyse mit einer héheren Mas-
sentoleranz durchgeflihrt. Fiir die MS/MS-Analyse wurde eine Abweichung von 0,50 Da toleriert. Bei der
Suche wurden nur Treffer berlcksichtigt, die mindestens einen peptiderank von 3 aufwiesen. Dieser pep-
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tiderank gibt die Peptidibereinstimmung in Werten von 1 bis 10 an, wobei 1 die beste Ubereinstimmung
widerspiegelt.

Die GPS Explorer Software liefert den Total lon Score und den Best lon Score als Konfidenzintervall in
Prozent. Der Best lon Score gibt die prozentuale Wahrscheinlichkeit an, mit der das beste Peptid eines
Proteins identifiziert worden ist. Der Total lon Score in Prozent berechnet sich aus allen einzelnen scores
(Best lon Score) der gefundenen Peptide.

Bei der Proteinidentifizierung mit der GPS-Explorer-Software wurde der Konfidenzintervall auf =95 %
gesetzt. Bei Proteinen, die einen Total lon Score < 95 % aufwiesen, jedoch einen Best lon Score = 80 %
besalen, wurden die MS/MS-Spektren manuell ndher auf méglichst durchgehende y- und/oder b-lonen
Serien analysiert.

Um die Datensatze aus mehreren Experimenten besser vergleichen zu kdnnen, wurde dariber hinaus die
Scaffold Software (Version 2.0, Proteome Software Inc.) verwendet. Die Ergebnisse der Mascot-Analyse
wurden in die Scaffold-Software eingegeben. Dariiber hinaus kann das Programm eine zuséatzliche Analy-
se mit X! Tandem (www.thegpm.org; Version 2007.01.01) durchfiihren. Hierbei wurde, ebenso wie fir die
Mascot-Analyse, die SwissProt Datenbank (human, Version 070531, 16.703 Sequenzen) verwendet. In
beiden Analysen wurden Massentoleranzen von 65 ppm im MS und 0,50 Da im MS/MS verwendet. loda-
cetamid-Derivate von Cystein wurden in Mascot als feste, in X! Tandem als variable Modifikation spezifi-
ziert. Die Oxidation von Methioninen wurde in beiden Analysen als variable Modifikation angenommen.

Scaffold nutzt den Peptide Prophet Algorithmus, um identifizierte Peptide und Proteine zu validieren. Die-
ses Verfahren erméglicht es, die Wahrscheinlichkeit einer korrekten oder falschen Zuordnung mittles einer
statistischen Wahrscheinlichkeitsverteilung (Bayes Statistik) zu berechnen. Dieses Verfahren reicht Gber
eine reine Festlegung eines Grenzwertes hinaus und flihrt zu Ergebnissen mit einer geringen Rate an
falsch-positiv identifizierten Proteinen (Nesvizhskii et al., 2003).

In dieser Analyse wurden Peptide akzeptiert, wenn sie eine Wahrscheinlichkeit von Gber 80 % mit dem
Peptide Prophet Algorithmus aufwiesen (Keller et al., 2002). Proteine wurden ab einer Wahrscheinlichkeit
grolier 90 % akzeptiert (Nesvizhskii et al., 2003).
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4  Ergebnisse

Die Zielsetzung dieser Doktorarbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen,
die direkt oder indirekt mit LMP1 interagieren. Dazu werden zwei grolRe Hauptteile behandelt.

Der erste Teil beschaftigt sich mit der Identifizierung von neuen Interaktionspartnern von LMP1. Dazu
musste zunachst ein geeignetes zellulares System etabliert werden, aus dem der LMP1-Signalkomplex
mittels Immunpréazipitationen aufgereinigt werden konnte. Diese Aufreinigungsmethode wurde durch einen
weiteren Aufreinigungsschritt verfeinert und der so generierte Proteinkomplex mittels LC-MS/MS analy-
siert. Einige der potenziellen Interaktionspartner konnten mit weiteren Methoden verifiziert werden.

Im zweiten Teil wurde SHP-1 als potentieller Interaktionspartner von LMP1 verifiziert und charakterisiert.
Die Phosphatase SHP-1 wurde in der Arbeitsgruppe Gber GST-LMP1-Fusionsproteine aus Tonsillenlysa-
ten prazipitiert. Sie beeinflusst eine Reihe von Signalwegen, die auch von LMP1 aktiviert werden. Die
Rolle von SHP-1 in der Signaltransduktion von LMP1 ist Thema des zweiten Teils der Arbeit.

41 Identifizierung neuer Interaktionspartner von LMP1

41.1 Generierung eines geeigneten Zellsystems

Wie bereits erwahnt, bestand ein priméares Ziel dieser Doktorarbeit darin, mittels funktioneller Proteomana-
lyse neue Interaktionspartner von LMP1 zu ermitteln. Zuvor wurden fiir derartige Untersuchungen in der
Arbeitsgruppe lediglich Prazipitationen mit bakteriell erzeugten GST-Fusionsproteinen verwendet. In die-
sem eher artifiziellen Verfahren wird ein GST-LMP1 Fusionsprotein aus Bakterien aufgereinigt und als
Kdder in Zell- oder Gewebelysaten verwendet. Der Signalkomplex muss sich daher in vitro an dem GST-
Fusionsprotein bilden, so dass eventuell nicht alle in der Zelle beteiligten Komponenten binden. Das gilt im
Besonderen, wenn posttranskriptionelle Modifikationen am Kéderprotein eine Rolle spielen, da diese Mo-
difikationen in den Bakterien nicht erfolgen. Daher sollte in dieser Arbeit ein System verwendet werden, in
dem der Signalkomplex direkt aus seinem nativen Kontext, d.h. aus den Zellen mittels Immunprézipitation
(IP) isoliert werden konnte. Die zurzeit verfligbaren LMP1-spezifischen Antikdrper richten sich alle gegen
den C-Terminus des Proteins, wo sie mit den Interaktionspartnern um die Bindung konkurrieren kdnnen.
Daher ist ein Protein vorzuziehen, an das N-terminal ein Hdmagglutinin-Epitop fusioniert ist (HA-LMP1),
so dass der Signalkomplex am C-Terminus von LMP1 nicht von dem Antikérper obstruiert wird.

EBV infiziert humane Epithel- und B-Zellen, weshalb sich diese Zelltypen fur Untersuchungen des LMP1-
Multiproteinkomplexes im Besonderen eignen. In der Proteomanalyse werden, wenn nicht hochabundante
Proteine betrachtet werden, groRe Materialmengen benétigt. Daher war es essenziell, (iber Zellen zu
verfiigen, die sich in grolem Mafstab kultivieren lassen. Ein transienter Ansatz schied somit aus. Da
LMP1 bei Uberexpression toxisch wirkt (Hammerschmidt et al., 1989), sind stabile Zelllinien, die ein LMP1
uber ein Expressionskonstrukt mit Resistenzgen besitzen, in humanen Zellen schwierig zu etablieren. Im
viralen Kontext ist LMP1 sehr gut reguliert (Lo et al., 2007), so dass es das Uberleben der Zellen fordert.
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Daher sollte ein rekombinantes EBV generiert werden, in dem das endogene LMP1 durch ein HA-LMP1
substituiert ist. Mit diesen Viruspartikeln sollten dann primére B-Zellen in vitro infiziert werden. Die infizier-
ten Zellen sollten so transformiert werden und zu LCLs auswachsen.
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Abbildung 7: Schritte zur Herstellung von LCLs mit rekombinanten Epstein-Barr Viren.

Dargestellt ist eine schematische Ubersicht zur Herstellung rekombinanter Maxi-EBVs, von der homologen Rekom-
bination in E. coli liber die Erzeugung von Viruspartikeln mit Hilfe der Verpackungszelllinie TR-2/293 bis zur Infektion
von primaren B-Zellen und dem Auswachsen von LCLs.

LCLs verfligen Uber ein Latenz Ill Programm (vgl. Kapitel 1.1.2) und stellen ein zellulares in vitro Modell
fur die EBV-Transformation dar. HA-LMP1 wird von seinem endogenen Promotor organisiert, so dass die
Zellen iber endogene Proteinkonzentrationen von HA-LMP1 verfligen. Als gut proliferierende Zelllinie
eignen sich LCLs sehr gut fir die Untersuchungen des LMP1-Signalkomplexes mittels Massenspekiro-
metrie.
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Im Folgenden werden die Klonierung des rekombinanten EBVs und die Herstellung der LCLs genauer
beschrieben. Eine schematische Ubersicht des Vorgehens ist in Abbildung 7 dargestellt.

4.1.1.1 Klonierung von Maxi-EBV-HA-LMP1

Um ein HA-fusioniertes LMP1 in ein Maxi-EBV-Genom einzubringen, waren mehrere Zwischenschritte
notwendig, wie es in Abschnitt 3.3.11.7 ausflihrlicher beschrieben ist. Zunachst wurde die Sequenz des N-
Terminus von HA-LMP1 in den Ubergangsvektor 2234.5 eingesetzt. Aus diesem Zwischenkonstrukt wurde
das HA-LMP1-Gen sowie ein Kanamycin-Resistenz-Gen (kanar) in den Vektor 2167.1 umgesetzt, so dass
sich der offene Leserahmen (open reading frame, ORF) von HA-LMP1 unter Kontrolle seines viralen Pro-
motors im Kontext des EBV-Genoms befand. Aus diesem Vektor wurde ein 2,66 kBp groRes Fragement
mit der Information fiir HA-LMP1 sowie einer Kanamycin-Resistenz ausgeschnitten und iber Elektropora-
tion in chemisch kompetente DH10B gem&R Abschnitt 3.1.3 eingefilhrt. Die verwendeten Bakterien ver-
figten Uber ein EBV-Genom des Stammes B95.8, in das ein bakterielles F-Faktor Plasmid integriert war
(Delecluse et al., 1998). Dieses Maxi-EBV Plasmid, das p2089 genannt wird, persistiert daher wie ein
gewohnliches Plasmid in den Bakterien. Ferner enthélt p2089 das Gen der Chloramphenicol-Acetyltrans-
ferase (cam’) zur Selektion in Prokaryoten. Um eukaryotische Zellen auf p2089 zu selektionieren, tragt das
Konstrukt das Gen der Hygromycinphosphotransferase (hygr). Damit p2089-positive eukaryotische Zellen
einfach identifiziert werden kénnen, enthélt das Plasmid dariiber hinaus einen ORF fiir das griine Fluores-
zenzprotein (GFP) unter Kontrolle eines CMV-Promotors.

Um die homologe Rekombination zwischen dem Maxi-EBV-Plasmid p2089 und der eingebrachten linea-
ren DNA zu ermdglichen, besitzen die Bakterien das temperatursensitive (ts) Expressionsplasmid p2650,
das eine Ampicillin-Resistenz (ampr) sowie die Expression von RecA und redy vermittelt (Muyrers et al.,
2000). Bei RecA handelt es sich um eine Rekombinase, bei Redy um einen Inhibitor der Exonuklease V,
welche aus dem trimeren Komplex RecB, RecC und RecD besteht. Da der Stamm DH10B recA defizient
und recBCD positiv ist, wiirden lineare DNA-Fragmente ohne redy schnell durch die Exonuclease V de-
gradiert werden. Die Expression von redy schiitzt die freien Enden des HA-LMP1-Fragments, wéhrend
RecA die homologe Rekombination begiinstigt. Dieser Vorgang ist schematisch in Abbildung 8 dargestellt.

RecA ist zwar fiir einen effizienten Einbau des HA-LMP1-Fragements essentiell, doch erhdht eine dauer-
hafte Expression die Rate der nicht-homologen Rekombinationen, so dass das Maxi-EBV Genom nicht
stabil propagiert wirde. Hier schafft das temperatursensitive Rekombinationssystem Abhilfe (Neuhierl and
Delecluse, 2005). Nach der Elektroporation des linearen Fragments werden die Bakterien zunachst bei
einer permissiven Temperatur von 30°C inkubiert, bei der die homologe Rekombination sowie die phéno-
typische Expression der Kanamycin- und Chloramphenicol-Resistenz erfolgen kann. AnschlieBend wer-
den die Bakterien bei 42°C mit Chloramphenicol (Resistenz des Maxi-EBV Plasmids) und Kanamycin
(Resistenz des eingebrachten linearen DNA-Fragments) inkubiert. Durch den temperatursensitiven Repli-
kationsursprung von p2650 geht das Plasmid unter den nicht-permissiven Bedingungen verloren. Dieser
Phanotyp lasst sich durch eine Replikaplattierung der ausgewachsenen Kolonien leicht Uberpriifen, da die
Bakterien durch den Verlust von p2650 Ampicillin-sensitiv sind. Das Maxi-EBV Genom vermittelt eine
Chloramphenicol-Resistenz, die eingeftinrte DNA eine Kanamycin-Resistenz.
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Abbildung 8: Mutagenese des Maxi-EBV Genoms durch homologe Rekombination in E. coli DH10B.

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Maxi-EBV Plasmid p2089 und des temperatursensitiven
Plasmids p2650 im E. coli Stamm DH10B. p2089 vermittelt eine Chloramphenicol-Resistenz (camr) und besitzt ein
LMP1-Gen ohne HA-Epitop. Das Plasmid p2650 kodiert fiir eine Ampicillin-Resistenz (ampr), das E. coli Protein recA
und das A-Phagen Protein redy. Redy hemmt die Exonuklease V, so dass lineare DNA-Fragmente eine langere
Halbwertszeit besitzen (dargestellt in rot). RecA vermittelt eine effiziente homologe Rekombination in dem recA-
defizienten Stamm DH10B. Durch den temperatursensitiven (ts) Replikationsursprung repliziert p2650 nur bei einer
niedrigen Temperatur (30 °C).

Zur homologen Rekombination wurde ein lineares DNA-Fragment aus einem kleineren Plasmid mittels Restriktions-
verdau generiert, das dann Uber Elektroporation in die Bakterien eingebracht wurde. Das Fragment trug die Sequenz
von HA-LMP1, eine Kanamycin-Resistenz (kanar) und beidseitig davon ca. 200 Bp lange Sequenzen, die homolog
zu der DNA ober- und unterhalb von LMP1 ist (dargestellt als graue Balken). Nach zwei Stunden phanotypischer
Expression bei 30 °C und Kultivierung Uber Nacht bei 42 °C in Anwesenheit von Kanamycin und Chloramphenicol
wuchsen nur Kolonien, in denen eine Rekombination zwischen dem linearen DNA-Fragment und dem Maxi-EBV
Plasmid stattgefunden hatte. Das Plasmid p2650 ging verloren, da es bei 42 °C nicht mehr replikaitonsfahig ist. In
Abwesenheit der Rekombinase wurde das neue Maxi-EBV Plasmid genetisch stabil propagiert.

Um zu Uberpriifen, ob die generierten Maxi-EBV Genome wirklich das HA-LMP1-Fragment integriert hat-
ten und das ibrige Genom intakt war, wurde von einigen der Klone die Plasmid-DNA durch alkalische
Lyse gewonnen. Die DNA wurde mit BamHI restriktionsverdaut und in einem Agarosegel auf ein korrektes
Bandenmuster untersucht. Der in Abbildung 9 dargestellte Klon zeigt das erwartete Fragmentmuster.
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Abbildung 9: p2089-HA-LMP1 weist nach BamHI-Verdau das erwartete Fragmentmuster auf.

Die Maxi-EBV-Plasmide p2089 und p2089-HA-LMP1 wurden mit BamHI restriktionsverdaut und auf einem analyti-
schen Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel aufgetrennt. Die Bandenmuster entsprachen den erwarteten Fragment-
grofen, die im Anhang B vollstandig aufgefiihrt sind. Die erkennbaren Abweichungen zwischen den beiden Kon-
strukten sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Durch die Insertion der Kanamycinresistenz sowie die Anderungen im
LMP1-Locus entsteht fiir p2089-HA-LMP1 eine 13,4 kBp Bande im Gegensatz zu dem 11,8 kBp grofien Fragment im
Ausgangsvektor.

4.1.1.2 Erzeugung von Maxi-EBV-HA-LMP1 Viruspartikeln und Herstellung von
lymphoblastoiden Zelllinien

Im nachsten Schritt musste das Maxi-EBV-HA-LMP1 Genom verpackt werden, damit vollstandige, infekti-
ose Viruspartikel entstehen. Hierzu wurde die Verpackungszellline TR-2/293 verwendet (Delecluse et al.,
1999). Diese Zellen tragen stabil ein episomales Maxi-EBV Genom p2114, dem die terminalen Wiederho-
lungssequenzen (TR, terminal repeats) fehlen. Diese TRs befinden sich normalerweise an beiden Enden
der linearisierten DNA und sind fir die Verpackung der viralen DNA essentiell. Die DNA von p2114 kann
daher nicht in Kapside verpackt werden. Sie stellt jedoch alle fiir den Viruspartikel bendtigte Faktoren in
frans bereit, so dass sich die Rate der erzeugten Viruspartikel nach Induktion des Iytischen Zyklus gegen-
uber der Verwendung von HEK293 Zellen deutlich erhoht (Delecluse et al., 1999).

Transfiziert man TR-2/293 Zellen mit einem Maxi-EBV Plasmid, so wird ein Zustand ahnlich einer latenten
EBV-Infektion etabliert. In dieser latenten Phase werden keine Viruspartikel produziert, so dass der Iyti-
sche Zyklus erst induziert werden muss. Dazu kann der virale Transaktivator BZLF1 transient exprimiert
werden (Hammerschmidt and Sugden, 1988), wobei die Menge der produzierten infektiosen Partikel durch
Kotransfektion des viralen Glykoproteins BALF4 deutlich gesteigert werden kann (Neuhierl et al., 2002).
Daher wurden hier zusammen mit p2089-HA-LMP1 Expressionsplasmide fir BALF1 und BZLF1 gemaR
Abschnitt 3.2.6 kotransfiziert. Die in den Kulturiiberstanden enthaltenen Viruspartikel wurden nach drei
Tagen geerntet. Mit ihnen wurden, wie in Abschnitt 3.2.8 genauer beschrieben, primare B-Lymphozyten
infiziert, die frisch aus humanen Nasenpolypen prépariert worden waren (siehe Abschnitt 3.2.7). Dazu
wurden verschiedene Verdiinnungen der Virustiberstande eingesetzt, um sicherzustellen, dass es sich bei
den erzeugten Linien tatséchlich um Einzelklone handelte. Um die statistische Voraussetzung einer one
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hit-Kinetik zu erfiillen, diirfen nur maximal 63 % der Ansatze auswachsen, da sonst wahrscheinlich mehre-
re erfolgreiche Infektionen in einer Vertiefung einer 96-Loch-Platte stattgefunden haben (Frisan et al.,
2001). Um ein Auswachsen der LCLs zu verbessern, wurden die infizierten Zellen auf humanen embryo-
nalen Fibroblasten (WI38) kultiviert, die zuvor mit einer subletalen Dosis an letal y-Strahlen bestrahlt wor-
den waren. Welche Faktoren flir das verbesserte Auswachsen verantwortlich sind, ist unklar (Sugden and
Mark, 1977).

Nach der Etablierung der Zellklone lieRen sich die Zellen auch ohne Fibroblasten weiter expandieren. In
diesem Experiment waren aus 23 % der Anséatze LCLs ausgewachsen, so dass die statistische Voraus-
setzung fur Einzelzellklone erfillt war. In Abbildung 10 ist die Linie HA-LCL3 als Durchlicht- und Fluores-
zenzaufnahme dargestellt. Hierbei sind erfahrungsgemaf nicht alle Zellen eines Klons gleich intensiv
griin, obwohl alle die viralen Gene exprimieren (personliche Mitteilung von Wolfgang Hammerschmidt).

aus, die GFP exprimieren.
Primére B-Zellen wurden mit dem rekombinanten Maxi-EBV p2089-HA-LMP1 infiziert. Dargestellt sind eine Durch-
licht- und eine Fluoreszenzaufnahme (eGFP) von dem Klon HA-LCL3 bei 100-facher VergréRerung.

Die Expression von HA-LMP1 wurde in Lysaten der entstandenen Zelllinien durch eine Western-Blot-
Analyse mit einem LMP1-spezifischen Antikdrper nachgewiesen. Dass das exprimierte Protein tatsachlich
uber das gewlnschte HA-Epitop verfugte, verdeutlicht die Zunahme des Molekulargewichts in Abbildung
11. Wie erwartet war das Expressionsniveau von HA-LMP1 mit dem der Kontrollzelllinie 721 vergleichbar.
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Abbildung 11: Die HA-LCLs exprimieren HA-LMP1 auf dem gleichen Niveau wie die Kontrolllinie 721 LMP1
exprimiert.

1x 106 Zellen der in der Abbildung angegebenen Klone der HA-LCLs sowie der Kontrolllinie 721 wurden in IP-
Lysepuffer lysiert. Aquivalente Proteinmengen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und eine Western-Blot-
Analyse mit einem LMP1-spezifischen Antikrper CS1-4 (Dako) durchgefiihrt.
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Damit existierten jetzt LCLs, die HA-LMP1 in endogenen Konzentrationen und im viralen Kontext expri-
mierten. Diese Zellen (HA-LCLs) sollten im nachsten Schritt flir Koimmunprazipitationen (ColPs) verwen-
det werden.

41.2 Optimierung der Inmunprazipitationsbedingungen fiir die Massenspektrometrie

Im nachsten Schritt sollte der HA-LMP1 Signalkomplex aus den HA-LCLs, die im vorangegangenen Kapi-
tel etabliert worden waren, aufgereinigt und massenspektrometrisch analysiert werden. Zunéchst wurde
untersucht, ob bekannte Interaktionspartner von LMP1 in HA-LMP1-Immunprazipitationen nachgewiesen
werden konnten. Hierzu wurden 1x 108 Zellen des Klons 3 (HA-LCL3) in IP-Lysepuffer gemaR Abschnitt
3.5.1 lysiert und der Komplex ber Protein A-Sepharose-beads mit kovalent gekoppeltem a-HA (12CA5)-
Antikdrper (E. Kremmer) prazipitiert (siehe Abschnitt 3.5.11). Als Kontrolle wurde parallel eine Immunpréa-
zipitation in 721 Zellen durchgefiihrt. Diese LCLs exprimieren LMP1, das nicht mit einem HA-Epitop fusio-
niert ist, so dass es nicht mit einem HA-spezifischen Antikdrper prazipitiert wird. Dieses Verfahren hat
gegenuber der Isotypkontrolle den Vorteil, dass derselbe Antikdrper wie in der Realprobe verwendet wer-
den kann. Da es sich bei beiden Zelllinien um LCLs handelt und diese sich lediglich durch das HA-Epitop
am N-Terminus von LMP1 unterscheiden, ist zu erwarten, dass unspezifische Proteine in beiden Ansétzen
im gleichen Male an die beads bzw. den Antikérper binden. Hingegen sollten Unterschiede nur auf die
Prézipitation von HA-LMP1 zurlickzuflihren sein, was einen subtraktiven Ansatz erméglichte.
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Abbildung 12: Endogenes TRAF3 lasst sich spezifisch mit HA-LMP1 aus HA-LCL3 Zellen koprazipitieren.

1x 108 Zellen der Linien 721 und LCL3 wurden in IP-Lysepuffer lysiert und eine Immunoprazipitation mit a-HA-
Antikérper (12CAS) durchgeflhrt. Es wurden Western-Blot-Analysen mit einem TRAF3-spezifischen Antikérper (H-
20) (Santa Cruz Biotechnology) sowie mit dem LMP1-spezifischen Antikérper (CS1-4) (Dako) durchgefiihrt.

Abbildung 12 zeigt eine Western-Blot-Analyse mit LMP1-spezifischem Antikérper, die eine ca. 100-fache
Anreicherung in der IP aus HA-LCL3 Zellen darstellt (Abschatzung aus Western-Blot-Analysen), wahrend
in der Kontrolle aus 721 Zellen kein LMP1 zu detektieren ist. Um zu testen, ob auch die Kopréazipitation
von Interaktionspartnern von LMP1 gelang, wurde im Western Blot auf TRAF3 getestet. In der IP aus HA-
LCL3 Lysaten ist ein deutliches TRAF3-Signal zu erkennen. Diese Bande fehlt in der 721-Kontrolle, so
dass es sich in der IP aus HA-LCL3 um eine spezifische Koprazipitation von TRAF3 mit HA-LMP1 han-
delt. Es konnte also exemplarisch anhand von TRAF3 gezeigt werden, dass LMP1-bindende Proteine
uber die ColP aufgereinigt werden kdnnen.
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In der Silberfarbung des SDS-Gels, auf dem die IPs aufgetrennt worden waren, wurde deutlich, dass sich
auch in der Kontroll-IP eine Vielzahl verschiedener Proteine befinden. Dieser Hintergrund lieR sich nicht
durch die Verwendung anderer Detergenzien minimieren. Waschschritte mit hdherer Salzkonzentration
reduzierten zwar ab 400 mM NaCl, die unspezifische Bindung, flhrten aber auch zu einer geringeren
Bindung von TRAF3 an HA-LMP1 (Daten nicht gezeigt). Daher wurde auf eine Erhéhung der Salzkonzent-
ration verzichtet. Die Immunprazipitationen wurden schlieBlich bei 150 mM NaCl, durchgefilhrt (siehe
Abschnitt 3.5.11).

Einen grolRen Hintergrund in der IP verursacht das Ausfallen von Substanzen wahrend der IP. Um mdg-
lichst viel Protein zu prézipitieren, wurde das Lysat (iber Nacht mit dem Antikdrper inkubiert. Obwohl die
Lysate fiir 20 min bei 16.000 g zentrifugiert worden waren und die klaren Lysate zuséatzlich durch Filtration
von eventuellen Schwebeteilchen befreit worden waren, bildeten sich tber Nacht Aggregate, die nach
erneuter Zentrifugation mit gleichen Bedingungen ein deutliches Pellet bildeten. In der massenspektro-
metrischen Analyse dieses Pellets bildete Aktin den Hauptbestandteil der Probe. Wie in Abbildung 13
gezeigt, konnte die prominente Bande bei 45 kDa durch die Inkubation der Lysate tber Nacht auf Eis
deutlich reduziert werden, auch wenn sie noch immer deutlich sichtbar war. Aktin hat ein Molekulargewicht
von 45 kDa, was die These stiitzt, dass es sich bei den ausfallenden Aggregaten um Bestandteile des
Zytoskeletts handelte. Die Inkubation der Lysate uber Nacht vermindert also das Aufreinigen von unspezi-
fischen Aggregaten mit den Immunprézipitationen.
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Abbildung 13: Durch die Inkubation der Lysate iiber Nacht lasst sich der Hintergrund der IP reduzieren.

1x 108 Zellen der Linien 721 und LCL3 wurden in IP-Lysepuffer lysiert. Mit einer Halfte des Lysats wurde direkt eine
IP mit a-HA-Antikérper (12CA5) (Roche) durchgefiihrt. Die andere Halfte des Lysats wurde (iber Nacht auf Eis inku-
biert und vor der IP mit a-HA-Antikérper erneut zentrifugiert. Beide Ansétze wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt
und eine Silberfarbung durchgefiihrt.

Auf eine weitere Reduktion des Hintergrundes durch stringentes Waschen wurde bewusst verzichtet, um
schwach bindende Interaktionspartner von LMP1 nicht zu verlieren. Im folgenden Abschnitt soll nun die
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massenspektrometrische Analyse der IP dargestellt werden. Da es sich hierbei um einen differentiellen
Ansatz handelt, ist eine hohe Spezifitat zu Lasten der Sensitivitat nicht angezeigt. Die niedrige Stringenz
in der einzelnen Immunprazipitation konnte in Kauf genommen werden, da die Prazipitation aus HA-
LMP1-LCL-Lysaten mit der mitgefiihrten Kontrollprazipitation aus 721-Lysaten verglichen wurde. Nur
wenn ein Protein ausschlielich in dem Ansatz aus HA-LMP1-LCLs auftrat, konnte es sich um eine spezi-
fische Interaktion handeln. Trat ein Protein auch in der Kontrolle auf, handelte es sich um eine unspezifi-
sche Bindung an die beads oder den Antikorper.

41.3 Massenspektrometrische Analyse potentieller LMP1-bindender Proteine aus IPs

Im nachsten Schritt sollte die Zusammensetzung des LMP1-Signalkomplexes genauer mittels Mas-
senspektrometrie untersucht werden. Hierzu wurden zunachst a-HA (12CA5)-Antikdrper kovalent an Pro-
teinA-Sepharose beads gekoppelt. Diese immobilisierten Antikdrper wurden dann in IPs aus Lysaten von
jeweils 1x 10° Zellen der Linien HA-LCL3 sowie 721 eingesetzt (siehe Abschnitt 3.5.11). Da lediglich die
Zellen der Linie HA-LCL3 (iber ein HA-Epitop an LMP1 verfligen, stellte die Prazipitation aus 721-Zellen
die Negativkontrolle dar. In jedem Experiment wurde eine erfolgreiche Prazipitation von LMP1 bzw. der
ColP von TRAF3 mittels einer Western-Blot-Analyse geprift (vgl. Abschnitt 4.1.2), ehe die Probe fiir die
massenspektrometrische Untersuchung vorbereitet wurde.

Je nach Komplexitét der Probe stehen verschiedene Vorgehensweisen zur Verfugung, die enthaltenen
Proteine zu analysieren. Enthélt eine Probe, wie etwa bei den spots in einem 2D-Gel, nur ein bis maximal
zwei Proteine, kdnnen die Peptide nach dem Trypsin-Verdau direkt auf einen Probentrager aufgetragen
und mittels MALDI-TOF untersucht werden. Hierbei erhélt man einen Peptidmassen Fingerabdruck (pepti-
de mass fingerprint, PMS), also ein Spekirum, das aus den einzelnen spezifischen PeptidgroRen des
verdauten Proteins besteht (Cottrell, 1994; Pappin, 1997). Dieses Verfahren stolt jedoch schon oft bei der
Analyse von Banden aus einem 1D-Gel an seine Grenzen, da hier in einer Probe bereits mehrere Proteine
bzw. deren Fragmente enthalten sein konnen. In solchen Fallen werden iber die weitere Auftrennung der
Peptide, z.B. mittels einer HPLC, oft bessere Erfolge erzielt. Wie in Abbildung 13 zu sehen, wies die vor-
liegende IP ein dichtes Bandenmuster auf. AuRerdem war es schwer, einzelne Banden im Silbergel aus-
zumachen, die in der Kontrolle nicht vorhanden waren. Um die Proben dennoch auf Unterschiede unter-
suchen zu kénnen, wurden die Proben zunéchst auf ein 12,5% SDS-Gel geladen und Uber eine Strecke
von 1-1,5 cm aufgetrennt. Nach einer Coomassie-Farbung wurden die Spuren der Kontrolle sowie der
Realprobe in jeweils drei Bereiche getrennt, um die Komplexitt der Proben zu verringern. Die in den
Gelstlicken enthaltenen Proteine wurden jeweils im Gel tryptisch verdaut und die daraus resultierenden
Peptidgemische separat iber die nano HPLC Ultimate (LC-Packings) aufgetrennt. Die Auftrennung der
Probe wurde Uber einen UV-Detektor (ber die Messung der Absorption bei 214 nm und 280 nm verfolgt.

In Abbildung 14 sind solche Spektren exemplarisch gezeigt. Das Spektrum der IP aus HA-LCL3 Zellen ist
schwarz dargestellt, wahrend die analoge Probe aus der Kontroll-IP aus 721 Zellen in blau aufgetragen
ist. Vergleicht man beide Spuren, fallen Unterschiede auf, die in der massenspektrometrischen Analyse
genauer untersucht werden sollten. Dazu wurden die aufgetrennten Peptide mit Matrixlésung versetzt und
automatisch auf einen Probentrager aufgebracht.
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Abbildung 14: Spektrum eines nano HPLC-Experiments von IPs aus HA-LCL3 und 721 Zellen.

Die Peptide aus dem tryptischen Verdau wurden nach ihrer Hydrophobizitat durch den in Abschnitt 3.6.2 beschriebe-
nen Gradienten aufgetrennt (5 min 5 % Acetonitril, 50 min 5-40 % Acetonitril, 15 min 40-80 % Acetonitril, 10 min 80
% Acetonitril, 6 min 100-5 % Acetonitril, 28 min 5 % Acetonitril). AnschlieBend wurden die Peptide in einem UV-
Detektor bei 214 nm detektiert. Die UV-Intensitaten aus HA-LCL3 sind in schwarz, die aus 721 in blau dargestellt.

Nach einem LC-Lauf befinden sich die einzelnen Peptide eines Proteins nicht mehr in einem Spektrum,
sondern sie kdnnen sich (ber den gesamten Lauf verteilen. PMFs haben fiir dieses Vorgehen also nur
noch eine geringe Aussagekraft. Aus dieser Menge der Peptidmassen kdnnen auch zuféllig die spezifi-
schen Massen eines Proteins auftreten. Stattdessen bietet sich die MS-Sequenzierungs-Technik (MS/MS)
an (Steen and Mann, 2004), die es ermoglicht, die Aminosauresequenz einzelner Peptide anhand charak-
teristischer Peptidfragmente zu bestimmen (vgl. Kapitel 1.4.1). So kann aus einem einzelnen Peptid ein
deutlich hoherer Informationsgehalt gezogen werden als lediglich ein einzelner Massenwert, wie es im
PMF der Fall ist. Die Peptide wurden daher nach ihrer Auftrennung mittels HPLC mit MALDI-TOF/TOF,
einer Kombination aus PMF- und MS/MS-Technik, gemal Kapitel 3.6 analysiert.

Die Analyse der gewonnenen MS/MS-Daten erfolgte (iber zwei verschiedene Verfahren. Fir eine Analyse
der einzelnen Laufe wurde die Software GPS-Explorer (Version 3.5, Applied Biosystems) verwendet und
die Daten mit Hilfe des integrierten MASCOT-Suchprogramms ausgewertet. Dabei wurde eine Daten-
banksuche gegen die SwissProt-Proteindatenbank durchgefiihrt. Um mehrere Laufe miteinander zu ver-
gleichen und so zu einer Gesamtauswertung zu gelangen, wurde Scaffold (Version 2.0, Proteome Soft-
ware Inc.) verwendet. Hier kann zuséatzlich zu dem MASCOT-Algorithmus noch das Suchprogramm X!-
Tandem verwendet werden und die Ergebnisse beider Anfragen automatisch miteinander kombiniert wer-
den. Dieses Verfahren bietet dadurch eine héhere Zuverlassigkeit. Darliber hinaus weist es die Peptid-
massen mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit einem potentiellen Protein zu. So kann die gleiche Mas-
se nicht fir mehrere Proteine verwendet werden. Dieses Suchverfahren ist daher deutlich restriktiver als
eine Auswertung mittels GPS-Explorer. Im Mittel werden geringere Wahrscheinlichkeiten errechnet, die
Ergebnisse sind dafiir aber glaubhafter, weshalb bereits Wahrscheinlichkeiten ab 80% als signifikant an-
gesehen werden kénnen.
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In Abbildung 15 sind die mit Scaffold gefundenen Proteine aus vier unabhangigen Experimenten darge-

stellt. Jedes Experiment stellt dabei einen unabhangigen LC-MS/MS-Lauf aus zwei Prézipitationen dar,
bei dem die Kontrolle und die Probe hintereinander tber die HPLC aufgetrennt, auf den gleichen Proben-
trager aufgespottet und in der MALDI analysiert wurden. Hierbei féllt auf, dass insbesondere Bestandteile
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des Zytoskeletts gefunden wurden. Diese Proteine sind in der Zelle oft hochabundant und kénnen das
Auffinden von interessanten aber nur in geringer Menge in der Zelle auftretenden Proteinen in der LC-
MALDI-TOF/TOF-Analyse unterdriicken. Daher war es notwendig, eine Aufreinigungsstrategie zu entwi-
ckeln, in der grofie Teile des Zytoskeletts aus den Ansatzen entfernt werden konnen. Hiermit befasst sich
das folgende Kapitel dieser Arbeit.

Proteine, die im Zusammenhang mit LMP1 von Interesse sein kdnnten, sind CD48 sowie das auf lymphoi-
de Zellen beschrankte Membranprotein LRMP/Jaw1. Auf CD48 wird in Kapitel 4.1.6 und Kapitel 5.2 ge-
nauer eingegangen, wahrend sich Abschnitt 5.1.3.4 mit LRMP/Jaw1 beschaftigt.

41.4 Etablierung eines weiteren Aufreinigungsschrittes: HA-LMP1-TEV-CT

Wie in Kapitel 4.1.4 gezeigt, werden in der massenspektrometrischen Analyse des LMP1 Signaltransduk-
tionskomplexes im Besonderen Komponenten des Zytoskeletts mit ausreichender Signifikanz gefunden.
Hierbei reicht das Problem (iber einen reinen Hintergrund der IP hinaus, denn die Komponenten wurden
spezifisch in der IP aus HA-LCL3 gefunden. In der Kontrolle aus 721 waren sie hingegen nicht vertreten.
Dass LMP1 mit dem Zytoskelett interagiert, ist in der Literatur mehrfach beschrieben worden (Coffin et al.,
2001; Higuchi et al., 2001; Izumi et al., 1994; Puls et al., 1999). Eine reine Optimierung der Prazipitations-
bedingungen bzw. der Waschschritte nach der IP erschien daher nicht zielfiihrend. Mit dieser Strategie
war zu erwarten, dass andere spezifische LMP1-Interaktoren ebenfalls entfernt wiirden. Um zu einer L6-
sung zu gelangen, kann ausgenutzt werden, dass LMP1 wahrscheinlich (iber den N-Terminus mit dem
Zytoskelett interagiert (Coffin et al., 2001; lzumi et al., 1994; Puls et al., 1999), wahrend die in dieser Ar-
beit interessanten Signalmolekiile an den C-Terminus binden. Eine Strategie besteht darin, nur den C-
Terminus fiir die Suche nach neuen Interaktionspartnern zu verwenden. Damit LMP1 Signaltransdukti-
onswege aktivieren kann, muss es allerdings ahnlich einem aktivierten Rezeptor Oligomere in der Memb-
ran bilden. Es ist daher zu erwarten, dass sich bei der Expression ausschlieBlich des C-Terminus von
LMP1 kein Signalkomplex bildet. Es musste somit ein Weg gefunden werden, LMP1 als Gesamtprotein zu
prazipitieren, dann aber den C-Terminus des Proteins zu isolieren. Dazu sollte eine Schnittstelle flir die
TEV-Protease zwischen dem C-Terminus und den Transmembrandoméanen eingesetzt werden (vgl.
Abbildung 16). Die TEV-Protease zeichnet sich durch eine Reihe von Eigenschaften aus, die im Bereich
der Molekularbiologie besonders erstrebenswert sind. Zum einen ist sie sehr spezifisch, so dass sie kaum
auBerhalb ihrer Schnittstelle (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly) schneidet. Zum anderen kommt die Sequenz
der Schnittstelle in eukaryotischen Proteinen sehr selten vor, so dass mit Ausnahme des Zielproteins (hier
LMP1) kaum Proteine verdaut werden. Weiterhin ist die Protease kommerziell erhaltlich und ist (iber einen
groBen Temperaturbereich stabil und aktiv. Mit diesem System konnte die normale Funktion des N-
Terminus fir die Lokalisation und die der Transmembrandoménen fir die Aktivierung von LMP1 bewahrt
werden. Dennoch konnte nach der IP der C-Terminus mit den interagierenden Proteinen vom Rest von
LMP1 abgetrennt werden und eine weitere Reinigung erreicht werden. So sollten Proteine, die mit den
Transmembrandomanen, den ProteinA-Sepharose beads oder dem verwendeten Antikdrper interagieren,
nach dem TEV-Verdau weiterhin an den beads gebunden sein, wahrend sich der C-Terminus von LMP1
sowie die assoziierten Proteine im Uberstand bzw. im TEV-Eluat befinden sollen. Mit diesem zusétzlichen
Aufreinigungsschritt sollte daher nicht nur das Zytoskelett sondern dariiber hinaus der gesamte Hinter-
grund deutlich reduziert werden.
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HA-LMP-TEV-CT

TEV-Verdauung

-

Abbildung 16: Strategie zur optimierten Aufreinigung.
Um eine héhere Reinheit an relevanten Signalmediatoren von LMP1 zu erreichen, sollte eine TEV-Schnittstelle
zwischen den Transmembrandomanen von LMP1 und dem C-Terminus eingefligt werden. Nach der Prazipitation
kann der fiir die Signaltransduktion relevante C-Terminus nun von dem restlichen immobilisierten Protein getrennt
und mitsamt der rekrutierten Proteine aufgereinigt werden.

4.1.4.1 Klonierung eines HA-LMP1-TEV-CT-Konstuktes

Um das im vorangegangenen Abschnitt beschriebene Konstrukt vor der Klonierung in Maxi-EBV testen zu
kénnen, wurde es zunachst in den Expressionsvektor pHEBO kloniert. Wie in Abschnitt 3.3.11.4 im Detail
beschrieben, wurden dazu einerseits der C-Terminus und andererseits die Transmembrandomanen mit
dem N-Terminus Uber PCR amplifiziert und die PCR-Konstrukte mittels TA-Klonierung in pCR2.1 (Invitro-
gen) ligiert. Uber die verwendeten Primer wurde am N-Terminus die Sequenz fiir ein HA-Epitop eingefiigt,
bzw. vor dem C-Terminus die Information fiir eine TEV-Schnittstelle. Diese Fragmente wurden in zwei
Schritten in den pHEBO-Vektorhintergrund zum vollstandigen Konstrukt pSV-HA-LMP1-TEV-CT zusam-
mengesetzt.

4.1.4.2 Testen der Schneidbarkeit von HA-LMP1-TEV-CT mit Hilfe von TEV-Protease

Im nachsten Schritt musste getestet werden, ob das in Abschnitt 4.1.4.1 generierte LMP1-Konstrukt mit
der TEV-Protease schneidbar war. Hierzu wurde es transient in HEK293 Zellen exprimiert, die Zellen 20 h
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nach Transfektion lysiert und das HA-LMP1-TEV-CT Uber an Protein A-Sepharose beads gekoppelten
a-HA (12CA5) Antikérper (E. Kremmer) prazipitiert. Nach dem Waschen wurde das prazipitierte Konstrukt
4 h bei Raumtemperatur mit TEV-Protease inkubiert. Als Positivkontrolle flir den TEV-Verdau wurde ein
GST-Fusionsprotein verwendet, in dem GST (ber eine TEV-Schnittstelle an den C-Terminus von LMP1
fusioniert war (GST-rTEV-LMP1). Dieses Konstrukt wurde in E. coli exprimiert, aus dem bakteriellen Lysat
mit Glutathion-Sepharose beads aufgereinigt und parallel mit der IP von HA-LMP1-TEV-CT verdaut. Wie
in Abbildung 17 dargestellt, wurde GST-rTEV-LMP1 gut durch die Protease geschnitten, so dass sich im
Eluat der abgetrennte C-Terminus von LMP1 deutlich nachweisen lie. HA-LMP1-TEV-CT hingegen lie}
sich nicht schneiden, da weder im Eluat der C-Terminus nachweisbar war noch die Menge an ungeschnit-
tenem Protein in der Fraktion der beads nach dem TEV-Verdau (beads nach TEV) abgenommen hatte.
Dass diese Abnahme auch in der Positivkontrolle nicht erkennbar war, ist zum einen mit der groRen Men-
ge an bakteriellem GST-rTEV-LMP1 zu erklaren, so dass die Spaltung nicht vollstandig verlief. Zum ande-

ren verursachte die groRe Proteinmenge auch eine Uberexposition auf dem Film, so dass Unterschiede
schwer zu erkennen sind.

HA-LMP1-TEV-CT _GST-TEV-LMP1
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Abbildung 17: HA-LMP1-TEV-CT kann nicht durch die TEV-Protease geschnitten werden.

6x 106 HEK293 Zellen wurden mit 6 ug pSV-HA-LMP1-TEV-CT in 10 cm Schalen transfiziert. Nach 20 h wurden die
Zellen in IP-Lysepuffer lysiert und eine Immunprazipitation mit a-HA-Antikdrper 12CA5 (Roche) durchgefiihrt. Die
Halfte der IP wurde fir einen TEV-Verdau eingesetzt. Als Positivkontrolle diente bakteriell exprimiertes und gereinig-
tes GST-TEV-LMP1, das parallel zu HA-LMP1-TEV-CT verdaut wurde. Nach dem Verdau wurde der Uberstand
abgenommen (TEV-Eluat) und die verbleibenden beads gewaschen. Die Proben wurden auf einem SDS-Gel aufge-
trennt und eine Western-Blot-Analyse mit dem LMP1-spezifischen Antikdrper CS1-4 (Dako) durchgefihrt.

Dass HA-LMP1-TEV-CT trotz TEV-Schnittstelle und aktiver TEV-Protease nicht geschnitten werden konn-
te, konnte an der rdumlichen Konformation des Konstrukts liegen. Die TEV-Schnittstelle befindet sich in
unmittelbarer Nachbarschaft zu den Transmembrandomanen. Diese kénnten den Zugang der Protease zu
der Schnittstelle behindern, so dass die Protease nicht angreifen kann.
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4.1.4.3 Klonierung von HA-LMP1-TEV-CT Konstrukten mit Ubergangssequenzen

Die These, dass die raumliche Nahe von TEV-Schnittstelle und Transmembrandoménen die Schneidbar-
keit des Konstrukts verhindert, sollte im né&chsten Schritt Uberpriift werden. Bei Fisher et al. konnte eine
schlechte Effizienz des TEV-Verdaus durch das Einfiigen der Ubergangssequenz (linker) AGASGG zwi-
schen einem Teil der Liganden-Bindungsdomane des LDL-Rezeptors und der TEV-Schnittstelle verbes-
sert werden (Fisher et al., 2004). Analog sollte diese Sequenz auch zwischen Transmembrandomanen
und TEV-Schnittstelle in das HA-LMP1-TEV-CT Konstrukt eingefiigt werden (siehe Abbildung 18). Um zu
gewéhrleisten, dass der Abstand ausreichte, wurden zwei Konstrukte kloniert: eines mit einer einfachen
(pSV-HA-LMP1-1xli-TEV-CT) und ein weiteres mit der doppelten Ubergangssequenz (pSV-HA-LMP1-2xli-
TEV-CT). Die Ubergangssequenzen wurden, wie in den Kapiteln 3.3.11.5 und 3.3.11.6 detailliert be-
schrieben, mittels PCR mit tberhangenden Primern an das LMP1-Fragment angehangt. Die resultieren-
den PCR-Fragmente wurden (iber Restriktionsverdau und Ligation in pSV-HA-LMP1-TEV-CT eingefiigt.

linker linker
TEV linker
TEV
Linker-Sequenz: Linker-Sequenz :
AGASGG AGASGGAGASGG

HA-LMP1-TEV-CT HA-LMP1-1xli-TEV-CT = HA-LMP1-2xIi-TEV-CT

Abbildung 18: Modell der Modifizierung von HA-LMP1-TEV-CT zur Verbesserung der Effizienz des TEV-
Verdaus.

Um einen ausreichenden Abstand zwischen den Transmembrandoméanen und der TEV-Schnittstelle zu gewahrleis-
ten, wurde eine Ubergangssequenz eingefligt. Durch den vergrofierten Abstand sollte die TEV-Protease besser an
die Schnittstelle angreifen kénnen.

4.1.4.4 Testen der Schneidbarkeit der modifizierten HA-LMP1-TEV-CT-Konstrukte

Jetzt sollte getestet werden, ob der vergrofierte Abstand zwischen TEV-Schnittstelle und Transmembran-
doméne die TEV-Spaltung ermdglichte.

Dazu wurden folgende Konstrukte in HEK293 Zellen transient exprimiert: HA-LMP1-1xli-TEV-CT, HA-
LMP1-2xIi-TEV-CT, sowie als Kontrollen das urspriingliche HA-LMP1-TEV-CT und HA-LMP1, das Uber
keine TEV-Schnittstelle verfiigt. Die Zellen wurden 20 h nach der Transfektion lysiert und die jeweiligen
LMP1-Konstrukte mit einem an ProteinA-Sepharose beads gekoppelten a-HA (12CAS5) Antikérper prazipi-
tiert. Analog zu 4.1.4.2 wurden die prazipitierten Konstrukte nach dem Waschen 4 h bei Raumtemperatur
mit TEV-Protease inkubiert.
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Abbildung 19: HA-LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xli-TEV-CT lassen sich mit der TEV-Protease schneiden.
6x 108 HEK293 Zellen wurden mit jeweils 6 ug pSV-HA-LMP1-TEV-CT, pSV-HA-LMP1-1xli-TEV-CT und pSV-HA-
LMP1-2xli-TEV-CT bzw. 0,5ug pCMV-HA-LMP1 transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen in IP-Lysepuffer lysiert und
eine Immunprézipitation mit a-HA-Antikdrper (12CA5) (Roche) durchgefiihrt. Die Halfte der IP wurde mit der TEV-
Protease verdaut. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen (TEV-Eluat) und die verbleibenden beads ge-
waschen. Im Western Blot wurden LMP1 mit dem spezifischen Antikrper CS1-4 (Dako) sowie das HA-Epitop am N-
Terminus von LMP1 mit dem spezifischen Antikérper 12CA5 (Roche) nachgewiesen.

Wie in Abbildung 19 dargestellt, lassen sich beide Konstrukte, die linker-Sequenzen zwischen den Trans-
membrandomanen und der TEV-Schnittstelle besitzen (HA-LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xli-TEV-
CT), mit der TEV-Protease schneiden. In den TEV-Eluaten ist deutlich eine Bande bei ca. 40 kDa zu se-
hen, die vom LMP1-spezifischen Antikdrper erkannt wird. Diese Bande fehlt in den beiden Negativkontrol-
len. Auffallig ist, dass diese Bande bei einem hdheren scheinbaren Molekulargewicht 1auft, als sich rech-
nerisch ergabe (ca. 20 kDa). Dieses Verhalten ist fir LMP1 bekannt, die Ursache hierflr ist jedoch unklar.
Bei dem Gesamtprotein von LMP1 ergibt sich aufgrund seiner Primarstruktur ein rechnerisches Moleku-
largewicht von ca. 42 kDa. In SDS-Gelen es lauft jedoch auf einer Hohe von ca. 68 kDa. Es scheint also,
dass dieses Verhalten auch durch den C-Terminus des Proteins bestimmt wird. Das Ubrige Protein nimmt
ein scheinbares Molekulargewicht von unter 30 kDa ein, wie aus dem unteren Teil der Abbildung hervor-
geht. Hier wurde ein HA-spezifischer Antikdrper verwendet, der ausschliellich in der Fraktion der beads
nach dem TEV-Verdau fir HA-LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xli-TEV-CT eine Bande auf dieser Hohe
erzeugt. Dass der N-Terminus von HA-LMP1-2xli-TEV-CT etwas hoher zu laufen scheint, lasst sich durch
den smile-Effekt von SDS-Gelen erkléren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl HA-LMP1-1xli-TEV-CT als auch HA-LMP1-2xli-
TEV-CT exprimiert und geschnitten werden kénnen. Im nachsten Schritt sollte die Funktionalitat der Prote-
ine Uberpriift werden.
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4.1.4.5 Untersuchung HA-LMP1-Ii-TEV-CT auf Funktionalitat

Da die Konstrukte HA-LMP1-1xIi-TEV-CT und HA-LMP1-2xli-TEV-CT gegentiber Wildtyp LMP1 deutlich
verandert worden waren, galt es nun, die Funktion dieser LMP1-Varianten zu testen, da ein funktionelles
LMP1 fir das Auswachsen von LCLs und die Untersuchungen mittels funktioneller Proteomanalyse bend-
tigt wird. Wie in Abschnitt 1.2.4.5 beschrieben, aktiviert LMP1 AP1 Gber JNK1. Daher sollte exemplarisch
fir die aktivierten Signalwege betrachtet werden, ob die beiden Konstrukte mit der TEV-Schnittstelle JNK1
im gleichen Malke wie LMP1 wt aktivieren.
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Abbildung 20: HA-LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xIli-TEV-CT aktivieren JNK1.

HEK293 Zellen wurden mit 2 ug der angegebenen pSV-Expressionsplasmide bzw. 0,75 ug der angegebenen pCMV-
Expressionsplasmide sowie 1 pug pRK5-HA-JNK1 kotransfiziert. 20 h nach der Transfektion wurde ein in vitro HA
JNK1 Kinaseversuch durchgefihrt. In vitro phosphoryliertes GST-c-Jun wurde durch Autoradiographie nachgewie-
sen. Als Transfektions- und Ladekontrolle wurde auf derselben Membran das prazipitierte HA-JNK1 mit dem JNK1-
spezifischen Antikérper C-17 (Santa Cruz Biotechnology) nachgewiesen. Als Expressionsnachweis der LMP1-
Konstrukte wurde eine Western-Blot-Analyse der Lysate mit dem LMP1-spezifischen Antikrper CS1-4 (Dako) durch-
geflhrt.

Um diese Frage zu beantworten, wurden in HEK293 Zellen transiente JNK1-Immunkomplex-Kinaseexperi-
mente durchgefilhrt. Dafir wurden die Zellen mit einem Expressionsplasmid fir ein HA-fusioniertes JNK1
(HA-JNK1) und verschiedenen LMP1-Expressionsplasmiden transfiziert. Als Kontrolle zur Bestimmung der
basalen JNK1-Aktivitdt wurden der Leervektor pHEBO sowie Expressionsvektoren flir die LMP1 Mutante
LMP1 PQT—AAA/Y 384G verwendet. Diese LMP1-Mutante ist sowohl in CTAR1 als auch in CTAR2 mutiert
und kann den JNK1-Signalweg nicht mehr aktivieren (Kieser et al., 1999). AuRerdem wurde LMP1 wt und
die beiden zu testenden Konstrukte HA-LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xli-TEV-CT transfiziert. Als
weitere Kontrolle diente ein HA-LMP1 ohne linker-Sequenz und TEV-Schnittstelle. Dieses Konstrukt be-
fand sich in einem anderen Vektorhintergrund mit einem CMV-Promotor, wahrend die Konstrukte HA-
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LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xIi-TEV-CT Uber einem SV40-Promotor verfiigten. Daher wurden wei-
tere Negativkontrollen mit CMV-Promotor benétigt. Hierfiir wurden HA-LMP1 PQT—AAA/Y35:G und HA-
LMP1 A194-386 verwendet. In dem letztgenannten Konstrukt ist der gesamte C-Terminus von LMP1
deletiert, so dass es, ebenso wie HA-LMP1 PQT—AAA/Y 384G, JNK1 nicht aktiviert.

20 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und der HA-JNK1 Immunkomplex-Kinaseversuch durch-
geflihrt. Dazu wurde HA-JNK1 mit dem HA-spezifischen Antikorper 3F10 (Roche) immunpréazipitiert und in
vitro eine GST-c-Jun Phosphorylierungsreaktion durchgefiihrt. Diese Phosphorylierung ist ein direktes
Maf fur die Aktivitat in den jeweiligen Anséatzen.

Wie in Abbildung 20 gezeigt, wurde GST-c-Jun in den Ansatzen mit dem Leervektor, HA-LMP1 A194-386
und beiden LMP1 PQT—AAA/Y354G Mutanten nur in sehr geringem Ausmal phosphorylierten, was der
Basalaktivitat von HA-JNK1 entspricht. HA-LMP1-1xli-TEV-CT und HA-LMP1-2xIi-TEV-CT hingegen akti-
vierten JNK1 etwas besser als LMP1 Wildtyp. Es konnte also gezeigt werden, dass die Konstrukte
Signaltransduktion aktivieren kénnen. Da sich beide Konstrukte identisch verhielten, wurde im Weiteren
mit HA-LMP1-2xli-TEV-CT gearbeitet.

4.1.4.6 Klonierung von Maxi-EBV-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT und Generierung von TEV-LCLs

Zunachst musste HA-LMP1-2xli-TEV-CT anstelle des LMP1 Wildtyp Gens in das Maxi-EBV-Genom ein-
gebracht werden. Analog zu Abschnitt 4.1.1 wurde auch hier die Sequenzinformation von HA-LMP1-2xli-
TEV-CT Uber ein Zwischenkonstrukt unter Kontrolle des viralen Promotors im Kontext des EBV-Genoms
in den Vektor kloniert (siehe Abschnitt 3.3.11.8). Aus diesem wurde ein 2,66 kBp groRes Fragement mit
den Gen fir HA-LMP1-2xIi-TEV-CT sowie einer Kanamycin-Resistenz (kanar) ausgeschnitten und Gber
Elektroporation in chemisch kompetente DH10B gemal Abschnitt 3.1.3 eingebracht. Nach der homologen
Rekombination wurde die DNA verschiedener Klone aufgereinigt und mit BamHI kontrollverdaut. In
Abbildung 21 sind die daraus resultierenden DNA-Fragmente dreier verschiedener Klone sowie der Aus-
gangs-DNA p2089 dargestellt. Das Fragmentmuster von cl. 25 und cl. 33 entsprach den Erwartungen. Bei
cl. 30 fiel jedoch auf, dass die Bande bei 3 kBp, die den BamW-Wiederholungen entspricht, deutlich weni-
ger ausgepragt ist als in der Kontrolle. Es ist daher anzunehmen, dass in diesem Klon unerwiinschte Re-
kombinationen innerhalb dieser Region stattgefunden haben, weshalb die DNA dieses Klons nicht weiter
verwendet wurde.
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Abbildung 21: Die Klone cl. 25 und cl. 33 zeigten nach BamHI-Verdau das erwartete Fragmentmuster.

Die Maxi-EBV-Plasmide p2089 und verschiedene Klone von p2089-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT wurden mit BamHI re-
striktionsverdaut und auf einem analytischen, mit Ethidiumbromid geférbten Agarosegel aufgetrennt. Die Banden-
muster von cl. 25 und cl. 33 entsprachen den erwarteten Fragmentgréen, die im Anhang B vollstdndig aufgefihrt
sind. Die Abweichungen zwischen den Konstrukten und dem Ausgangsplasmid p2089 sind mit Pfeilen gekennzeich-
net. Durch die Insertion der Kanamycinresistenz und die Anderungen im LMP1-Lokus entsteht fiir p2089-HA-LMP1-
2XIi-TEV-CT eine 13,4 kBp Bande im Gegensatz zu dem 11,8 kBp groRen Fragment im Ausgangsvektor. In cl. 30
war die Bande bei 3 kBp wesentlich schwécher als in p2089, was auf eine Deletion innerhalb der BamW-
Wiederholungen hinweist.

Die DNA der Klone 25 und 33 wurden wie in Abschnitt 4.1.1.2 mit Hilfe der Verpackungszelllinie TR-2/293
in EBV-Partikel verpackt. Mit den so gewonnenen Virusiiberstdnden wurden primére B-Lymphozyten aus
humanen Adenoiden infiziert. In diesem Experiment war aus 35 % der Vertiefungen in den 96-Loch-
Platten LCLs ausgewachsen, so dass die Annahme, dass es sich um Einzelzellklone handelt statistisch
gesichert ist (Frisan et al., 2001) (vgl. Abschnitt 4.1.1.2). Abbildung 22 zeigt die so ausgewachsenen gri-
nen TEV-LCLs des Klones 5 (TEV-LCLS), der aus der DNA von p2089-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT Klon 25
ausgewachsen war.

Abbildung 22: Nach der Infektion von priméren B-Zellen wachsen griine TEV-LCLs aus.

Primére B-Zellen wurden mit dem rekombinanten Maxi-EBV p2089-HA-LMP1-2xli-TEV-CT infiziert. Von dem Klon
TEV-LCL5 sind eine Durchlicht- und eine Fluoreszenzaufnahme (eGFP) bei 100-facher VergroRerung dargestellt.
Die griin fluoreszierenden Zellen wurden in der Abbildung nachtraglich eingefarbt.
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Um sicherzustellen, dass die TEV-LCL5 Zellen tatsachlich sowohl (iber das HA-Epitop am N-Terminus
von LMP1 als auch {ber die TEV-Schnittstelle mit der Ubergangssequenz innerhalb des Proteins verfiig-
ten, wurde die RNA aus den Zellen isoliert und die mRNA in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA wurde als
Matrize in PCRs mit LMP1-spezifischen Primern verwendet. Als Negativkontrolle diente cDNA aus 721
Zellen, als Positivkontrolle der Vektor 2167.1-HA-LMP1-2xli-TEV-CT. In Abbildung 23 wird deutlich, dass
die Grofen der PCR-Fragmente, in denen TEV-LCL5 cDNA als Template diente, identisch waren mit
denen der Positivkontrolle. Die mMRNA von LMP1 enthielt daher sowohl die TEV-Schnittstelle als auch das
HA-Epitop, so dass die homologe Rekombination stromaufwarts und stromabwarts des LMP1-ORF und
nicht innerhalb der Sequenz stattgefunden haben musste.
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Abbildung 23: Die Zelllinie TEV-LCL5 besitzt ein LMP1 mit fusioniertem HA-Epitop und TEV-Schnittstelle.

Aus TEV-LCL5 und 721 Zellen wurde RNA isoliert und cDNA generiert. Diese cDNA diente in PCRs mit LMP1-
spezifischen Primern als Template. Als Positivkontrolle wurde 2167.1-HA-LMP1-2xli-TEV-CT DNA verwendet. Das
Primerpaar AK175+JG10 amplifiziert ein Fragment aus dem LMP1-Promotor bis in den C-Terminus von LMP1.
Hierbei entsteht in 985 bp groes Fragement fir HA-LMP1-2xli-TEV-CT, wahrend mit LMP1 ein 883 bp grofes Fra-
gment entsteht. AK175+AK24 vervielfaltigt ein Fragment, dass die TEV-Schnittstelle einschliet und das bei HA-
LMP1-2xli-TEV-CT eine GréRe von 499 bp und bei LMP1 von 430 bp besitzt. AK136+JG10 amplifiziert eine Region
aus dem LMP1-Promotor bis liber das HA-Epitop hinaus, das fir HA-LMP1-2xli-TEV-CT 653 bp und fir LMP1 620
bp besitzt. Die PCRs wurden auf einem analytischen, Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel aufgetrennt.

Das Auswachsen dieser LCLs ist zugleich der Nachweis, dass das HA-LMP-2xli-TEV-CT funktionell LMP1
substituieren kann, da ein aktives LMP1 fiir die effiziente Immortalisierung von B-Zellen in vitro essentiell
ist (Dirmeier et al., 2005). Es ist daher davon auszugehen, dass ein funktioneller LMP1-Signalkomplex in
den TEV-LCLs gebildet wird.
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4.1.4.7 Prazipitation und TEV-Spaltung des HA-LMP1-2xIi-TEV-CT Signalkomplexes

Nachdem im letzten Abschnitt griine LCLs ausgewachsen waren, existierte nun das zellulare System, aus
dem der LMP1-Signalkomplex aufgereinigt werden sollte. Jetzt galt es zu testen, ob mit dem C-Terminus
von LMP1 nach IP und TEV-Verdau auch LMP1-interagierende Proteine isoliert werden kdnnen und die-
ser zweite Aufreinigungsschritt den Hintergrund reduziert.

Dazu wurden 1x 108 Zellen der Linien 721, HA-LCL3 und TEV-LCLS5 lysiert und nach Proteinmengenab-
gleich der Lysate eine Prazipitation mit a-HA (12CA5) Antikdrper durchgefiihrt (IP). AnschlieBend wurden
die Immunprazipitationen mit TEV-Protease verdaut, das TEV-Eluat abgenommen (TEV-Eluat) und die
verbleibenden beads nochmals gewaschen (beads nach TEV).
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Abbildung 24: TRAF3 bindet an den TEV-geschnittenen C-Terminus von LMP1.

Jeweils 1x 108 Zellen der Linien 721, TEV-LCL5 und HA-LCL3 wurden in IP-Lysepuffer lysiert. Nach einem Protein-
mengenabgleich wurde mit dem a-HA-Antikorper 12CA5 (Roche) prazipitiert und die Halfte des Ansatzes mit TEV-
Protease verdaut. Es wurden SDS-PAGE-Gele angefertigt, auf denen die Lysate, die IPs, die TEV-Verdaue sowie
die gewaschenen beads nach dem Verdau aufgetragen wurden. Hierbei wurden, mit Ausnahme der Lysate, Volu-
menaquivalente aufgetragen. Mit zwei Gelen wurde eine Immunoblot-Analyse mit dem LMP1-spezifischen Antikdrper
CS1-4 (Dako) bzw. mit einem TRAF3-spezifischen Antikorper (H-20) (Santa Cruz Biotechnology) durchgefiihrt, wah-
rend das Ubrige Gel einer Silberfarbung unterzogen wurde.
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In der Western-Blot-Analyse mit LMP1-spezifischem Antikérper in Abbildung 24 ist gut zu erkennen, dass
durch die IP aus TEV-LCL5 und aus HA-LCL3 eine deutliche Anreicherung durch die Prazipitation erreicht
werden konnte. Wie erwartet, wurde LMP1 aus den 721-Lysaten nicht prézipitiert, da es nicht (iber ein HA-
Epitop verfligte und daher von dem HA-spezifischen Antikérper nicht erkannt wurde. Flr HA-LCL3 hat das
LMP1-Signal in der Fraktion der beads nach TEV-Verdau die gleiche Intensitat wie in der IP-Fraktion.
Durch die Prozedur der TEV-Spaltung schien also kein Material verloren zu gehen. Wie erwartet wurden
HA-LMP1 aus HA-LCL3 Zellen jedoch nicht durch die TEV-Protease geschnitten. Im Gegensatz dazu war
fur TEV-LCL5 in der Fraktion der beads nach TEV kein LMP1-Signal mehr sichtbar, wahrend in der IP-
Fraktion eine starke Bande erschien. Zusammen mit dem Signal des C-Terminus von LMP1 im TEV-Eluat
von TEV-LCL5 lasst sich aussagen, dass die TEV-Protease HA-LMP1-2xli-TEV-CT sehr effizient umge-
setzt hat.

Weiterhin sollte exemplarisch anhand der Bindung von TRAF3 an die LMP1 Signaldoméne untersucht
werden, ob zusammen mit dem abgeschnittenen C-Terminus auch LMP1-interagierende Proteine isoliert
werden konnen. Dazu wurde eine Western-Blot-Analyse mit TRAF3-spezifischem Antikorper durchgefihrt,
die in Abbildung 24 dargestellt ist. Wie zu erwarten, war TRAF3 in der Negativkontrolle aus 721 Zellen nur
im Lysat zu detektieren. Flir HA-LCL3 konnte TRAF3 auBer im Lysat in der IP und in den beads nach TEV
nachgewiesen werden, nicht aber im TEV-Eluat. Dies zeigt, dass hier eine Koprazipitation stattgefunden
hat, TRAF3 sich aber nicht wahrend dem TEV-Verdau von LMP1 lost. Anders verhielt es sich fir TEV-
LCL5, denn hier war TRAF3 auch im TEV-Eluat deutlich sichtbar, auch wenn es in den beads nach dem
TEV-Verdau noch deutlich nachweisbar war. Da die Spaltung von HA-LMP1-2xli-TEV-CT durch die TEV-
Protease effizient war, musste davon ausgegangen werden, dass TRAF3 auch an den beads haftet. Dann
musste TRAF3 jedoch auch in der Negativkontrolle aus 721 Zellen nachweisbar sein. Weiterhin kdnnte es
mit der Transmembrandoméne von LMP1 interagieren, woflr es aber keinerlei Hinweise gibt. Das Auftre-
ten von TRAF3 in der Fraktion der beads nach TEV konnte daher nicht abschlieRend erklart werden. Da
jedoch nur das TEV-Eluat aus TEV-LCL5 mit dem aus 721 (in dem erwartungsgemal nicht TRAF3 nach-
gewiesen werden konnte) in der massenspekirometrischen Analyse untersucht werden sollte, musste
lediglich sichergestellt werden, dass ausreichend viel Ausgangmaterial eingesetzt wurde. Es gelang also,
zumindest einen Anteil der LMP1-interagierenden Proteine durch den TEV-Verdau zu eluieren. Dass nicht
das gesamte TRAF3 nach der TEV-Spaltung in der Eluat-Fraktion vereint werden kann, stellt das Prinzip
der Aufreinigung nicht in Frage, da in der massenspektrometrischen Analyse nicht das TEV-Eluat aus
TEV-LCL5 mit den beads nach TEV sondern mit dem TEV-Eluat aus 721 verglichen werden sollte. Es
bedeutet lediglich, dass entsprechend mehr Material eingesetzt werden musste. Wieso die Summe der
Signalstarke aus TEV-Eluat und beads nach TEV aus TEV-LCLS5 hoher schien als die Signalstérke in der
IP, ist unklar.

Betrachtet man die Silberfarbung in Abbildung 24, lasst sich erkennen, dass die Komplexitat der Probe
durch die TEV-Spaltung deutlich gegeniiber der IP reduziert wurde. Dennoch &hnelte sich das Banden-
muster der TEV-Verdaue aus 721 und aus TEV-LCL5, was durch die milden Lysebedingungen und die
niedrigen Stringenz beim Waschen begriindet ist. Dass dennoch Unterschiede existierten, wird in
Abbildung 25 besser deutlich. Da die massenspektrometrische Analyse mit einem differentiellen Ansatz
erfolgen sollte, war es nicht notwendig, den Hintergrund vollstandig zu entfernen. Unspezifische Proteine
sollten auch in der Kontrolle identifiziert werden und konnten so im Nachhinein aus der Analyse ausge-
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schlossen werden. Da bei einer hdheren Reinheit oft auch spezifische aber schwache Interaktoren ent-
fernt werden, wurde auf ein stringenteres Waschen bewusst verzichtet.
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Abbildung 25: Bei genauer Betrachtung der TEV-Eluate aus 721 und TEV-LCLS5 existieren Unterschiede.
TEV-Eluate aus TEV-LCL5 und 721 Zellen wurden auf einem 12,5% SDS-Gel aufgetrennt und einer Silberfarbung
unterzogen.

41.5 Massenspektrometrische Analyse potentieller HA-LMP1-2xli-TEV-CT-interagieren-
der Proteine aus TEV-Eluaten

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, dass Bestandteile des LMP1-
Signalkomplexes im TEV-Eluat aus TEV-LCL5 Zellen enthalten waren, sollten die in Eluat enthaltenen
Proteine massenspektrometrisch untersucht werden. Hierzu wurden IPs aus jeweils ca. 1x 109 Zellen der
Linie TEV-LCL5 mittels kovalent an ProteinA-Sepharose beads gekoppelten a-HA (12CA5)-Antikdrper
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle fiir den subtraktiven Ansatz diente eine IP aus 721 Zellen, wobei glei-
che Proteinmengen wie fir die IP aus TEV-LCL5 Zellen eingesetzt wurden. Mit beiden IPs wurde an-
schlieffend ein TEV-Verdau durchgefihrt und die TEV-Eluate von den beads abgetrennt. Um zu testen, ob
die Aufreinigung erfolgreich war, wurden die Fraktionen analog zu der Analyse in Abschnitt 4.1.4.7 ge-
pruft. Nur wenn die TEV-Spaltung erfolgreich war und TRAF3 im TEV-Eluat aus TEV-LCLs nachgewiesen
werden konnte, wurde die Probe fir die Massenspektrometrie vorbereitet. Hierbei wurde analog zu Ab-
schnitt 4.1.3 vorgegangen. Die TEV-Eluate wurden auf einer Strecke von 1-1,5 cm auf einem 12,5% SDS-
Gel aufgetrennt und in drei Fraktionen nach scheinbarem Molekulargewicht unterteilt. Diese wurden dann
im Gel tryptisch verdaut und die resultierenden Peptide auf der nano HPLC Ultimate (LC-Packings) aufge-
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trennt. Um mdglichst gleiche Bedingungen fir die Probe und die Kontrolle zu gewahrleisten, wurden die
zusammengehorigen Laufe (Probe aus TEV-LCL5 und Kontrolle aus 721), von Leergradienten unterbro-
chen, hintereinander aufgetrennt. Beispielhaft ist ein Spektrum flr die Peptide aus TEV-LCL5 (schwarz)
und 721 (blau) in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Spektrum eines nanoHPLC-Experiments von IPs aus TEV-LCL5 und 721 Zellen.

Die Peptide aus dem tryptischen Verdau wurden nach ihrer Hydrophobizitdt durch den in Abschnitt 3.6.2 beschriebe-
nen Gradienten aufgetrennt (5 min 5 % Acetonitril, 50 min 5-40 % Acetonitril, 15 min 40-80 % Acetonitril, 10 min 80
% Acetonitril, 6 min 100-5 % Acetonitril, 28 min 5 % Acetonitril). AnschlieBend wurden die Peptide in einem UV-
Detektor bei 214 nm detektiert. Die UV-Intensitat aus TEV-LCL5 ist schwarz, die aus 721 blau dargestellt.

Nach der Auftrennung der Peptide wurden diese automatisch mit Matrix gemischt und auf einen Stahltra-
ger gespottet. Anschlieend wurden die Proben mit dem Proteomanalyzer 4700 (Applied Biosystems)
massenspekirometrisch untersucht und zunachst mit der Software GPS-Explorer 3.5 (Applied Biosystems)
ausgewertet. Um verschiedene Laufe miteinander vergleichen zu kénnen, wurde Scaffold (Proteome
Software Inc.) verwendet. Hierzu wurden die einzelnen drei Fraktionen aus der SDS-Gel-Spur zusam-
mengefasst. Dadurch konnte gewahrleistet werden, dass Unterschiede, die durch ungenaues Aufteilen
der Gelspur vor dem tryptischen Verdau entstanden waren, nicht ins Gewicht fielen. Die Ergebnisse der
Auswertung von vier unabhangigen Experimenten sind in Abbildung 27 dargestellt. Ein Experiment setzt
sich dabei aus sechs HPLC-MS/MS-Analysen zusammen, namlich den drei Fraktionen (aus der SDS-
Gel-Spur nach Molekulargewicht getrennt) der TEV-Eluate aus TEV-LCL5 und den drei Fraktionen den
TEV-Eluaten aus 721.
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4 ERGEBNISSE 82

Auffallig an den in Abbildung 27 gelisteten potentiellen LMP1-Interaktionspartnern ist, dass keine bereits
beschriebenen Interaktionspartner enthalten sind. Tatsachlich konnte TRAF5 in einer Reinigung mit einem
Total lon Score von 52% gefunden werden, erflllte damit jedoch nicht die im Methodenteil unter Abschnitt
3.6.3 beschriebenen Kriterien. Obwohl TRAF3 in allen Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden
konnte, wurde es in der LC-MS/MS-Analyse nicht identifiziert. Eine mdgliche Ursache fiir das Nichtauftre-
ten dieser bekannten Interaktionspartner kdnnte eine ungunstige GroRenverteilung der Peptide nach tryp-
tischem Verdau darstellen. Eine andere Moglichkeit liegt in dem lonisierungsverhalten der generierten
Peptide. TRAF-Proteine lassen sich mit Trypsin in Fragmente geeigneter GroRe spalten. Experimente mit
aufgereinigtem bakteriell exprimierten TRAF2 zeigten jedoch, dass es sich erst bei sehr groken Protein-
mengen (80 pM) mittels MALDI/MS/MS nachweisen lasst (Daten nicht gezeigt). Dieses Verhalten spricht
fir eine schlechte lonisierung und konnte erklaren, wieso die unter endogenen Bedingungen aufgereinig-
ten TRAF-Proteine in diesem Ansatz nicht detektiert werden konnten.

Trotz des zusatzlichen Reinigungsschrittes durch den TEV-Verdau wurden noch immer Bestandteile des
Zytoskeletts in den Proben identifiziert. Im Gegensatz zu der IP von HA-LMP1 ohne TEV-Verdau (vgl.
Abschnitt 4.1.3) werden jetzt auch Proteine anderer Gruppen gefunden. Sie sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Am interessantesten sind Proteine aus dem Bereich der Signaltransduktion. Hierzu gehéren zum Beispiel
die Serin/Threonin Proteinphosphatase 1 (PP1), 14-3-3 oder Interleukin-16 (IL-16).

Faktoren des Ubiquitin-Proteasom-Systems konnten ebenfalls im LMP1-Komplex nachgewiesen werden,
etwa eine vermutliche E3 Ubiquitin-Ligase und Proteasom-Untereinheiten. LMP1 wird in hohem Malle
durch Degradation reguliert, so dass es nicht verwundert, solche Proteine zu detektieren. Darlber hinaus
kénnen auch Signaltransduktionswege durch Ubigitinierung reguliert und aktiviert werden. So wird etwa
RIP durch die Interaktion mit LMP1 ubigitiniert und damit aktiviert (Huye et al., 2007).

Auch einige Proteine, die eine Funktion im Nukleus einnehmen, wie das Histon H4 oder das heterogene
nukleare Ribonukloeprotein H’, wurden gefunden. Bei diesen Gruppen ist der Bezug zu LMP1 weniger
klar. Die zum Teil hohe Expression der Proteine legt nahe, dass es sich um Artefakte handeln kdnnte.

Die Gruppe der Proteine, deren Zusammenhang mit LMP1 nicht erkennbar war oder (iber deren Funktion
noch wenig bekannt ist, wurde unter ,Andere” zusammengefasst.

Eindeutige Kontaminationen wie z.B. IgG oder Trypsin, die aus der Aufreinigung oder dem Trypsin-Verdau
resultieren, wurden aus der Liste im Vorfeld entfernt.

Tabelle 4: Potenzielle Interaktionspartner von LMP1 geordnet nach ihrer Funktion.

Signaltransduktion Serin/Threonin-Proteinphosphatase 1a katalytische Untereinheit
Serin/Threonin-Proteinphosphatase 1 regulatorische Untereinheit 12A
CDA48 Antigen Vorlaufer

14-3-3 Protein B/a

14-3-3 Protein (/0

Interleukin-16 Vorlaufer
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Protein C140rf166

Guanin Nukleotid-bindendes Protein G(I) a-2 Untereinheit
Wachstumsfaktor-Rezeptor-gebundenes Protein 2
Ras-verwandtes Rab-Protein-24

Ras-verwandtes Rab-Protein-8B

Caspase-rekrutierende Domane enthaltendes Protein 11
Interferon-induziertes Transmembranprotein
Interleukin-28A Vorlaufer

Prohibitin

Prohibitin 2

Zytoskelett und
Adhasion

Myosin leichtes Polypeptid 6

F-Aktin capping Protein Untereinheit a-1
Tropomodulin 3

Myosin 10

Myosin 11

Twinfilin 2

Spektrin a-Kette des Gehirns

Spektrin B-Kette des Gehirns 1

Coronin 1C

0-Aktinin 4

Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein
Integrin a-E Vorlaufer

Protocadherin y A8 Vorlaufer

Usherin Vorlaufer

Proteasom und
Ubiquitinierung

Proteasom-Untereinheit a Typ 1’

Proteasom-Untereinheit § Typ 1 Vorlaufer

Kelch-ahnliches Protein 20

Vermutliche E3 Ubiquitin Proteinligase MYCBP2

Interferon-induzierter 17 kDa Proteinvorlaufer,
der ein Ubiquitin kreuzreaktives Protein enthalt

Nukleare Proteine

Histon H4

Nicht-POU-Domane-enthaltendes Oktamer-Bindeprotein
Jumon;ji/ARID-Domane enthaltendes Protein 1C
Heterogenes nukleares Ribonukleoprotein H’
Histon-Lysin N-Methyltransferase, H3-Lysin 79 spezifisch

Andere und unbekannte
Proteine

EF-Hand-Domane enthaltendes Protein 2
Hamoglobin Untereinheit 8
B-2-Mikroglobulin Vorlaufer

Cytochrom b5 Typ B Vorlaufer
Polypyrimidin-Trakt-bindendes Protein 1
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Elongationsfaktor 1-a 2

Proteindisulfidisomerase A3 Vorlaufer
Staphylococcus-Nuklease-Doméne-enthaltendes Protein 1
Triosephosphatisomerase

Ryanodin-Rezeptor 3

ATP-Synthase B-Kette, mitochondrialer Vorlaufer
ATP-Synthase a-Untereinheit, mitochondrialer Vorlaufer
Uncharakterisiertes Protein C1orf77
Zellulares-Nukleinsiure-bindendes Protein

Glutathion S-Transferase P

Nukleosiddiphosphase Kinase A

Cystein- und Glyzin-reiches Protein 1

Homeobox-Protein Cut-like 2

RNA-bindendes Protein MEX3A

DnaJ-Homolog Unterfamilie C Mitglied 8

GRIP1-assoziiertes Protein 1

Mikrosomales Triglycerid-Transportprotein, Vorldufer der grolen Untereinheit
Transferrin-Rezeptorprotein 1

Spannungsabhangiger L-Typ Kalziumkanal Untereinheit a-1S
Cytochrom C-Oxidase Untereinheit 4 Isoform 1, mitochondrialer Vorlaufer
Protein SSX5

41.6 Bestatigung der Interaktion von CD48 mit LMP1

Ein potentieller Interaktionspartner von LMP1, der sowohl in der massenspektrometrischen Analyse aus
IPs (vgl. Abbildung 15) als auch aus den TEV-Verdauen (vgl. Abbildung 27) identifiziert werden konnte, ist
CD48. Wahrend das Protein in dem ersten Ansatz nur in einer Analyse mit einer Wahrscheinlichkeit von
88 % gefunden wurde, erreicht es in der optimierten Analyse eine hohe Signifikanz. Auch wenn die ein-

zelnen Wahrscheinlichkeiten mit 87 % und 74 % unterhalb des geforderten Schwellenwerts lagen, wird es
durch die doppelte Identifikation mit hoher Wahrscheinlichkeit identifiziert. Bei der Auswertung der Einzel-
laufe mit Hilfe der GPS-Explorer-Software wurde es sogar in drei Laufen mit 99,8 %, 99,9 % und 91 %
detektiert. In Abbildung 28 ist ein MS/MS-Spekirum eines Peptides von CD48 exemplarisch dargestellt.
Hierbei fallt auf, dass in dem Spektrum beinahe vollstandige y- und b-Reihen gefunden werden konnten.
Das Spektrum stutzt damit die Identifizierung.
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Abbildung 28: MS/MS-Spektrum eines CD48-Peptids.

Gezeigt ist das MS/MS-Spektrum eines Peptids mit einer Masse von 1476,7 Da und den dazugehdrigen charakteris-
tischen Fragmenten der y- und b-lonen Reihen. Die einzelnen y- und b-lonen sind in tabellarischer Form aufgefiihrt.
Die vorhandenen y-lonen sind blau, die vorhandenen b-lonen rot hervorgehoben.

Die Interaktion zwischen LMP1 und CD48 sollte jetzt unabhangig von massenspektrometrischen Verfah-
ren Uberpriift werden. Dazu wurde aus 1x 108 Zellen der Linien 721, TEV-LCL5 und HA-LCL3 eine IP mit
a-HA-Antikorper (12CA5) und anschlieRender Western-Blot-Analyse durchgeflihrt.

721 TEV-LCLS HA-LCL3
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Abbildung 29: Endogenes CD48 koprazipitiert spezifisch mit LMP1.

1x 108 Zellen der Linien 721, TEV5 und LCL3 wurden in IP-Lysepuffer lysiert. AnschlieRend wurde eine Immunprazi-
pitation mit a-HA-Antikérper (12CA5) (Roche) durchgefiihrt. In der Western-Blot-Analyse wurde CD48 mit dem spezi-
fischen Antikdrper FL-243 (Santa Cruz Biotechnology) durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 29 gezeigt, erkennt der CD48-spezifische Antikorper in den IPs aus HA-LCL3 und TEV-
LCL5 eine Bande bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 43 kDa, also der erwarteten GrélRe von
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CD48 (Fukushima et al., 2005). In der Negativkontrolle, der IP aus 721, ist diese Bande nicht zu erkennen,
so dass gezeigt werden konnte, dass sich CD48 mit LMP1 spezifisch koprazipitieren lasst. Da die ver-
wendeten Lysate eine geringe Proteinkonzentration aufwiesen, lag CD48 hier am Rande (TEV-LCL5) bzw.
unterhalb (HA-LCL3 und 721) der Nachweisgrenze.

41.7 Bestatigung der Interaktion von TNIK mit LMP1

Ein weiteres interessantes Protein, das in der Auswertung mit der GPS-Explorer Software mit einem Total
lon Score von (iber 98% identifiziert wurde, ist die TRAF2 and Nck interacting kinase (TNIK). Hierbei
konnten zwei Peptide gefunden werden. Ein MS/MS-Spektrum eines der identifizierten Peptide von TNIK
ist in Abbildung 30 dargestellt. Dieses Protein wird in der Analyse mit Scaffold nicht identifiziert, was mit
der héheren Stringenz des verwendeten Algorithmus zu erklaren ist.
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Abbildung 30: MS/MS-Spektrum eines TNIK-Peptids.

Gezeigt ist das MS/MS-Spektrum eines 1476,7 Da grolRen Peptids. Die einzelnen Fragmente sind in tabellarischer
Form aufgefiihrt. Die vorhandenen y-lonen sind blau, die b-lonen rot im Spektrum hervorgehoben. In der Tabelle
sind identifizierte Peptide rot dargestellt.

Die Interaktion zwischen TNIK und LMP1 in LCLs sollte mit einem anderen, unabhéngigen Verfahren
bestatigt werden. Dazu wurden ca. 1x 108 721 Zellen in IP-Lysepuffer lysiert und TNIK mit einem spezifi-
schen Antikdrper prazipitiert. Wie in Abbildung 31 dargestellt, wird TNIK durch die Prazipitation deutlich
angereichert. Die Western-Blot-Analyse mit LMP1-spezifischem Antikorper zeigt, dass LMP1 spezifisch
mit TNIK kopréazipitiert. In der Isotypkontrolle ist LMP1 nicht detektierbar, hier weist der Antikérper lediglich
eine deutlich hohere laufende, unspezifische Bande nach. Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit
mit Anna Skoda durchgefiihrt.
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Abbildung 31: TNIK und LMP1 interagieren in LCLs.

Um LMP1 mit TNIK zu prazipitieren, wurden 1x 108 721 Zellen in IP-Lysepuffer lysiert. Pro Ansatz wurden 4 ug TNIK-
spezifischer Antikérper (BD Biosciences) bzw. einer Isotypkontrolle kovalent an 40 pl ProteinA Sepharose beads
gekoppelt und anschliefend Gber Nacht mit den Lysaten inkubiert. Dargestellt sind Western-Blot-Analysen mit TNIK-
spezifischem Antikorper (BD Biosciences) und mit dem LMP1-spezifischen Antikorper 1G6-3 (E. Kremmer).

o o~ w
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Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, welche LMP1-Doméne die Bindung von TNIK an LMP1
vermittelt. In Zusammenarbeit mit Anna Skoda wurden HEK293 Zellen mit HA-LMP1 wt und verschiede-
nen Mutanten transfiziert und wiederum eine TNIK-Prazipitation durchgefiihrt. In der Mutante HA-LMP1
A371-386 sind die letzten 16 Aminosauren delektiert, so dass diese Mutante kein TRADD oder RIP mehr
binden kann und die CTAR2-abhangigen Signalwege nicht mehr aktiviert werden kénnen. In HA-LMP1
PQT—AAA ist die TRAF-Bindestelle innerhalb von CTAR1 mutiert, was zu einem Verlust der Aktivierung
des nicht-kanonischen NF-kB Signalweges durch LMP1 fiihrt. In der Doppelmutante HA-LMP1
PQT—AAA A371-386 sind sowohl CTAR1 als auch CTAR2 zerstért. Mit Hilfe dieser Mutanten sollte
aufgeklart werden, ob die Bindung zwischen TNIK und LMP1 von CTAR1 oder CTAR2 vermittelt wird.

Obwohl alle LMP1-Konstrukte gleich exprimiert wurden und TNIK in allen Ansétzen in gleichen Mengen
prazipitiert wurde, konnte HA-LMP1 nur dann in der IP detektiert werden, wenn es (ber ein funktionsfahi-
ges CTAR2-Motiv verfiigte (siehe Abbildung 32). TNIK bindet demnach uber CTAR2 an LMP1. Die Frage,
ob diese Bindung direkt oder indirekt ist und Giber welche Faktoren diese Bindung ggf. vermittelt wird, kann
zum jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden (vgl. Kapitel 5.1.5).
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Abbildung 32: TNIK interagiert mit LMP1 iiber CTAR2.

HEK293 Zellen wurden in 15 cm-Schalen ausgesat und bei einer Konfluenz von ca. 80 % mit 20 ug DNA folgender
Expressionsplasmide transfiziert: HA-LMP1 A194-386, HA-LMP1 wt, HA-LMP1 A371-386, HA-LMP1 PQT—AAA,
HA-LMP1 PQT—AAA/A371-386. 20 h nach Transfektion wurden die Zellen in IP-Lysepuffer lysiert. Pro Ansatz
wurden 4 pg TNIK-spezifischer Antikérper (BD Biosciences) bzw. eine Isotypkontrolle kovalent an 40 pl ProteinA
Sepharose beads gekoppelt und anschlieBend mit den Lysaten (iber Nacht inkubiert. Dabei wurden pro Ansatz
jeweils 1,5mg Gesamtprotein eingesetzt. Dargestellt sind Western-Blot-Analysen der IPs mit einem TNIK-
spezifischen Antikérper (BD Biosciences) und mit dem LMP1-spezifischen Antikérper 1G6-3 (E. Kremmer). Um die
Expression der LMP1-Kontrukte zu Uberprifen, wurde eine Western-Blot-Analyse mit dem HA-spezifischen Antikér-
per 12CA5 (Roche) von den Lysaten durchgefihrt.

4.2  Verifizierung und Charakterisierung von SHP-1 als LMP1-bindendes
Protein

Nachdem sich der erste Teil der Arbeit mit der Identifizierung von neuen potenziellen Interaktionspartnern
von LMP1 beschaftigt hat, sollte im zweiten Teil ein Kandidat genauer untersucht werden. Die Phosphata-
se SHP-1 wurde in einem GST-Koprazipitationsansatz in unserer Arbeitsgruppe durch Thomas Knéfel
identifiziert. Der von ihm verwendete Versuchsaufbau ist in Abbildung 33 beschrieben.
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Abbildung 33: Prozessschritte zur Identifikation von LMP1-interagierenden Proteinen aus Tonsillen-Lysaten.
Dargestellt ist eine schematische Ubersicht zur massenspektrometrischen Analyse von LMP1-Bindeproteinen durch
Koprazipitationsexperimente mit GST-LMP1 Fusionsproteinen aus Tonsillen-Lysaten. Fiir nahere Erlduterungen des
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Hierzu wurden menschliche Mandeln (Tonsillen) zerkleinert und lysiert. Die Lysate wurden dann Uber
Nacht mit aufgereinigtem GST-TEV-LMP1 (vgl. Abschnitt 4.1.4.2) inkubiert, das mit Glutathion-Sepharose
beads immobilisiert worden war. Als Kontrolle diente mit Glutathion-Sepharose beads immobilisiertes
GST. Nach der Préazipitation wurde der C-Terminus von LMP1 von dem immobilisierten GST mit der TEV-
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Protease geschnitten und das TEV-Eluat tryptisch verdaut. Die Peptide wurden Uber eine HPLC fraktio-
niert und massenspektrometrisch analysiert. Hierbei wurde SHP-1 mit einem Mascot lon Score von 49
(Rank 1) identifiziert, was einer statistisch signifikanten Identifikation entspricht. Mit den in dieser Arbeit
verwendeten massenspektrometrischen Verfahren konnte SHP-1 nicht als LMP1-interagierendes Protein
identifiziert werden. Warum das so ist, wird Gegenstand eines spateren Abschnitts dieser Arbeit sein (vgl.
Kapitel 5.2.1).

421 Verifikation von SHP-1 als LMP1-interagierendes Protein

Um zu zeigen, dass SHP-1 tatsachlich auch unter endogenen Bedingungen an LMP1 bindet, sollte die
Interaktion mit einem unabh&ngigen Verfahren alternativ zur Massenspektrometrie gezeigt werden. Hierzu
wurden IPs aus 1x 108 HA-LCL3 Zellen sowie als Kontrolle aus 1x 108 721 Zellen mit dem a-HA-
Antikorper 12CA5 (Roche) durchgeflihrt und eine Western-Blot-Analyse mit LMP1- und SHP-1-
spezifischem Antikorper durchgefiihrt.

721 HA-LCL3
s s IP: a-HA
> o Fa
1 WB: a-SHP-1
S |ws® @ o | <—SHP-
55
1?1 WB: a-LMP1
= e | <—LVP1
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Abbildung 34: Endogenes SHP-1 koprézipitiert spezifisch mit LMP1.

1x 108 Zellen der Linien 721 und LCL3 wurden in IP-Lysepuffer lysiert und eine Immunprézipitation mit dem a-HA-
Antikdrper 12CA5 (Roche) durchgefiihrt. Es wurden Western Blot- Analysen mit einem SHP1-spezifischen Antikorper
(BD Biosciences) sowie mit dem LMP1-spezifischen Antikérper CS1-4 (Dako) vorgenommen.

Abbildung 34 zeigt, dass in der LMP1 Immunpréazipitation aus HA-LCL3 Zellen auch SHP-1 nachgewiesen
werden kann. In der Kontroll-IP aus 721 Zellen ist keine SHP-1 spezifische Bande erkennbar, obwohl
SHP-1 auch in diesen Zellen im Lysat in hohem MaRe exprimiert wird. So konnte die Interaktion zwischen
endogenem SHP-1 und LMP1 in LCLs bestatigt werden.

4.2.2 Kartierung der SHP-1 Bindestelle von LMP1

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SHP-1 tatsachlich mit LMP1 interagiert, sollte im nachsten Schritt
die Bindestelle von SHP-1 an LMP1 genauer untersucht werden. Hierzu wurden GST-Koprézipitationen
aus DG75-Lysaten durchgefiihrt. Bei der Zelllinie DG75 handelt es sich um eine EBV-negative Burkitt-
Lymphom Linie, so dass GST-LMP1-Kdderproteine nicht mit endogenem LMP1 aus der Zelle um die Bin-
dung von SHP-1 konkurrieren. Die Kdderproteine wurden in Bakterien exprimiert und dber Glutathion-
Sepharose immobilisiert (vgl. die Abschnitte 3.5.7 und 3.5.8). Die so aufgereinigten Fusionsproteine wur-
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den Uber Nacht mit dem Lysat aus 3,5x 108 Zellen inkubiert und anschliefend analysiert, ob sie SHP-1
gebunden hatten. Als Negativkontrolle diente GST, wahrend die Positivkontrolle GST-LMP1 (181-386)
darstellte, ein Fusionsprotein aus GST und dem C-Terminus von LMP1 (As 181-386). Darliber hinaus
wurden mehrere andere Mutanten verwendet. GST-LMP1 (181-386) PQT—AAA besitzt eine Mutation in
CTAR1. Der Austausch des PxQxT-Motivs zu AxAxA resultiert in einem Verlust der TRAF-Bindung an
CTAR1. GST-LMP1 (181-370) enthalt nur die As 181-370. Diese Deletion in CTAR2 verhindert die Inter-
aktion mit TRADD und RIP. GST-LMP1 (181-370) PQT—AAA vereint die beiden zuvor beschriebenen
Mutationen auf ein Molekil, so dass weder CTAR1 noch CTAR2 funktionell ist. GST-LMP1 (181-230)
enthalt nur die As 181-230, wahrend in GST-LMP1 (181-386) A212-231 die As 212-231 aus dem C-
Terminus von LMP1 deletiert sind. In der Mutante GST-LMP1 (181-386) sub1 sind die As 189-201 durch
Alanine substituiert (Sandberg et al., 1997).
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Abbildung 35: LMP1 bindet SHP-1 iiber den C-Terminus, die bekannten Bindemotive sind nicht involviert.
Klare Zelllysate aus je 3,5x 108 DG75 Zellen pro Ansatz wurden tiber Nacht mit an Glutathion-Sepharose beads
immobilisiertem GST bzw. GST-LMP1-Fusionen bei 4°C inkubiert. Als Leerkontrolle dienten Glutathion-Sepharose
beads immobilisiertem GST bzw. GST-LMP1, die mit Lysepuffer anstellt von Zelllysaten inkubiert wurden. Am fol-
genden Tag wurden die beads gewaschen und die prazipitierten Proteine mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt.
Eines der Gele wurde mit Coomassie gefarbt, mit zwei anderen wurden Western-Analysen mit SHP1- (C-21; BD
Biosciences) und TRAF3- (H-20; Santa Cruz Biotechnology) spezifischen Antikrpern durchgefiihrt. In der Coomas-
sie-Farbung sind die GST-Fusionsproteine durch * gekennzeichnet.
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Interessanterweise konnten alle verwendeten Mutanten mit Ausnahme der Negativkontrolle SHP-1 noch
binden, wie in Abbildung 35 in der Western-Blot-Analyse mit SHP-1-spezifischem Antikdrper zu erkennen
ist. TRAF3 wies das erwartete Muster auf, in dem die Bindung an LMP1 von dem PxQxT-Motiv abhéngt.
War dies mutiert, band TRAF3 nicht mehr. Mutationen in der Nahe des Motivs, wie bei GST-LMP1 (181-
386) A212-231, flhrten zu einer verminderten TRAF3-Bindung.

Es fallt auf, dass sich die SHP-1-spezifischen Banden nicht auf exakt gleicher Héhe befanden. Diese
Abweichungen lassen sich dadurch erklaren, dass GST-LMP1 und SHP-1 (ber ein sehr &hnliches Mole-
kulargewicht verfligen. Dadurch, dass das bakterielle GST-LMP1 in sehr groBen Mengen in den Proben
vorhanden war (siehe Coomassiefarbung in der gleichen Abb.), verdréngt es das etwa gleich groBe SHP1
und drickt es an den unteren Rand der GST-LMP1 Banden. Dieses Phanomen tritt bei der Deletionsmu-
tante GST-LMP1 (181-230) nicht auf, da es deutlich kleiner als SHP-1 ist.

Es lieR sich daher feststellen, dass die Interaktion von SHP-1 mit LMP1 unabhangig von TRAF war, da
LMP1-Mutanten, die (iber keine funktionelle TRAF-Bindestelle mehr verfiigten, mit SHP-1 interagieren
konnten. Darliber hinaus scheint SHP-1 nicht Uber eines der bekannten Bindemotive fiir Signalproteine
von LMP1 rekrutiert zu werden. Stattdessen musste ein neuer Bereich aus den As 181-230 fir die Bin-
dung verantwortlich sein.
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Abbildung 36: Fiir die Bindung an SHP-1 sind die Aminosauren 191 bis 201 von LMP1 verantwortlich.

Klare Zelllysate aus je 4,8x 108 DG75 Zellen pro Ansatz wurden (iber Nacht mit an Glutathion-Sepharose beads
immobilisiertem GST bzw. GST-LMP1-Fusionen bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die beads gewaschen
und die prazipitierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. Es wurden Wes-
tern-Blot-Analysen mit SHP-1- (C-21; BD Biosciences) und TRAF3- (H-20; Santa Cruz Biotech) spezifischen Antikdr-
pern durchgefiihrt. In der Ponceau S-Farbung im unteren Teil der Abbildung sind die GST-Fusionsproteine durch *
gekennzeichnet.
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Um den Bereich, der fir die Rekrutierung von SHP-1 verantwortlich ist, genauer zu analysieren, wurden
weitere LMP1-Mutanten als GST-Fusionsproteine kloniert. Dass GST-LMP1 (181-230) noch SHP-1 bin-
den konnte, schlieBt aus, dass die Bindestelle auerhalb von As 181-230 liegt. Um systematisch vorzuge-
hen, wurden daher schrittweise jeweils weitere 10 As deletiert, so dass die Konstrukte GST-LMP1 (181-
220), GST-LMP1 (181-210) und GST-LMP1 (181-200) entstanden (zur genauen Beschreibung der Klo-
nierung siehe Abschnitte 3.3.11.1und 3.3.11.2). Um sicherzustellen, dass SHP-1 nicht Uber die kurze
Ubergangssequenz zwischen GST und dem C-Terminus von LMP1 band, wurde eine neue Negativkon-
trolle kloniert. Diese verfiigte nach dem GST noch iiber die besagte Ubergangssequenz und wurde
GST-stop genannt (siehe Abschnitt 3.3.11.3).

Analog zu dem vorangegangenen Experiment wurde mit diesen Konstrukten ein GST-Koprazipitationsex-
periment durchgefiihrt. Hierbei konnte ausgeschlossen werden, dass die Ubergangssequenz fiir die Bin-
dung von SHP-1 verantwortlich war (Abbildung 36). Die Gbrigen Konstrukte konnten jedoch alle SHP-1
binden.

Fasst man die Ergebnisse aus beiden Experimenten zusammen, bleibt nur noch ein sehr kleiner Bereich
von acht As (181LIWMYYHGygg) Ubrig, der fur die SHP-1 Bindung an LMP1 verantwortlich sein kann. Er ist
schematisch in Abbildung 37 dargestellt. LMP1 enthalt kein klassisches SHP-1-Bindemotiv. Betrachtet
man allerdings die acht verbleibenden As, fallt eine gewisse Ahnlichkeit mit dem (atypischen) Bindemotiv
von SHP-1 an die TNFR-Familie auf. Dieses Motiv wurde 2002 von Daigle et al. als YxxL beschrieben
(Daigle et al., 2002), wahrend die relevante Region in LMP1 ein ,LIxxYY-Motiv* (As 181-186) enthalt. Die
Zusammensetzung der As ist ahnlich, jedoch in umgekehrter Reihenfolge. Aufgrund dieser Annahme
einer Ahnlichkeit wurden weitere Mutanten generiert, die auf dem Konstrukt GST-LMP1 (181-200) basier-
ten. So wurde jeweils eines der beiden Tyrosine bzw. beide Tyrosine, das Leucin und das Isoleucin in
Alanin konvertiert (GST-LMP1 (181-200) Y1gsA, GST-LMP1 (181-200) Y1gsA und GST-LMP1 (181-200)
Ag1AxxAA). Die Klonierungen sind in Abschnitt 3.3.11.2 genauer beschrieben.

88L9HMIN$

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Aminoséuren, die die Bindung von SHP-1 an LMP1 vermitteln
konnten.

Nach den Ergebnissen der Koprazipitationsexperimente musste die Interaktion zwischen SHP-1 und LMP1 durch die
As 181 bis As 188 von LMP1 vermittelt werden. Dieser Bereich einschlieflich der Aminosduresequenz in der Ein-
Buchstaben-Annotation ist orange hervorgehoben.

Ob SHP-1 diese Mutanten noch binden konnte, wurde wiederum in einem Koprazipitationsexperiment
untersucht, das in Abbildung 38 dargestellt ist. Hierbei wurde GST-LMP1 (181-230) als Positivkontrolle
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verwendet. Dieses Konstrukt hat gegeniiber GST-LMP1 (181-200) den Vorteil, dass diese Mutante noch
in der Lage ist TRAF3 zu binden, was eine weitere Kontrolle der Koprazipitation darstellt. Wahrend GST-
LMP1 (181-200) SHP-1 deutlich rekrutierte, war die Bindung deutlich schwacher, wenn eines der beiden
Tyrosine ausgetauscht war. In dem Konstrukt GST-LMP1 (181-200) A1s1AxxAA war keine Interaktion mit
SHP-1 mehr zu erkennen. Anhand dieser Ergebnisse lieR sich jedoch nicht endgilltig klaren, ob die beiden
Tyrosine fir die Interaktion mit SHP-1 verantwortlich waren oder ob das gesamte ,LIxxYY-Motiv* ben6tigt
wurde. Daher wurde das Konstrukt GST-LMP1 (181-200) AsgsA kloniert (siehe Abschnitt 3.3.11.2), in dem
beide Tyrosine nicht aber das Leucin und das Isoleucin zu Alanin mutiert sind. Das Kopréazipitationsexpe-
riment mit dieser Mutante ist in Abbildung 39 dargestellt. Es wird deutlich, dass sowohl mit GST-
LMP1 (181-200) A1g1AxxAA als auch mit GST-LMP1 (181-200) AgsA kein SHP-1 prézipitiert wurde. Damit
konnte gezeigt werden, dass flr die Bindung von SHP-1 an LMP1 die beiden Tyrosine Y1gs und Y1gs €5-
senziell sind. Das Bindemotiv weicht damit von der von Daigle et al. beschriebenen Sequenz ab. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass neben Y1gs und Y+gs weitere Aminosauren innerhalb von LMP1 an der
Bindung beteiligt sind.
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Abbildung 38: Die Tyrosine Tyr1ss und Tyr1ss in LMP1 sind fiir die SHP1-Bindung essentiell.

Klare Zelllysate aus je 2,8x 108 DG75 Zellen pro Ansatz wurden tiber Nacht mit an Glutathion-Sepharose beads
immobilisiertem GST bzw. GST-LMP1-Fusionen bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die beads gewaschen
und die prazipitierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. Es wurden eine
Coomassie-Farbung eines Geles sowie Western-Blot-Analysen mit SHP-1- spezifischen (C-21; BD Biosciences) und
TRAF3- spezifischen (H-20; Santa Cruz Biotech) Antikdrpern durchgefiihrt. In der Coomassie-Farbung sind die GST-
Fusionsproteine durch * gekennzeichnet.
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Die bisher bekannten Bindestellen von SHP-1 zeichnen sich durch die Anwesenheit von phosphorylierten
Tyrosinen aus (Songyang et al., 1994). Die Frage, ob diese Phosphorylierung auch bei den Tyrosinen von
LMP1 notwendig ist, kann zu diesem Zeitpunkt nicht mit absoluter Sicherheit beantwortet werden. Trotz
ausfihrlicher Analysen der Phosphorylierungsstellen an LMP1 gibt es in der Literatur keinen Hinweis auf
eine Tyrosin-Phosphorylierung. Weiterhin ist zu berlcksichtigen, dass die Kopréazipitationen mit bakteriell
exprimierten GST-LMP1-Fusionen durchgefiihrt wurden, sie also urspriinglich nicht phosphoryliert waren.
Es ist nicht auszuschlielen, jedoch sehr unwahrscheinlich, dass die Tyrosine von GST-LMP1 erst im
Lysat phosphoryliert werden, bevor SHP-1 binden kann.

Zusammenfassend I&sst sich sagen, dass die identifizierte Interaktionsstelle sowohl fiir LMP1 als auch fr
SHP-1 ein bisher unbekanntes Bindemotiv darstellt. Damit verfligt LMP1 neben CTAR1 und CTAR2 noch
iber eine weitere Region im C-Terminus des Proteins, die Interaktionspartner rekrutieren kann. Sie befin-
det sich N-terminal von CTAR1 direkt unter der Transmembrandomane.
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Abbildung 39: Leucinssi und Isoleuciniss sind keine zentralen Bestandteile des SHP-1-Bindemotivs an LMP1.
Klare Zelllysate aus je 4,8x 108 DG75 Zellen pro Ansatz wurden (iber Nacht mit an Glutathion-Sepharose beads
immobilisiertem GST bzw. GST-LMP1-Fusionen bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die beads gewaschen
und prazipitiert. Anschliefend wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht mit Hilfe von SDS-PAGE aufge-
trennt und Immunoblot-Analysen mit SHP1- spezifischen (C-21; BD Biosciences) und TRAF3- spezifischen (H-20;
Santa Cruz Biotechnology) Antikdrpern durchgefiihrt. In der Ponceau S-Férbung sind die GST-Fusionsproteine durch
* gekennzeichnet.

Die Frage, ob es sich bei der Interaktion zwischen SHP-1 und LMP1 um eine direkte oder indirekte Bin-
dung handelt, lasst sich mit den hier durch gefihrten Experimenten nicht abschliefend beantworten. So
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kénnten auch andere Faktoren, die sich mit SHP-1 im Zelllysat befinden, die Bindung vermitteln. Da es
sich aber um eine relativ starke, gut nachweisbare Interaktion handelt, ist es wahrscheinlicher, dass
SHP-1 direkt mit LMP1 interagiert (vgl. auch hierzu auch Abschnitt 5.2.1).

4.2.3 Verifikation des SHP-1 Bindemotivs von LMP1 in humanen B-Zellen

Nachdem in GST-Kopréazipitationen die beiden Tyrosine Y1g5 und Y1gs als SHP-1 Bindemotiv identifiziert
werden konnten, sollte dieses Motiv im né&chsten Schritt mit einem anderen experimentellen Verfahren
uberpriift werden. Koimmunprazipitationen haben gegeniiber den Koprazipitationen mit bakteriell expri-
mierten GST-Fusionsproteinen aus Abschnitt 4.2.2 den Vorteil, dass sich der Komplex innerhalb der Zelle
bilden kann. Daher sollte die Abhéngigkeit der Interaktion von SHP-1 und LMP1 von Y1gs und Y+gs durch
Koimmunpréazipitation aus humanen B-Zellen verifiziert werden.

Hierzu musste zunachst ein geeignetes System generiert werden. Da fiir Koimmunprazipitationen mit
endogenen Proteinen oft sehr groBe Zellmengen bendtigt werden, ist ein transientes System nicht ideal.
Stabile B-Zellen zu generieren, die dauerhaft exogen LMP1 exprimieren, ist aufgrund der Toxizitat von
groReren Mengen an LMP1 wenig erfolgversprechend (vgl. Abschnitt 4.1.1). Daher wurde das EREB2-5
Zellsystem verwendet (Kempkes et al., 1995; Kempkes et al., 1996). Bei diesen Zellen handelt es sich um
LCLs, die auf dem EBV-Episom kein EBNA2-Gen enthalten. Stattdessen besitzen sie ein weiteres episo-
males Plasmid, das fiir eine Fusion der Hormonbindestelle des Ostrogenrezeptors mit EBNA2 kodiert
(EBNA2-ER). Durch die Fusion wird EBNA2 éstrogeninduzierbar, so dass EREB2-5 Zellen ohne die Zu-
gabe von Ostrogen kein EBNA2 exprimieren. Da der virale LMP1-Promotor von dem Transkriptionsfaktor
EBNA2-abhangig ist, kann in der Abwesenheit von Ostrogen auch kein LMP1 gebildet werden. LCLs be-
nétigen jedoch LMP1 fiir die Transformation, so dass EREB2-5 Zellen in Abwesenheit von Ostrogen nicht
Uberleben kdénnen. Dieser Effekt kann durch exogenes LMP1 teilweise revertiert werden. Da EBNA2 ne-
ben der Induktion von LMP1 noch andere essenzielle Aufgaben (ibernimmt, kann die Expression von
exogenem LMP1 das Absterben von LMP1 nicht verhindern, sondern nur herauszégern (Zimber-Strobl et
al., 1996).

EREB2-5 Zellen haben jedoch den Vorteil, dass man durch den Entzug von Ostrogen das endogene
LMP1 abschalten und ggf. durch ein exogenes LMP1 ersetzen kann (vgl. Abbildung 40). Dieser neuartige
Ansatz schafft damit ein induzierbares System, in dem das endogene LMP1 durch exogene LMP1 Mutan-
ten ersetzt werden kann. Die Zellen wurden daher mit verschiedenen pRTS1-Konstrukten transfiziert.
Hierbei handelt es sich um ein Vektorsystem, das episomal in den Zellen persistiert und dber einen Doxy-
cyclin-induzierbaren bidirektionalen Promotor verfligt (Bornkamm et al., 2005). Der Ausgangsvektor
PRTS1 exprimiert eGFP und B-Laktamase. Von ihm leiten sich folgende LMP1-Konstrukte ab, bei denen
die B-Laktamase durch LMP1 bzw. eine Mutante substituiert ist: pRTS1-LMP1 wt, pRTS1-LMP1
A131AXXAA und pRTS1-LMP1 A185A.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung des EREB-pRTS1-Systems.

Durch den Ostrogen-induzierbaren Promotor kann EBNA2 in EREB2-5 Zellen nur in Anwesenheit von Ostrogen
exprimiert werden. Der virale LMP1-Promotor ist von EBNA2 abhdngig. Wird in diese Zellen ein Doxycyclin-
induzierbares LMP1-Expressionsplasmid (pRTS1) eingebracht, kann das endogene LMP1 durch das exogene er-
setzt werden, wenn den Zellen kein Ostrogen aber Doxycyclin zugesetzt wird.

Nach der Transfektion mit den oben erwéhnten pRTS1-Konstrukten wurden die Zellen zunachst in Medi-
um mit Ostrogen expandiert. Da die Transfektionseffizienz mit 3-4 % sehr gering war, war es nétig, die
transfizierten Zellen anzureichern. Obwohl die verwendeten Konstrukte Uber eine Puromycin-Resistenz
verfligten, blieben Selektionen mit unterschiedlichen Puromycin-Konzentrationen erfolglos. Die Ursache
hierflr bleibt unklar, da einige Zellen nachweislich das Konstrukt trugen. Daher wurden die transfizierten
Zellen stattdessen durch FACS-Sortierung angereichert. Dazu wurden die GFP-Expression durch 1 pg/ml
Doxycyclin induziert und die Zellen nach zwei Tagen in Kollaboration mit Herrn J.W. Ellward (Zellsortier-
service des Helmholtz Zentrums Miinchen) im FACS sortiert. Die resultierenden Zelllinien wurden EREB-
pRTS1, EREB-pRTS1-LMP1 wt, EREB-LMP1 A151AxxAA und EREB-LMP1 AsssA genannt. Wahrend die
Zellen direkt nach dem Sortieren zu lber 95 % GFP exprimierten, reduzierte sich die Anzahl der GFP-
positiv Zellen nach der Expansion auf ca. 50 %. Dieser Anteil lieR sich auch wiederholtes Sortieren nicht
deutlich erhéhen, was darauf hinweisen konnte, dass der Promotor der pRTS1-Konstrukte methyliert und
damit inaktiviert wurde. Denkbar ware auch, dass die Zellen, die GFP nicht exprimierten Uber einen
Wachstumsvorteil verfiigten. Da die Zellen aber in Abwesenheit von Doxycyclin (dox) kultiviert wurden, so
dass die Gene der pRTS-Konstrukte nicht expimiert wurden, ist diese Erklarung sehr unwahrscheinlich.

Um zu Uberpriifen, ob in den Zellen tatsachlich das endogene LMP1 durch exogenes LMP1 ersetzt wer-
den konnte, wurden 5x 105 Zellen zwei Tage das Ostrogen entzogen und 1 pg/ml Doxycyclin zugesetzt.
Nach der Lyse wurde die Expression von LMP1 in einer Western-Blot-Analyse mit LMP1-spezifischen
Antikdrpern untersucht. In EREB-pRTS1 Zellen lieR sich nach zwei Tagen ohne Ostrogen kein LMP1
mehr nachweisen, wahrend die Zellen mit Ostrogen LMP1 exprimieren (siehe Abbildung 41). Auch in den
(ibrigen Zelllinen ist nach zwei Tagen ohne Ostrogen kein endogenes LMP1 mehr nachweisbar. Durch die
Zugabe von Doxycyclin kann das exogene LMP1 induziert werden, es Ubersteigt sogar die endogene
Expression.
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Abbildung 41: In den EREB-pRTS1-Zelllinien lasst sich endogenes und exogenes LMP1 durch Ostrogen bzw.
Doxycyclin regulieren.

1x 108 Zellen der Linien EREB-pRTS1, EREB-pRTS1-LMP1 wt und EREB-pRTS1-LMP1 A1gsA wurden in Abwesen-
heit von Ostrogen mit und ohne 1 ug/ml Doxycyclin kultiviert. Als Kontrolle dienten 1x 108 Zellen der Linie EREB-
pRTS1, die mit 1 yM Ostrogen inkubiert wurden. Die LMP1-Expression dieser Zellen entspricht der endogenen Ex-
pression (linke Spur). Nach zwei Tagen wurden die Zellen lysiert und Proteinmengenaquivalente im Western Blot auf
LMP1-Expression mit dem spezifischen Antikdrper CS1-4 (Dako) untersucht.

Ob LMP1 AsgsA, bei dem Y185 und Y186 jeweils zu Alanin mutiert wurden, in der Lage ist, SHP-1 zu bin-
den, sollte eine IP von LMP1 aus den Zelllinien EREB-pRTS1, EREB-pRTS1-LMP1 wt und EREB-LMP1
AsgsA Klaren. Dazu wurde zunichst das Ostrogen ausgewaschen. Danach wurden die Zellen in RPMI-
Vollmedium ohne Ostrogen in Gegenwart von 1 pg/ml Doxycyclin fiir zwei Tage inkubiert. In dieser Zeit
konnte das endogene LMP1 herunterreguliert werden, wahrend die pRTS1-Konstrukte exprimiert wurden.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, LMP1 prazipitiert und die Proben mittels eines Western Blots auf
die Bindung von SHP-1 hin analysiert. Da mit den sonst in dieser Arbeit verwendeten Lysepuffer in diesen
Zellen keine Interaktion zwischen LMP1 und SHP-1 gezeigt werden konnte, wurde die Zellen stattdessen
in 0, 25 % Brij-96 V in PBS mit dem Proteaseinhibitor Complete (Roche) lysiert.

Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abbildung 42 dargestellt. Wie erwartet, lieR sich LMP1 aus
EREB-pRTS1-LMP1 wt und EREB-LMP1 AsgsA Zellen gut prézipitieren, wahrend in der Negativkontrolle
(EREB-pRTS1) kein LMP1 prézipitiert wurde. Der Entzug von Ostrogen iber die Dauer von zwei Tagen
fuhrte demnach zu einem vollstandigen Abbau des endogenen LMP1. Die exogenen Proteine wurden gut
und auf vergleichbarem Expressionsniveau exprimiert. Wahrend alle Zelllinien tber groRe Mengen von
endogenem SHP-1 im Lysat verfiigten, konnte das Protein nur aus den EREB-pRTS1-LMP1 wt Zellen mit
LMP1 kopréazipitiert werden. Auch wenn das SHP-1 Signal schwach ist, bestatigt das Experiment die Be-
deutung der Tyrosine Y+gs und Y1gs als Bindestelle von SHP-1 an LMP1.
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Abbildung 42: In IPs aus humanen B-Zellen prazipitiert nur LMP1 wt, nicht aber LMP1 A1ssA SHP-1.

5x 108 Zellen der Linien EREB-pRTS1, EREB-pRTS1-LMP1 wt, EREB-pRTS1-LMP1 AtgsA wurden in RPMI-
Vollmedium ohne Ostrogen gewaschen und in RPMI-Vollmedium ohne Ostrogen mit 1 ug/ml Doxycyclin fir
zwei Tage inkubiert. Nach der Lyse der Zellen in 0,25 % Brij-96 V in PBS mit dem Proteaseinhibitor Complete (Ro-
che) wurde LMP1 mit dem LMP1-spezifischen Antikorper 1G6-3 (E. Kremmer) fir 2 h bei 4 °C prézipitiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 0,05 % Brij-96 V in PBS wurden die Proben im Western Blot mit dem SHP-1-spezifischen
Antikorper C-19 (Santa Cruz Biotechnology) bzw. mit dem LMP1-spezifischen Antikorper CS1-4 (Dako) analysiert.
Die SHP-1-spezifische Bande in der IP aus EREB-pRTS1-LMP1 wt ist mit * markiert.

424 SHP-1reguliert die LMP1-induzierte NF-kB-Aktivierung

Nachdem SHP-1 als LMP1-bindendes Protein bestatigt und die Bindestelle kartiert worden war, sollte eine
magliche Rolle von SHP-1 in der Signaltransduktion von LMP1 untersucht werden. SHP-1 kann eine Rei-
he zellularer Signalwege beeinflussen, wobei es oft als negativer Regulator wirkt (vgl. Abschnitt 1.3.2.2).
Zu den von SHP-1 regulierten Transkriptionsfaktoren gehort auch NF«B, der von LMP1 Uber zwei ver-
schiedene Signalwege aktiviert wird (vgl. Abschnitt 1.2.4.4). Daher sollte untersucht werden, ob SHP-1 in
die NF-kB-Induktion von LMP1 eingreift.

Um dieser Frage nachgehen zu kénnen, sollte ein System verwendet werden, in dem die Induktion von
NF-kB in An- oder Abwesenheit von SHP-1 betrachtet werden konnte. Ein zuverlassiges System stellt ein
SHP-1-defizientes Zellsystem mit der dazugehdrigen Kontrolllinie dar. Ein solches System existiert in
DT40 Zellen (Maeda et al., 1998; Ono et al., 1997) und ist kommerziell erhaltlich. Bei DT40 Zellen handelt
es sich um Huhner-B-Lymphozyten, die sich durch eine ausgesprochen hohe Rate an homologer Rekom-
bination auszeichnen, so dass somatische knockouts von Genen vergleichsweise einfach zu generieren
sind (Winding and Berchtold, 2001). DT40 SHP-1 -/- Zellen wurden uns von Tomohiro Kurosaki (RIKEN
Institute, Japan) zur Verfiigung gestellt.

Leider existieren kaum Antikdrper, die gegen Hihnerproteine gerichtet sind, so auch keiner, der spezifisch
fur SHP-1 ware. Um sicherzustellen, dass die DT40 SHP-1 -/- Zellen tatsachlich SHP-1 defizient waren,
wurde die RNA aus DT40 wt (SHP-1 +/+) und DT40 SHP-1 -/- Zellen isoliert und cDNA generiert. An-
schlieBend wurde eine PCR mit SHP-1 spezifischen Primern durchgeflhrt. Als Kontrolle diente eine PCR
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mit Primern fiir das Haushaltsgen Thioredoxin1. Wie in Abbildung 43 dargestellt, konnte in beiden Zellli-
nien Thioredoxin1 amplifiziert werden, ein PCR-Produkt von SHP-1 war jedoch nur in den DT40 wt Zellen
nachweisbar. Die DT40 SHP-1 -/- Zellen waren also wirklich SHP-1 defizient.
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Abbildung 43: Die Zelllinie DT40 SHP-1 -/- ist tatséchlich SHP-1-defizient.

Die Genexpression von SHP-1 in DT40 wt und DT40 SHP-1 -/- Zellen wurde auf mRNA Ebene untersucht. Dazu
wurde RNA isoliert und mit reverser Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben. SHP-1-mRNA wurde durch PCR mit
spezifischen Primern nachgewiesen (erwartete Produktgrofie: 436 bp). Als Kontrolle dienten spezifische Primer fiir
den Nachweis von Thioredoxin 1-mRNA (erwartete ProduktgroRe: 273 bp).

Nachdem die Zellen kontrolliert worden waren, wurden Luziferase-Reportergen-Versuche in DT40 wt und
DT40 SHP-1 -/- Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden beide Linien mit Expressionskonstrukten fir HA-LMP1
wt und HA-LMP1 A194-386 sowie mit HA-LMP1 PQT—AAA/Y 334G zur Bestimmung der Basiswerte trans-
fiziert. In allen Ansétzen wurden aulfRerdem das NF-kB-Luziferase-Reporterkonstrukt 3xkB-Luc und ein
PGK-Renilla-Reportergenkonstrukt transfiziert. Das PGK-Renilla-Reportergenkonstrukt ist unabhéngig von
der Expression von LMP1 und wird nicht von NF-kB beeinflusst. Es diente der Normierung der Ansatze im
Bezug auf die Transfektionseffizienz.

Wie in Abbildung 44 dargestellt, wurde der Transkriptionsfaktor NF-kB durch LMP1 in SHP-1 defizienten
DT40 Zellen signifikant starker aktiviert. Wahrend LMP1 in DT40 wt Zellen zu einer 7,1 fachen Induktion
fuhrte, wurde in DT40 SHP-1 -/- eine 14,2 fache Induktion erreicht. Die Abwesenheit der Phosphatase
fhrte zu einer Verdopplung der Induktion. SHP-1 scheint daher einen negativen Effekt auf die Aktivierung
des NF-kB-Signalwegs durch LMP1 zu besitzen.

Da die Transfektionseffizienz durch Elektroporation in DT40 Zellen mit 2-3 % sehr gering ausfiel, war eine
Kontrolle der Expression von den LMP1-Konstrukten mittels Western-Blot-Analyse nicht mdglich. Im
nachsten Schritt sollte daher sichergestellt werden, dass es sich bei den Unterschieden in der NF-kB-
Aktivitat nicht um einen Divergenzen in der Expression der Konstrukte handelte. Dazu wurde untersucht,
ob sich der beobachtete Effekt durch die exogene Expression von SHP-1 in den DT40 SHP-1 -/- Zellen
revertieren liel (rescue Experiment).
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Abbildung 44: Die NF-kB-Aktivierung durch LMP1 ist in SHP-1-defizienten DT40 Zellen erhéht.

Jeweils 1x 107 DT40 wt und DT40 SHP-1 -/- Zellen wurden mit je 2 ug der Expressionsplasmide flir HA-LMP1 bzw.
HA-LMP1-Mutanten, 5 pg 3xkB-Luc und 2,5 pyg PGK-Renilla transfiziert. 20 h nach der Elektroporation wurde die
Luziferaseaktivitat bestimmt und auf die Renilla-Expression in den Zellen normalisiert (siehe Abschnitt 3.5.10). Die
Werte stellen Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten dar. Hierbei war die LMP1-vermittelte Induktion von
NF-kB in DT40 SHP-1 -/- Zellen deutlich gegentiber der in DT40 wt Zellen erhoht (Student’s T-Test: ** p<0,026).

Fur dieses Experiment wurden DT40 SHP-1 -/- Zellen wie im vorangegangenen Experiment transfiziert,
wobei zusatzlich zu den LMP1- und den Reporterkonstrukten noch 5 pg eines SHP-1 Expressionsvektors
bzw. eines dazugehdrigen Leervektors in die Zellen eingebracht wurden. Als weitere Kontrolle diente die
Expression von p65, einem Mitglied der NF-kB-Familie. Hier sollte verifiziert werden, dass der beobachte-
te Effekt tatséchlich fir LMP1 spezifisch ist und es sich nicht um einen allgemeinen Effekt von SHP-1 auf
den NF-kB-Signalweg handelte.
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Abbildung 45: Die Expression von SHP-1 revertiert die erhéhte NF-kB-Aktivierung durch LMP1 in DT40

SHP-1 -/- Zellen.

Jeweils 1x 107 DT40 SHP-1 -/- Zellen wurden entweder mit 5 ug pEF-HA-SHP-1 oder mit der gleichen Menge des
Leervektors pEF-HA sowie mit je 2 ug der Expressionsplasmide fiir p65, HA-LMP1 oder HA-LMP1-Mutanten einge-
bracht. Dariiber hinaus wurden in allen Ansatzen 5 ug 3xkB-Luc und 2,5 ug PGK-Renilla transfiziert. 20 h nach der
Elektroporation wurde die Luziferaseaktivitat bestimmt und auf die Renilla-Expression in den Zellen normalisiert
(siehe Abschnitt 3.5.10). Die Werte stellen Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten dar. Es zeigte sich, dass
die Expression von SHP-1 zu einer signifikant reduzierten Aktivierung von NF-kB durch LMP1 wt filhrte (Student’s T-
Test: ** p<0,004).
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Durch die Expression von SHP-1 in DT40 SHP-1 -/- Zellen wurde die NF-kB-Aktivierung durch LMP1 von
einer 15,3 fachen Induktion auf eine 7,4 fache Induktion reduziert (siehe Abbildung 45). Damit wurde eine
Induktion vergleichbar zu der in DT40 wt Zellen erreicht. Da die Expression von SHP-1 auf die Induktion
von p65 keinen Einfluss hatte, trat der Effekt oberhalb von NF-kB auf und war LMP1-spezifisch.

Im nachsten Schritt sollte betrachtet werden, ob LMP1-Mutanten, die SHP-1 nicht mehr rekrutieren kon-
nen, eine hohere NF-kB-Aktivierung erreichen als LMP1 wt. Dazu wurden Expressionsvektoren fir HA-
LMP1 AsgsA und flir HA-LMP1 A15:AxxAA kloniert (siehe Abschnitt 3.3.11.9). Mit diesen Konstrukten, so-
wie mit Expressionsvektoren fur HA-LMP1 wt und HA-LMP1 PQT—AAA/Y 384G wurden Luziferase-NF-«B-
Reportergen-Experimente analog zu Abbildung 45 durchgefihrt. Wahrend in DT40 SHP-1 -/- Zellen die
SHP-1 bindungsdefizienten HA-LMP1-Konstrukte NF-kB in gleichem Male wie HA-LMP1 wt aktivieren
(100 % fir HA-LMP1 wt, 96 % flir HA-LMP1 AsgsA und 95 % fiir HA-LMP1 Asg1AxxAA), wiesen die beiden
SHP-1-bindungsdefizienten LMP1-Mutanten in DT40 wt Zellen eine signifikant hohere Induktion von
NF-kB-abhangigen Genen auf (100 % fir HA-LMP1 wt, 143 % fir HA-LMP1 AsgsA und 139 % flr HA-
LMP1 A1s1AxxAA) (siehe Abbildung 46). Dieses Ergebnis stiitzt damit die Resultate der beiden vorherigen
Experimente und belegt die Bedeutung der beiden Tyrosine Y1gs und Yigs fir die SHP-1-Bindung. Die
beiden Mutanten HA-LMP1 AsgsA und HA-LMP1 Asg1AxxAA verhalten sich identisch, was die Ergebnisse
aus den Bindestudien (vgl. Abschnitt 4.2.2) bestatigt.
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Abbildung 46: SHP-1 bindungsdefiziente LMP1-Mutanten weisen eine erhohte NF-kB-Aktivierung in DT40 wt
Zellen auf.

Jeweils 1x 107 DT40 wt und DT40 SHP-1 -/- Zellen wurden mit je 2 pg der Expressionsplasmide fiir HA-LMP1 bzw.
der angegebenen HA-LMP1-Mutanten, 5 pg 3x«B-Luc und 2,5 ug PGK-Renilla transfiziert. 20 h nach der Elektropo-
ration wurde die Luziferaseaktivitat bestimmt und auf die Renilla-Expression in den Zellen normalisiert (siehe Ab-
schnitt 3.5.10). Die Aktivierung durch LMP1 wt wurde auf 100 % gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte aus sechs
unabhéngigen Experimenten dar. In DT40 wt Zellen induzierten LMP1 A1gsA und LMP1 A1s1AxxAA NF-kB signifikant
starker als LMP1 wt (Student’s T-Test: ** p<0,007), wahrend sich in DT40 SHP-1 -/- Zellen keine signifikanten Unter-
schiede zwischen LMP1 A1ssA und LMP1 A1g1AxxAA auf der einen und LMP1 wt auf der anderen Seite ergaben.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SHP-1 die NF-kB-Aktivierung durch LMP1 in DT40 Zellen negativ
reguliert und fiir diesen Effekt die Interaktion von SHP-1 und LMP1 notwendig ist, sollte tberpriift werden,
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ob die Effekte auch in humanen B-Lymphozyten auftreten. Hierfir wurden NF-kB Luziferase-Reportergen
Experimente in DG75 Zellen durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den Experimenten in DT40 Zellen wurden
hier nicht die LMP1-Expressionskonstrukte mit N-terminal fusioniertem HA-Epitop verwendet, da diese
Uber einen CMV-Promotor verfligen. Das durch diese Vektoren in DG75 Zellen erreichte LMP1-Expres-
sionsniveau ist so hoch, dass sich toxische Effekte einstellen (Daten nicht gezeigt). Daher wurden LMP1-
Expressionskonstrukte mit dem schwacheren SV40-Promotor verwendet. Leider besal der Vektor pSV-
LMP1 AsgsA einen Fehler im Vektorhintergrund, der sich in einer deutlich verringerten Expression gegen-
uber den anderen LMP1-Expressionsplasmiden manifestierte. Dieser Fehler konnte in der Zeit, die fir die
Erstellung dieser Arbeit zur Verfligung stand, nicht mehr behoben werden. Daher wurden die Experimente
nur mit der LMP1 A1s1AxxAA Mutante durchgefiihrt, die sich in DT40 Zellen jedoch genauso wie LMP1
AsgsA verhalten hatte (siehe Abbildung 46) und (iber die gleichen Bindeeigenschaften wie LMP1
A1g1AxxAA verflgt (siehe Abschnitt 4.2.2).

Um den Effekt von SHP-1 auf die NF-kB-Aktivierung von LMP1 in DG75 Zellen genauer zu untersuchen,
sollte SHP-1 aus den Zellen entfernt werden. Da das Expressionsniveau von SHP-1 in hamatopoetischen
Zellen sehr hoch ist, waren Ansatze mit RNA-Interferenz erfolglos (Daten nicht gezeigt). Stattdessen wur-
de ein Expressionsplasmid fir SHP-1 C453S bzw. Lachsspermien-DNA als Leerkontrolle verwendet. Durch
den Austausch des Cysteinssss mit Serin wird SHP-1 katalytisch inaktiv, so dass eine dominant negative
Mutante entsteht (Plas et al., 1999). Dariiber hinaus wurden neben einem Leervektor zur Bestimmung der
Basalaktivitat Expressionskonstrukte flir LMP1 wt, LMP1 A151AxXAA und LMP1 PQT—AAA/Y35:G transfi-
ziert. In allen Ansatzen wurden auferdem das NF-kB-Luziferase-Reporterkonstrukt 3xkB-Luc und ein
PGK-Renilla-Reportergenkonstrukt transfiziert.
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Abbildung 47: Die NF-kB-Aktivierung durch LMP1 wird in humanen B-Zellen durch Expression von dominant
negativem SHP-1 erhéht.

Jeweils 1x 107 DG75 Zellen wurden entweder mit 8 pg pCMV-HA-SHP-1 Css3S oder mit der gleichen Menge
Lachsspermien-DNA sowie mit je 2 ug Leervektor oder Expressionsplasmide fiir LMP1 bzw. LMP1-Mutanten, 4 ug
3xkB-Luc und 2 pg PGK-Renilla transfiziert. 20 h nach der Elektroporation wurde die Luziferaseaktivitat bestimmt
und auf die Renilla-Expression in den Zellen normalisiert (siehe Abschnitt 3.5.10). Die Werte stellen Mittelwerte aus
sechs unabhéngigen Experimenten dar. Es zeigte sich, dass LMP1 wt in Abwesenheit von SHP-1 C453S NF-kB
signifikant weniger induzierte als LMP1 wt in Anwesenheit von SHP-1 Css3S oder LMP1 A1s1AxxAA in An- oder Ab-
wesenheit von SHP-1 Css3S (Student’s T-Test: ** p<0,00001).
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Wie in Abbildung 47 zu erkennen ist, wurde durch die Expression von SHP-1 Cus3S die Induktion NF-kB-
abhangiger Gene durch LMP1 wt von 2,0 auf 4,0 erhoht. Dagegen beeinflusste SHP-1 C453S die NF-kB-
Aktivitdt durch LMP1 Asg1AxxAA nicht. Mit der SHP-1 bindungsdefizienten Mutante LMP1 Asg1AxxAA
konnte eine 3,3 fache Induktion in Abwesenheit von SHP-1 C4s3S erreichet werden, wahrend bei einer
Expression von SHP-1 C453S ein unwesentlich héherer Wert von 3,7 ergab. Damit wurde bestatigt, dass
die Bindung von SHP-1 an LMP1 notwendig flir die negative Regulation der NF-kB Aktivierung durch
LMP1 ist. Abbildung 48 stellt eine exemplarische Expressionskontrolle der LMP1-Konstrukte aus den
NF-kB-Luziferase-Reportergen Versuchen dar. LMP1 wt und LMP1 Ag1AxxAA wurden vergleichbar expri-
miert, weshalb die Unterschiede in der Aktivitdt nicht auf eine abweichende Expression der LMP1-
konstrukte zurlickgefiihrt werden konnten. Damit konnte die Aussage, dass SHP-1 die LMP1-induzierte
NF-kB Aktivitat negativ reguliert, in humanen B-Zellen bestatigt werden, wofir auch in diesem System die
Interaktion von SHP-1 und LMP1 notwendig ist.
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Abbildung 48: LMP1 wt und LMP1 A1s1AxxAA werden in DG75 Zellen in vergleichbaren Mengen exprimiert.
Jeweils 1x 107 DG75 Zellen wurden entweder mit 8 pg pCMV-HA-SHP-1 Css3S oder mit der gleichen Menge
Lachsspermien-DNA sowie mit je 2 ug Leervektor oder Expressionsplasmiden fir LMP1 bzw. die angegebenen
LMP1-Mutanten, 4 ug 3xkB-Luc und 2 ug PGK-Renilla transfiziert. 20 h nach der Elektroporation wurden die Zellen
lysiert. Aus den Lysaten der NF-kB-Luziferase-Reportergen Experimente aus Abbildung 47 wurden Aliquote fiir eine
Western-Blot-Analyse abgenommen. Die Proteinmengen der Lysate wurden angeglichen. LMP1 wurde mit dem
spezifischen Antikorper CS1-4 (Dako) nachgewiesen.

4.2.5 SHP-1reguliert die LMP1-induzierte Phosphorylierung von Jak3

Ein weiterer Signalweg, in dem sowohl LMP1 als auch SHP-1 eine Rolle spielen, ist der Jak/ISTAT Sig-
nalweg (siehe Abschnitte 1.2.4.7 und 1.3.2.2). LMP1 induziert die Phosphorylierung von Jak3 (Dirmeier et
al., 2005; Gires et al., 1999), wahrend SHP-1 die Phosphorylierung von Proteinen der Jak-Familie nach
verschiedenen Stimuli negativ regulieren kann (Forget et al., 2006; Jiao et al., 1996; Klingmuller et al.,
1995; Marrero et al., 1998). Daher stellte sich die Frage, ob SHP-1 die Jak3-Phosphorylierung durch
LMP1 beeinflusst. Dazu wurden HEK293 Zellen mit den folgenden Konstrukten transfiziert: Lachssper-
mien-DNA zur Bestimmung des Basalwerts sowie Expressionsvektoren fiir Jak3, HA-LMP1 wt, HA-LMP1
A1gsA, Jak3 mit HA-LMP1 wt und schlieBlich Jak3 mit HA-LMP1 AgsA. 20 h nach der Transfektion wurden
die Zellen lysiert und Western-Blot-Analysen nach Proteinmengenabgleich durchgeflihrt. Im Nachweis mit
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Phospho-Tyrosin-spezifischem Antikdrper ist in Abbildung 49 eine leichte Bande auf der Hohe von Jak3 in
HEK?293 zu erkennen. Durch die Koexpression von Jak3 und LMP1 konnte eine deutliche Zunahme dieser
Phosphorylierung erreicht werden. Diese Bande trat nur auf, wenn in den Ansétzen Jak3 koexprimiert
wurde. Daher kann davon ausgegangen werden, dass es sich hier um Jak3 handelt, auch wenn trotz
Uberexpression von Jak3 das Protein mit Jak3-spezifischen Antikdrpern nicht nachgewiesen werden
konnte.
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Abbildung 49: In HEK293 Zellen beeinflusst SHP-1 die LMP1-induzierte Phosphorylierung von Jak3 nicht.
HEK293 Zellen wurden in 6-Lochplatten mit Lachsspermien-DNA bzw. je 1 ug der Expressionsplasmide von Jak3,
HA-LMP1 wt und HA-LMP1 A1ssA wie in der Abbildung angegeben transfiziert. 20 h spater wurden die Zellen lysiert
und Western-Blot-Analysen von Proteinmengenaquivalenten mit einer Mischung aus den Phospho-Tyrosin-
spezifischen Antik6rpern PY20 (Santa Cruz Biotech.) und 4G10 (Upstate Biotech.) sowie mit dem LMP1-spezifischen
Antikérper CS1-4 (Dako) durchgefiihrt.

Wie bei Gires et al. (Gires et al., 1999) gezeigt, resultierte die Expression von LMP1 in einer Phosphorylie-
rung von Jak3, was die Kinase aktiviert. HA-LMP1 wt und die SHP-1-bindungsdefiziente Mutante HA-
LMP1 AsgsA filhrten zu dem gleichen Anstieg der Phosphorylierung, so dass SHP-1 in diesem Experiment
auf die Phosphorylierung von Jak3 keinen Einfluss zu haben schien. Hierbei muss berticksichtigt werden,
dass HEK293 Zellen nur tber sehr geringe Mengen von endogenem SHP-1 verfligen (Daten nicht ge-
zeigt).

Um auszuschlielen, dass lediglich die Expressionsniveaus von SHP-1 zu gering waren, wurde das Expe-
riment in DG75 Zellen wiederholt. Diese (hdmatopoetischen) Zellen besitzen deutlich mehr SHP-1 als
HEK293, was zu einem anderen Ergebnis flhrte (siehe Abbildung 50). Hier verursachte die Koexpression
von HA-LMP1 AsgsA mit Jak3 ein deutlich hdheres Phosphorylierungssignal auf Hohe von Jak3 als die
Koexpression von HA-LMP1 wt mit Jak3. Damit konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von LMP1 mit
SHP-1 nicht nur die Aktivierung des NF-kB Signalwegs sondern auch die des Jak/STAT Signalwegs nega-
tiv reguliert.
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Abbildung 50: Die LMP1 vermittelte Jak3-Phosphorylierung durch LMP1 wird in DG75 Zellen von SHP-1
inhibiert.

In 1x 107 DG75 Zellen wurden Lachsspermien-DNA bzw. je 1 ug der Expressionsplasmide von Jak3, HA-LMP1 wt
und HA-LMP1 AsssA, wie in der Abbildung angegeben, elektroporiert. 20 h spater wurden die Zellen lysiert. Gleiche
Proteinmengen wurden in Western-Blot-Analysen mit einer Mischung aus den Phospho-Tyrosin-spezifischen Anti-
kérpern PY20 (Santa Cruz Biotech.) und 4G10 (Upstate Biotech.) sowie mit dem LMP1-spezifischen Antikdrper CS1-
4 (Dako) untersucht. Die Phospho-Tyrosin-spezifische Bande auf der Hohe von Jak3 aus dem Ansatz mit Jak3 und
HA-LMP1 AsgsA ist mit * markiert.

Um sicherzustellen, dass die Unterschiede zwischen HA-LMP1 wt und HA-LMP1 A1ssA tatsachlich darauf
beruhen, dass HA-LMP1 AsgsA SHP-1 nicht mehr rekrutierte, wurde das Experiment in Anwesenheit von
dominant negativem SHP-1 (SHP-1 C45:S) wiederholt. In Anwesenheit von SHP-1 C4s3S  sollte mit HA-
LMP1 wt das gleiche Phosphorylierungssignal erreicht werden wie mit HA-LMP1 AsssA. Diese These wur-
de durch das in Abbildung 51 dargestellte Experiment bestatigt. Damit konnte gezeigt werden, dass
SHP-1 die Phosphorylierung von Jak3 durch LMP1 negativ beeinflusst und fiir diesen Effekt eine Bindung
von SHP-1 an LMP1 notwendig ist.
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Abbildung 51: Dominant negatives SHP-1 revertiert die Unterschiede in der Jak3-Phosphorylierung zwischen
LMP1 wt und LMP1 A1ssA.

In 1x 107 DG75-Zellen wurden Lachsspermien-DNA bzw. je 1 ug der Expressionsplasmide von Jak3, HA-LMP1 wt
und HA-LMP1 AsgsA, wie in der Abbildung angegeben, elektroporiert. Zusatzlich wurden 13 ug SHP-1 C4s3S in die
Zellen eingebracht. 20 h spater wurden die Zellen lysiert. Gleiche Proteinmengen wurden in Western-Blot-Analysen
mit einer Mischung aus den Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikérpern PY20 (Santa Cruz Biotech.) und 4G10
(Upstate Biotech.) sowie mit dem LMP1-spezifischen Antikérper (CS1-4) (Dako) untersucht. Die Phospho-Tyrosin-
spezifische Bande auf der Hohe von Jak3 aus dem Ansatz mit Jak3 und HA-LMP1 AsgsA ist mit * markiert.

4.2.6 SHP-1 beeinflusst die Inhibition des lytischen Zyklus durch LMP1 nicht.

Wahrend in den vorangegangenen Abschnitten die molekularen Effekte der SHP-1-Bindung auf die von
LMP1 induzierten Signalwege untersucht worden waren, sollte im diesem Kapitel die potenzielle biologi-
sche Funktion von SHP-1 im Zusammenhang mit LMP1 untersucht werden.

Die Reaktivierung von EBV ist sehr stark reguliert. In gesunden EBV-Tragern ist die Virusreplikation nicht
nachweisbar (Decker et al., 1996), wahrend Personen mit geschwachtem Immunsystem eine erhohte
Anzahl an EBV-positiven B-Zellen im peripheren Blut und eine nachweisbare Virusreplikation aufweisen
(Decker et al., 1996; Lam et al., 1991). Auch wenn EBV-immortalisierte Zellen in vitro gut proliferieren,
werden kaum Viruspartikel produziert. Das Virus befindet sich in seiner latenten Phase. Durch eine Reihe
verschiedener Stimuli kann die lytische Phase induziert werden, etwa durch Phorbolester, Kalziumio-
nophore oder die Aktivierung des BCR mit spezifischen Antikorpern (Faggioni et al., 1986; Tovey et al.,
1978). LMP1 wirkt der Induktion des lytischen Zyklus unter anderem durch die BCR-Aktivierung entgegen
(Adler et al., 2002).

Auch SHP-1 steht in engem Zusammenhang mit der BCR-Signaltransduktion. Es ist einer der bedeu-
tendsten Faktoren, die den BCR negativ regulieren (vgl. Abschnitt 1.3.2.2). LMP1 inhibiert die Aktivierung
von BZLF1 und damit die Aktivierung des lytischen Zyklus durch den BCR (Adler et al., 2002). Deshalb
kénnte die Rekrutierung von SHP-1 an LMP1 kénnte eine direkte Verbindung von LMP1 zur Inhibition des
lytischen Zyklus darstellen.

Um diese These zu uberprifen, wurde das EREB-Zellsystem aus Abschnitt 4.2.3 mit den vier Zelllinien
EREB-pRTS1, EREB-pRTS1-LMP1 wt, EREB-pRTS1-LMP1 A1s:AxxAA und EREB-pRTS1-LMP1 AsgsA
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verwendet. In diesen Zellen sollte untersucht werden, ob die SHP-1-bindungsdefizienten LMP1-Mutanten
den lytischen Zyklus zu einem hoheren Anteil aktivieren als LMP1 w.
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Abbildung 52: Die in der FACS-Analyse verwendeten Zellen exprimieren die pRTS-LMP1-Konstrukte abhan-
gig von Doxycyclin. In Abwesenheit von Ostrogen wird kein endogenes LMP1 exprimiert.

Zur Kontrolle der LMP1-Expression der verschiedenen Zellen in den verschiedenen Zustanden wurden 1x 108 Zellen
lysiert und eine Western-Blot-Analyse mit dem LMP1-spezifischen Antikorper CS1-4 (Dako) durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Proteinmengen auf den Anteil der GFP-positiven Zellen normiert.

Um die Auswirkung der LMP1-Mutanten untersuchen zu kdnnen, wurde das endogene LMP1 durch Os-
trogenentzug in den Zellen zunachst ausgeschaltet. Jede der vier Zelllinien wurde in vier Zustanden be-
trachtet: mit und ohne Doxycyclin sowie mit und ohne IgG/IgM. Indem den Zellen Doxycyclin zugesetzt
wurde, wurde die Expression des pRTS1-Konstrukts aktiviert, so dass die Linien EREB-pRTS1-LMP1 wt,
EREB-pRTS1-LMP1 A1g1AxxAA und EREB-pRTS1-LMP1 AsgsA das exogene LMP1 exprimierten. Bei der
Kultivierung der Zellen ohne Doxycyclin (und auch ohne Ostrogen) exprimierten die Zellen kein LMP1.
EREB-pRTS1 Zellen besallen auch mit Doxycyclin kein LMP1 und diente daher als Negativkontrolle (vgl.
Abbildung 40). IgG/IgM bewirkt ein Kreuzvernetzen der BCR und aktiviert die BCR-Signaltransduktion und
damit den Iytischen Zyklus. Um den Anteil der Zellen, die in die lytische Phase (bergegangen waren, zu
quantifizieren, wurde im FACS die Anzahl der BZLF1-positiven Zellen bestimmt. Die Expression von
BZLF1 wird durch BCR-Signaltransduktion aktiviert, wobei BZLF1 neben BRLF1 das erste Gen ist, das bei
der Aktivierung des lytischen Zyklus exprimiert wird (Flemington et al., 1991; Takada and Ono, 1989). Es
aktiviert friihe virale Gene und leitet so die virale Replikation ein (Tsurumi et al., 2005). Da die Expression
von BZLF1 allein ausreichend ist, den lytischen Zyklus zu induzieren (Countryman et al., 1987; Miller et
al., 1984), korreliert die Expression des Proteins gut mit der Aktivierung des lytischen Zyklus.
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Abbildung 53: Exemplarische Gatesetzung fiir die Analyse von EREB-pRTS1 Zellen.
Dargestellt ist ein exemplarisches FACS-Profil, in dem SSC gegen FSC aufgetragen wurde. Die dort markierten
Zellen stellten die Population der (iberlebenden B-Zellen dar, die fir die Analyse in Abbildung 54 verwendet wurden.

Um zunéchst sicherzustellen, dass die Zellen nach zwei Tagen ohne Ostrogen kein endogenes LMP1
exprimieren und durch die Zugabe von Doxycyclin das exogene LMP1 induziert werden konnte, wurden
Lysate der Zellen in einer Western-Blot-Analyse auf LMP1-Expression untersucht (Abbildung 52). Dabei
wurden die aufgetragenen Proteinmengen auf den Anteil der eGFP-positiven Zellen normiert, um eine
Aussage (iber das Expressionsniveau in den im FACS analysierten Zellen zu treffen. Wahrend sich in
EREB-pRTS1 Zellen ohne Ostrogen erwartungsgemaR kein LMP1 mehr nachweisen lieR, war in den
Ubrigen Linien bei Zugabe von Doxycyclin ein deutliches LMP1-Signal zu erkennen. Auch in diesen Zellen
war in Abwesenheit von Doxycyclin kein LMP1 mehr nachweisbar, so dass die Zellen nicht mehr (iber
endogenes LMP1 verflgten. Die Expression des exogenen LMP1 (iberstieg die des endogenen LMP1 bei
Kultivierung der Zellen mit Ostrogen.

Um BZLF1 und damit die Induktion des lytischen Zyklus nachzuweisen, wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert. AnschlieBend wurde BZLF1 mit dem spezifischen Antikdrper BZ1 (E. Kremmer) und einem
Cy™5-gekoppelten Sekundarantikorper (Jackson ImmunoResearch) detektiert. In der Durchflusszytome-
trie wurden zunachst auf die lebenden B-Lymphozyten gegated (Abbildung 53) und die Zellen anschlie-
Rend auf Cy™5 und eGFP analysiert. EGFP wird zusammen mit dem exogenen LMP1 (bzw. fir EREB-
pRST1 die Kontrolle B-Laktamase) von dem bidirektionalen Promotor der pRST1-Konstrukte nach Doxy-
cyclin-Induktion exprimiert. Daher sollten eGFP-positive Zellen auch tber das exogene LMP1 (bzw. B-
Laktamase fur EREB-pRST1) verfligen.
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Abbildung 54 Die Mutation der SHP-1-Bindungsstelle in LMP1 hat keinen Einfluss auf die Inhibition des Iyti-
schen Zyklus durch LMP1.

1x 106 Zellen der Linien EREB-pRTS1, EREB-pRTS1-LMP1 wt, EREB-pRTS1-LMP1 A1g1AxxAA und EREB-pRTS1-
LMP1 AsgsA wurden zwei Tage vor der FACS-Analyse das Ostrogen entzogen. Als Kontrolle wurden EREB-pRTS1
Zellen mit Ostrogen mitgefiihrt. Von jeder Linie wurden vier Ansatze hergestellt, wobei jeweils zwei Ansatzen 1 ug/ml
Doxycyclin zugesetzt wurde. Am folgenden Tag wurde bei der Halfte der Ansatze die Induktion des Iytischen Zyklus
durch 25 ug/ml a-human IgG/IgM-Antikdrper (Jackson Immuno Research) induziert. So entstanden pro Zelllinie vier
verschiedene Zustande: +IgG/igM +dox; +IgG/igM -dox, -IgG/IlgM +dox, und -IgG/IgM —dox. Am folgenden Tag
wurden die Zellen, wie in Abschnitt 3.2.10 beschrieben, geférbt. Als Primérantikdrper wurde der a-BZLF1-Antikérper
BZ1 (E. Kremmer, Helmholtz Zentrum Muinchen), als Sekundarantikérper ein Cy™5-konjugierter a-Maus-Antikdrper
(Jackson Immuno Research) verwendet. Dargestellt ist die Auftragung von eGFP gegen Cy™5 (BZLF1) der leben-
den B-Zellen.
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Abbildung 54 zeigt exemplarische FACS-Analysen der Experimente. Hierbei wird deutlich, dass in Anwe-
senheit von Doxycyclin ca. 50 % der Zellen eGFP-positiv waren, also iber das erwlinschte Expressions-
profil verfugten. Auffallig ist, dass Doxycyclin die Signale im GFP-Kanal beeinflusste. So erschien der
Schwerpunkt des Signals der Population der eGFP- Zellen in den Ansétzen ohne Doxycyclin weiter unten
als in den Anséatzen mit Doxycyclin. Da es sich hierbei um eine klar abgrenzbare Population handelte und
die obere Grenze der Population sich nicht nennenswert verschob, hatte dieser Effekt von Doxycyclin
keinen Einfluss auf die Bewertung der Experimente. Vergleicht man den Anteil der eGFP* Cy™5* Zellen in
Anwesenheit von Doxycyclin und nach IgG/IgM-Stimulierung zwischen den verschiedenen Zelllinien, so
fallt auf, dass die EREB-pRTS1 Zellen in Abwesenheit von Ostrogen zu einem deutlich héheren Prozent-
satz den Iytischen Zyklus induzieren. In Anwesenheit von Ostrogen ist das endogene LMP1 in den Zellen
aktiv, was, wie in der Literatur beschrieben, zu einer Inhibition des lytischen Zyklus fiihrt. Die exogene
Expression von LMP1 flhrt sogar zu einer stérkeren Inhibition. Diese Tatsache kann durch das héhere
Expressionsniveau erklart werden (vgl. Abbildung 52). Hierbei verhalten sich LMP1 wt, LMP1 A1g1AXxAA
und LMP1 AsgsA ahnlich.

Damit konnte gezeigt werden, dass SHP-1 entgegen der zuvor aufgestellten Hypothese nicht die direkte
Verbindung zwischen LMP1 und dem BCR ist. Die Bindung von SHP-1 an LMP1 ist damit nicht notwendig
fiir eine Inhibition des lytischen Zyklus von EBV durch LMP1. Das ist in Abbildung 55 als Ubersicht aus
drei unabhangigen Experimenten noch einmal dargestellt, denn auch hier unterscheidet sich die Induktion
des lytischen Zyklus nicht zwischen Zellen die SHP-1 bindungsdefizienten LMP1-Mutanten oder LMP1 wt
exprimieren.
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Abbildung 55: Die Mutation der SHP-1 Bindungsstelle von LMP1 hat keinen Einfluss auf die Inhibition des
lytischen Zyklus durch LMP1.

Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, wie sie in Abbildung 54 beschrieben wurde.
Der Anteil der GFP- und BZLF1-positiven Zellen wurde fiir die Linie EREB-pRTS1 ohne Ostrogen auf 100% gesetzt.
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5 Diskussion

5.1 Identifikation von assoziierten Proteinen des LMP1-
Multiproteinkomplexes

5.1.1 Aufreinigung des LMP1-Signalkomplexes

Im Bereich der funktionellen Proteinanalyse sind in den letzten Jahren groRRe Fortschritte gemacht worden.
Dazu hat nicht nur die verbesserte Technik der Massenspektrometrie beigetragen sondern auch die Art
der Probenvorbereitung. Durch die Kombination mit biochemischen Aufreinigungen wurde es méglich, die
Komplexitat der zu analysierenden Probe zu reduzieren, so dass sich die Massenspektrometrie nicht mehr
nur auf hochabundante Proteine beschrankt. Der klassische Ansatz besteht in der Aufreinigung von inter-
agierenden Proteinen mit Hilfe spezifischer Antikrper gegen das Zielprotein. Diese Methode hat den
Vorteil, dass sie sehr nahe an der physiologischen Situation befindet. Der endogene Komplex wird direkt
gereinigt, ohne dass eine ektopische Expression des Proteins nétig ist. Nachteilig ist, dass durch eine
Kreuzreaktivitat der Antikbrper auch falsch-positive Proteine aufgereinigt werden. Hier sind genaue Kon-
trollen notwendig.

In dieser Arbeit sollte eine Situation geschaffen werden, in der mit endogenen Mengen an LMP1 gearbei-
tet werden konnte und gleichzeitig ein subtraktiver Ansatz verwendet werden. Dazu wurde eine LCL mit
Hilfe eines rekombinanten EBVs generiert, die iiber ein LMP1 mit einem N-terminal fusionierten HA-Epitop
verfiigte. Dieses Verfahren bietet eine Reihe von wesentlichen Vorteilen. Zum einen muss durch das fusi-
onierte HA-Epitop kein LMP1-spezifischer Antikérper verwendet werden. Die zurzeit verfiigbaren LMP1-
spezifischen Antikorper sind alle gegen den C-Terminus des Proteins gerichtet, wo sie mit interessanten
Interaktionspartnern um die Bindung an LMP1 konkurrieren kénnten. So werden etwa TRAF-Molekile
durch a-LMP1-Antikorper verdrangt (personliche Mitteilung von Thomas Knéfel). Durch das fusionierte
HA-Epitop bietet sich darlber hinaus die Mdglichkeit, eine parallele Kontrolle mit demselben Antikdrper
durchzufiihren. Verwendet man fir die Kontrolle eine LCL, die Uber ein LMP1 ohne HA-Epitop verfiigt,
kann durch den HA-spezifischen Antikérper kein LMP1 prazipitiert werden. Es wird also eine Situation
ahnlich einer HA-LMP1-defizienten LCL geschaffen, nur dass die physiologischen Prozesse in der Zelle
nicht durch das Fehlen eines (essentiellen) Proteins beeintrachtigt werden. Dieses Vorgehen hat gegen-
iber einer Isotypkontrolle den Vorteil, dass Kreuzreaktivitdten aufgedeckt werden konnen. Bindet der
Antikdrper neben seinem spezifischen Epitop ein weiteres Protein, so tritt dieses auch in der Kontroll-IP
auf und kann aus der Analyse ausgeschlossen werden. Dieses experimentelle System bietet damit die
Méglichkeit zur subtraktiven bzw. differentiellen Analyse beider Anséatze. Durch den gewahlten, differen-
ziellen Ansatz konnte auf stringentes Waschen (z.B. unter Verwendung eines Waschpuffers mit hoher
Salz- bzw. Detergenzkonzentration) verzichtet werden. Unspezifisch gebundene Proteine, die auch in der
Kontrolle auftreten, kdnnen so im Nachhinein bei der Auswertung aus der Analyse entfernt werden. Durch
die schonendere Behandlung wurde die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass auch schwach interagierende
Proteine aufgereinigt und nicht beim Waschen aus dem Multiproteinkomplex entfernt wurden.
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Als weiterer Vorteil kann angefiihrt werden, dass durch die Substitution des LMP1-Gens durch ein HA-
LMP1-Gen kein endogenes LMP1-Protein ohne HA-Epitop mehr in der Zelle vorhanden war. LMP1 wirde
sonst mit HA-LMP1 um interagierende Proteine kompetitieren, was die mégliche Ausbeute an Interakti-
onspartnern reduzieren kdnnte. SchlieRlich befand sich das Gen von HA-LMP1 in seinem viralen Kontext,
so dass es genau wie wildtypisches LMP1 reguliert werden konnte.

Dennoch konnte mit der IP aus HA-LCLs kein durchweg Uberzeugendes Ergebnis erreicht werden (siehe
Abbildung 15), da sich die identifizierten Proteine beinahe ausschlieBlich auf das Zytoskelett beschrankten
und nach dem Entfernen der identifizierten Proteine, die auch in der Kontrolle auftraten, nur noch wenige
Kandidaten Ubrig blieben. Bei den Proteinen des Zytoskeletts handelte es sich wahrscheinlich nicht um
eine Kontamination, die durch stringenteres Waschen reduziert werden konnte. Stattdessen ist bekannt,
dass LMP1 spezifisch (iber seinen N-Terminus und Transmembrandomanen mit dem Zytoskelett inter-
agiert (Coffin et al., 2001). Daher musste eine Reinigungsstrategie entworfen werden, bei der der C-
Terminus von LMP1 mit seinen assoziierten Proteinen von dem restlichen Protein mit dem interagieren-
den Zytoskelett nach der Prazipitation des Komplexes abgeschnitten werden konnte. Dies wurde durch
die eingefiigte TEV-Schnittstelle realisiert. Nach dem Einfiigen einer Ubergangssequenz zwischen
Transmembrandomanen und der TEV-Schnittstelle konnte eine hohe Effizienz bei der TEV-Protease-
Spaltung erzielt werden (ca. 80-100 %). Dieses Verfahren besitzt darliber hinaus den weiteren Vorteil,
dass Proteine, die unspezifisch an die beads oder den Antikdrper binden, nicht aufgereinigt werden. Das
resultierende HA-LMP1-2xli-TEV-CT konnte den JNK-Signalweg induzieren (siche Abbildung 20), was
grundsétzlich die Aktivitdt des Konstrukts bestatigte. Das Auswachsen der TEV-LCLs beweist, dass HA-
LMP1-2xli-TEV-CT die fiir die Immortalisierung von humanen B-Zellen notwendigen Signalwege aktivieren
kann, da LCLs von der Aktivitat von LMP1 abhangig sind. Damit wurde eine Reinigungsstrategie entwor-
fen, die direkt an die spezielle Topologie des LMP1-Molekills angepasst sind. Durch den zweiten Aufreini-
gungsschritt, in dem der C-Terminus von LMP1 abgetrennt wurde, sowie der Inkubation der Lysate lber
Nacht (vgl. Abschnitt 4.1.2) konnte eine Reduktion des Zytoskeletts in der Analyse erreicht werden (siehe
Abbildung 27).

Denkbar ware es, darliber hinaus einen weiteren Aufreinigungsschritt (iber einen zuséatzlichen tag am C-
Terminus von LMP1 einzufiigen. Hierbei besteht allerdings das Problem, dass flir einen aktiven Signal-
komplex eine Zusammenlagerung von mehreren LMP1-Molekiilen notwendig ist (Gires et al., 1997; Kieser
et al., 1997), was durch die Transmembrandomanen erreicht wird. Ein separat exprimierter C-Terminus
rekrutiert keine TRAF-Molekiile (persdnliche Mitteilung von Thomas Knéfel), was darauf hindeutet, dass
nach dem Abschneiden des C-Terminus von LMP1 der Signalkomplex auseinanderbricht. Eine weitere
Aufreinigung des TEV-verdauten C-Terminus von LMP1 erschien daher nicht zielfihrend.

5.1.2 Analyse des LMP1-Signalkomplexes mittels MALDI-TOF/TOF

Die Reduktion der Komplexitét einer Probe ist fir eine erfolgreiche massenspektrometrische Analyse
essentiell. Zwar konnte durch die IP und den anschlieBenden TEV-Verdau eine gute Anreicherung erzielt
werden, doch befanden sich fiir die direkte massenspektrometrische Untersuchung noch immer zu viele
Proteine in der Probe. Prinzipiell stehen zwei Mdglichkeiten zur Verfligung, die nach der Reinigung erhal-
tene Probe fiir die MALDI-TOF/TOF-Analyse vorzubereiten. Zum einen kénnen die gereinigten Protein-
komplexe in einem SDS-Gel aufgetrennt werden und nach einer Silberfarbung einzelne sichtbare Protein-
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banden ausgeschnitten werden. Die in den Banden enthaltenen Proteine werden dann im Gel tryptisch
gespalten und die resultierenden Peptide direkt mittels MALDI-TOF/TOF-Analyse analysiert. Problema-
tisch an diesem Verfahren ist, dass eine Bande in einem SDS-Gel nicht nur ein Protein enthélt. Bei der
massenspektrometrischen Untersuchung werden dann oft nur die abundanten Peptide identifiziert, die
aufgrund unterschiedlicher lonisierung auch aus verschiedenen Proteinen stammen konnen. Solche
Mischspektren sind in der Regel schwierig auszuwerten (Gingras et al., 2005), zumal in diesem Verfahren
der Salzgehalt der Probe oft die lonisierung der Peptide erschwert.

Eine andere Mdglichkeit besteht darin, die Proteine zunachst in Peptide zu verdauen und diese anschlie-
Rend mittels HPLC aufzutrennen. Dieses Verfahren kann auf den gesamten Ansatz angewendet werden,
es kann aber auch ein SDS-Gel vorgeschaltet werden. In dieser Arbeit wurden die gereinigten Protein-
komplexe zunachst in einem SDS-Gel (iber eine kurze Strecke aufgetrennt und die Spur in drei Grokenbe-
reiche getrennt, was die Komplexitat der Probe noch einmal reduzierte. Die Proteine wurden dann im Gel
tryptisch verdaut und das resultierende Peptidgemisch mittels nanoHPLC ihrer Hydrophobizitat entspre-
chend aufgetrennt und gleichzeitig entsalzt. Die chromatographische Auftrennung sorgte dafiir, dass in
jeder Fraktion nur eine geringe Anzahl an Peptiden enthalten war und stellte damit eine weitere Reduktion
der Komplexitat der Probe dar.

Da bei einer MALDI-TOF/TOF-Analyse die Proben offline gemessen werden konnen, besteht keine zeitli-
che Limitierung bei der Precursorwahl, wie es bei online LC-ESI-MS-Kopplung der Fall ist. Dadurch ist es
zum einen maglich, mehr Precursor zu analysieren. Zum anderen kann ein MS/MS-Spektrum fiir eine
Precursormasse optimiert und dadurch eine bessere Proteinidentifizierung ermdglicht werden.

Es stellt sich die Frage, wieso keine bekannten LMP-1 interagierenden Proteine detektiert werden konn-
ten. TRAF5 wurde einmal identifiziert, doch erflillte die erreichte Signifikanz nicht die geforderten Kriterien
(siehe Abschnitt 3.6.3). Experimente mit aufgereinigtem TRAF3 konnten zeigen, dass die Peptide mit der
MALDI-Technik eine schlechte lonisierung aufweisen. Hier kdnnte eine andere lonisierungsform mittels
ESI Abhilfe schaffen, denn mit MALDI- und ESI-Geréten kdnnen oft unterschiedliche Proteine identifiziert
werden. Die beiden Methoden lassen sich daher im Bezug auf die lonisierung als komplementar ansehen
(Domon and Aebersold, 2006).

Weiterhin ist anzumerken, dass es sich bei der hier verwendeten Methode nicht um eine quantitative Me-
thode handelt. Die Haufigkeit, mit der ein Protein in den Reinigungen identifiziert werden konnte, lasst
somit keine Aussagen Uber die Menge des gebundenen Proteins zu. Um dieser Frage nachzugehen,
mussen andere Techniken verwendet werden, die eine Quantifizierung ermdglichen, etwa SILAC, ICAT
oder ICPL.

5.1.3 Potenzielle neue LMP1-Interaktionspartner und ihre moglichen Funktionen im
Kontext von LMP1

Die in der massenspektrometrischen Analyse identifizierten mdglichen neuen LMP1-Interaktionspartner
wurden aufgrund ihrer Funktion in verschiedene Gruppen eingeteilt. Auch in der Analyse aus TEV-LCL5
Zellen sind die meisten Proteine Bestandteile des Zytoskeletts. Hierflr gibt es verschiedene Erklarungs-
maglichkeiten. Zum einen kénnten sich die Strukturmolekiile wéhrend des TEV-Verdaus unspezifisch von
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den beads ldsen. Zum anderen gibt es Hinweise, dass neben dem N-Terminus und den Transmembran-
doménen auch CTAR1 und CTAR2 eine Rolle in der Interaktion mit dem Zytoskelett spielen kénnten
(Higuchi et al., 2001).

Neben den Zytoskelett-Proteinen wurden Proteine aus anderen Funktionsgruppen gefunden, aus der
Signaltransduktion, Proteine des Ubiquitin-Proteasom-Systems, Kernprotein oder Proteine, die nicht wei-
ter kategorisiert wurden oder lber deren Bedeutung nur sehr wenig bekannt ist. Insbesondere bei der
Gruppe der Kernproteine konnte es sich um Kontaminationen handelt, wofir es zwei mégliche Griinde
gibt. Zum einen kann es sich um falsch-positiv identifizierte Proteine handeln, d.h. die Proteine waren
nicht in dem analysierten Ansatz und stellen einen Artefakt im Rahmen der Auswertung dar. Durch das
verwendete Auswertungsverfahren mit der Software Scaffold wurde versucht, diesen Anteil mdglichst
gering zu halten. Der in Scaffold verwendete Peptide Prophet Algorithmus benutzt eine Regressionsrech-
nung, um die Verteilung von richtigen und falschen Zuordnungen der Peptide zu bestimmen. Auf die Er-
gebnisse wird eine Bayes-Statistik angewendet. So kénnen sowohl in grofien als auch in kleineren Daten-
satzen geringe Fehlerraten erreicht werden (Keller et al., 2002; Nesvizhskii et al., 2003). Ein weiterer
Grund fir das Auftreten von félschlich identifizierten Proteinen kann in einer Kontamination der Probe
liegen; d.h. es befanden sich Proteine in der Probe, die LMP1 nicht spezifisch gebunden hatten. Durch
das konsequente Mitfihren der Kontrolle konnten einige Proteine aus den Listen ausgeschlossen werden.
Dennoch ist es mdglich, dass nicht alle Kontaminanten gefunden worden sind. So kann es zum Beispiel
durch klonale Effekte dazu kommen, dass manche Proteine in der Kontrolllinie schwacher exprimiert wa-
ren und sich dadurch unterhalb der Detektionsgrenze befanden. Eine weitere mégliche Ursache liegt in
der Reproduzierbarkeit der Methode. So Uberlappen die Listen aus zwei gleichen Experimenten nach
einer LC/MS/MS-Analyse zu 80 %. Fir diese technisch bedingte Differenz sind im Besonderen Verlust an
der Vor- und Trennsdule der HPLC verantwortlich. Daher wurden die massenspektrometrischen Experi-
mente in dieser Arbeit jeweils vierfach reproduziert. Dennoch ist nicht auszuschlieRen, dass es sich bei
manchen der identifizierten Proteine um falsch-positive Ergebnisse handelt. Daher ist es wichtig, die hier
identifizierten Proteine nur als Kandidaten fiir eine LMP1-Interaktion anzusehen, die in einem weiteren,
unabhangigen Verfahren bestatigt werden miissen.

TNIK und CD48 wurden bereits im Western Blot als LMP1-interagierende Proteine bestéatigt. Auf sie wird
in den Abschnitten 5.1.4 und 5.1.5 gesondert eingegangen. Die folgende Diskussion von einigen Kandida-
tenproteinen beschrankt sich auf potentielle LMP1-Interaktionspartner aus der Gruppe der Signalproteine.

5.1.3.1 14-3-3 Proteine

Das Protein 14-3-3 p/a wurde in drei Analysen mit einer Wahrscheinlichkeit von 100 %, 100 % und 87 %
identifiziert. Darliber hinaus konnten noch zwei weitere Proteine der gleichen Familie, wenn auch mit deut-
lich geringerer Wahrscheinlichkeit, identifiziert werden, 14-3-3 {/d und 14-3-3¢ in jeweils einer Analyse mit
93 %.

Die Familie der 14-3-3 Proteine wurde 1967 in Proteinanalysen des Gehirns entdeckt (Moore and Perez,
1867), wobei sich ihr Name von der Fraktionsnummer der DEAE-Zellulose Chromatographie und ihrer
Position in der nachfolgenden Gelelektrophorese ableitet. 14-3-3 Proteine sind stark konservierte, saure
Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa, die ubiquitar exprimiert werden (Fu et al., 2000). Sie
sind an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt, etwa dem Zellzyklus (Hermeking and Benzinger,
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2006), der Reorganisation des Zytoskeletts (Dougherty and Morrison, 2004), der Apoptose (Porter et al.,
2006), an verschiedenen Signaltransduktionswegen (Dougherty and Morrison, 2004) und an zahlreichen
Krebserkrankungen (Hermeking, 2006). 14-3-3 Proteine besitzen eine Vielzahl an Zielproteinen, die iber
alle zelluldren Kompartimente verteilt sind. Es sind {ber einhundert 14-3-3-interagierende Proteine be-
kannt (Dougherty and Morrison, 2004). Um seine Zielproteine zu binden, bilden 14-3-3 Proteine in der
Regel Dimere, indem sie Uber ihre N-Termini interagieren (Aitken, 2006). 14-3-3 Proteine binden spezi-
fisch an phosphorylierte Serine und Threonine, wobei verschiedene Bindemotive existieren (Rittinger et
al., 1999; Yaffe et al., 1997). Darliber hinaus ist auch eine phosphorylierungsunabhangige Bindung még-
lich (Henriksson et al., 2002). LMP1 verflgt Uber keines der klassischen 14-3-3-Bindemotive. Die Bindung
an die Zielproteine kann (iber verschiedene Phosphorylierungen innerhalb der Konsensussequenz regu-
liert werden, was (iber verschiedene Kinasen erfolgen kann. In der Dephosphorylierung und damit in der
Regulation spielen die Serin/Threonin-Phosphatasen PP2A und PP1 eine entscheidende Rolle (Dougherty
and Morrison, 2004). Interessanterweise konnte auch die katalytische Untereinheit von PP1 auch als po-
tenzieller Interaktionspartner von LMP1 in dieser Arbeit identifiziert werden.

5.1.3.2 Proteinphosphatase 1

Die Serin/Threonin-Phosphatase PP1 ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, das sich aus einer katalyti-
schen und einer regulatorischen Untereinheit zusammensetzt, wobei tiber 50 verschiedene regulatorische
Untereinheiten bekannt sind (Cohen, 2002). PP1c, die katalytische Untereinheit, wurde in zwei Analysen
mit 99 % und 87 % in dieser Arbeit als potenzielles Bindeprotein von LMP1 identifiziert. Dariber hinaus
wurde die regulatorische Untereinheit 12A mit einer Wahrscheinlichkeit von 90 % identifiziert. Das Auffin-
den einer zweiten Untereinheit erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um eine korrekte Identifizie-
rung handelt.

PP1 kontrolliert eine grofte Bandbreite an zelluldren Prozessen, einschliefllich der Zellteilung (Margolis et
al., 2003), des Glykogenstoffwechsels (Stralfors et al., 1985), der Transkription (Hagiwara et al., 1992),
der Proteintranslation (Novoa et al., 2001) sowie Prozesse des Gedachtnisses und des Lernens (Genoux
et al., 2002). Dazu greift PP1 in verschiedene Signalwege ein. Es dephosphoryliert etwa den cAMP-
responsiven Faktor CREB, um die cAMP-abhangige Transkription zu inhibieren (Hagiwara et al., 1992).

Weiterhin beeinflusst es den Wnt/B-Catenin Signalweg, indem es mit Axin interagiert und es dephosphory-
liert. Dadurch wird die Interaktion von Axin und der Glykogen Syntase Kinase 3 geschwéacht. So wird
B-Catenin weniger phosphoryliert und damit stabilisiert. PP1 reguliert also den B-Catenin Degradations-
komplex negativ (Luo et al., 2007).

PP1 wirkt auch auf die Regulation des Zellzyklus iber Cdc25, wobei hier auch 14-3-3 eine Bedeutung
besitzt. Wahrend 14-3-3 Cdc25 im Zytoplasma zurlickhélt, kann PP1 direkt mit dem N-Terminus von
Cdc25 interagieren und die Andockstelle von 14-3-3 dephosphorylieren (Margolis et al., 2003). Cdc25
kann nicht mehr von 14-3-3 gebunden werden und kann in den Nukleus translozieren.

Auch in den MAPK-Signalweg greift PP1 ein, indem es die Raf-1-Aktivitat fordert (Jaumot and Hancock,
2001). Hier liegt ein weiterer Berlihrungspunkt zwischen 14-3-3 und PP1, denn eine Inhibition von PP1
und PP2A fiihrt zu einer Akkumulation von nicht aktivierbaren Raf-1/14-3-3 Komplexen an der Plasma-
membran. Jaumot und Hancock stellten daher folgendes Modell auf: Raf-1 interagiert mit 14-3-3 im Zy-
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toskelett und wird von GTP-Ras an die Plasmamembran rekrutiert. Nachdem 14-3-3 verdréngt worden ist,
kann PP1 Raf-1 dephosphorylieren, wodurch es in eine andere Mikrodoméne der Membran rekrutiert wird.
In dieser Mikrodomane ist Raf-1 jetzt aktivierenden Kinasen zuganglich und kann vollstandig aktiviert
werden (Jaumot and Hancock, 2001).

PP1 fordert also die Aktivierung von Raf-1. Hier konnte ein Anknlipfungspunkt zur Signaltransduktion von
LMP1 liegen, denn LMP1 kann die ERK-MAPK-Signaltransduktion induzieren. In Rat-1 Fibroblasten konn-
te in vitro eine Auswirkung der Aktivierung des ERK-MAPK-Signalwegs durch LMP1 auf die Transformati-
on gezeigt werden (Mainou et al., 2007). Darliber hinaus verstarkt die Aktivierung dieses Signalwegs
durch LMP1 die Zellmotilitat und fihrt damit einer hdheren Invasivitat von Epithelzellen. Hierbei induziert
LMP1 ERK-MAPK zwar unabhangig von Ras aber Uber den kanonischen Raf-MEK-ERK-MAPK-
Signalweg (Dawson et al., 2008). Zwar ist der Mechanismus dieser Aktivierung noch unklar, doch kénnte
auch hier PP1 eine Rolle spielen. Denkbar ist, PP1 auch im Kontext von LMP1 Raf-1 dephosphoryliert
und so eine Aktivierung der Kinase ermdglicht.

5.1.3.3 Interleukin-16

Interleukin-16 (IL-16) wurde in einem Experiment mit einer Wahrscheinlichkeit von 100 % identifiziert. IL-
16 wurde 1982 zum ersten Mal als chemoanziehender Faktor von T-Zellen beschrieben (Center and Cru-
ikshank, 1982; Cruikshank and Center, 1982), das vor allem von aktivierten CD8+ T-Lymphozyten produ-
ziert und ausgeschiittet wird (Center et al., 1996). Es wird aber auch von B-Zellen sezerniert (Sharma et
al., 2000). Bei IL-16 handelt es sich um ein multifunktionales Zytokin, dessen Vorlaufer (pro-IL-16) in ver-
schiedenen Geweben und in peripheren mononuklearen Blutzellen detektiert werden konnte (Chupp et al.,
1998). Das Protein wird zunachst als ca. 80 kDa groRes Vorlauferprotein synthetisiert (Baier et al., 1997)
und durch Caspase 3 proteolytisch in 14 - 17 kDa grolRe Peptide geschnitten und anschlieBend sezerniert
(Chupp et al., 1998; Sciaky et al., 2000; Zhang et al., 1998). Diese Peptide multimerisieren dann zu einem
Homotetramer von ca. 56 kDa, das die physiologisch aktive Form bildet. IL-16 bindet direkt an CD4 und
reguliert eine Reihe von zelluldren Vorgangen, wie etwa den Eintritt in die Gi-Phase des Zellzyklus, die
Inhibition der Antigen-spezifischen Proliferation von T-Zellen und die Hochregulation von CD25 (Glass et
al., 2006). DarUber hinaus scheint es eine Rolle in infektidsen und immunvermittelten Entzindungserkran-
kungen zu spielen (Glass et al., 2006).

IL-16 wird auch in B-Lymphozyten produziert (Sharma et al., 2000), wobei es Hinweise gibt, dass EBV die
Freisetzung von aktivem IL-16 verstarkt. Spender et al. konnten IL-16 als mdgliches Zielgen von EBNA2
identifizieren, wobei sie eine Induktion der Caspase 3-Aktivitat nach EBV-Infektion beobachten konnten
(Spender et al., 2002). Sie vermuten, dass eine IL-16 Freisetzung wahrend der primaren EBV-Infektion in
vivo die CD4* T-Zell-Aktivitat negativ regulieren konnte. CD4+ T-Zellen kdénnen in vitro die Proliferation von
frisch infizierten B-Zellen inhibieren (Zhang et al., 1998), so dass IL-16 in der frihen Phase der EBV-
Infektion die Proliferation der infizierten Zellen férdern kdnnte. Es ist beschrieben, dass IL-16 neben CD4
auch mit anderen Rezeptoren interagieren kann, etwa mit CD9 in Mastzellen (Qi et al., 2006). Denkbar
ware daher auch eine Interaktion mit dem Pseudorezeptor LMP1. Im Gegensatz zu zellularen Rezeptoren
muss LMP1 allerdings nicht durch einen Liganden aktiviert werden sondern ist konstitutiv aktiv, so dass
eine klassische Rezeptor-Liganden-Interaktion zwischen IL-16 und LMP1 unwahrscheinlich ist.
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5.1.3.4 LRMP/Jaw1

Das Membranprotein Jaw1 wurde in dem Ansatz aus HA-LCL3-Lysaten in einem Versuch mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 87 % und in einem zweiten mit 15 % identifiziert. In den Experimenten aus TEV-LCL5-
Lysaten konnte es hingegen nicht identifiziert werden. Es wird aufgrund seines Expressionsmuster auch
als lymphoid resticted membrane protein (LRMP) bezeichnet, da es in B- und T-Zellen exprimiert wird.
Besonders groRe Expressionsniveaus konnten in den B-Zellen des Keimzentrums sowie in B-Zell-
Lymphomen detektiert werden. Auch in anderen Krebsarten lymphoiden Ursprungs konnte LRMP/Jaw1
nachgewiesen werden, etwa in Burkitt Lymphomen oder bestimmten Subtypen von Hodgkins Erkrankun-
gen. Daher stellt es einen Marker fir B-Zell-Lymphome dar (Tedoldi et al., 2006). Die Expression von
Jaw1 kann durch LMP1 induziert werden (Cahir-McFarland et al., 2004).

Jaw1 besteht aus 539 As mit einer hoch-konservierten coiled-coil-Doméane im mittleren Drittel des Proteins
und einer C-terminalen Transmembrandoméne und ist im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert
(Behrens et al., 1994; Behrens et al., 1996). Die Funktion von Jaw1 ist nicht bekannt. Da LMP1 nicht nur
in der Plasmamembran als auch intrazelluldren Kompartimenten lokalisiert ist (Lam and Sugden, 2003b),
kénnte es im endoplasmatischen Retikulum mit Jaw1 interagieren.

5.1.4 CD48 und seine mogliche Rolle als LMP1 Interaktionspartner

CD48 konnte als einziges Protein mit Ausnahme des Zytoskeletts mit beiden Methoden in der mas-
senspektrometrischen Analyse identifiziert werden. Zwar erreicht es in der Auswertung mit Scaffold keinen
hochsignifikanten Wahrscheinlichkeitswert (score), doch ergeben die Auswertungen mit der GPS-Explorer
Software in drei von vier Laufen eine Wahrscheinlichkeit der Identifizierung von tber 98 %. Dariber hin-
aus weist das MS/MS-Spektrum fast durchgéngige y- und b-Reihen auf, was die Identifikation weiter absi-
chert.

CD48 konnte dariiber hinaus in einer unabhangigen IP als LMP1-interagierendes Protein nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 29). Ein Zusammenhang zwischen EBV und CD48 war bereits vor dieser Arbeit
bekannt. CD48 wurde als erstes Zelloberflachenprotein beschrieben, dessen Expression nach einer EBV-
Infektion hochreguliert wird (Thorley-Lawson et al., 1982). Stromaufwarts seines Promotors befindet sich
ein enhancer-Element mit einer NF-kB-Bindestelle, die von LMP1 aktiviert wird (Klaman and Thorley-
Lawson, 1995). LMP1 induziert also CD48 und kann es, wie hier gezeigt werden konnte, dariiber hinaus
auch rekrutieren.

CDA48 wird in humanen B- und T-Zellen exprimiert (Hadam, 1989). Es handelt sich um ein membranstéan-
diges Protein, das (iber Glykosylphosphatidylinositol in der Membran verankert ist (Staunton et al., 1989).
In Nagern fungiert es als Ligand von CD2 (Brown et al., 1995; Kaplan et al., 1993; Kato et al., 1992; van
der Merwe et al., 1993), wo es in der Aktivierung von T- und B-Zellen eine Rolle spielt (Garnett and Willi-
ams, 1994; Maschek et al., 1993; Moran and Miceli, 1998). So induziert die Quervernetzung von CD48 in
B-Lymphozyten von Ratten und Mausen eine starke homotypische Adhasion, was fiir eine Bedeutung in
der Signaltransduktion und in der B-Zell-Aktivierung spricht (Garnett and Williams, 1994). Die Interaktion
von CD48 mit CD2 kann zudem Apoptose in murinen B-Zellen inhibieren (Baixeras et al., 1996). In huma-
nen Zellen interagiert CD48 jedoch nicht mit CD2 (lanelli et al., 1997). Es konnte aber ein kostimulatori-
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scher Effekt von CD48 auf CD40 in B-Lymphozyten gezeigt werden, die zu einer Induktion der Proliferati-
on, der Sekretion von IgG und einer erhdhten Tyrosin-Phosphorylierung in der Zelle fihrt (Klyushnenkova
et al., 1996). Da LMP1 das virale Homolog zu CD40 darstellt (vgl. Abschnitt 1.2.2), liegt die Vermutung
nahe, dass die Rekrutierung von CD48 durch LMP1 ebenfalls zur B-Zell-Proliferation beitragen kénnte.

5.1.5 TNIK und seine mogliche Rolle als LMP1 Interaktionspartner

TNIK wurde 1999 von Fu et al. kloniert und kodiert fur ein Protein aus 1360 As, das der Familie der GCK-
Kinasen (germinal center kinase) zugeordnet werden konnte (Fu et al., 1999). TNIK verfligt (iber eine N-
terminale Kinasedomane, eine intermedidre Doménen und eine C-terminale GCK-Homologieregion. In
Koimmunpréazipitationen wurde gezeigt, dass TNIK mit Nck interagiert. Dariiber hinaus kann TNIK (iber die
intermediare Domane mit TRAF2 interagieren, wie in yeast two-hybrid Untersuchungen gezeigt werden
konnte (Fu et al., 1999). Eine Uberexpression von TNIK rearrangiert das Aktin-Zytoskelett und aktiviert
spezifisch den JNK-Signalweg, was durch die GCK-Homologieregion vermittelt wird (Fu et al., 1999). Eine
biologische Funktion oder ein TNIK-aktivierender Rezeptor ist jedoch noch nicht bekannt.

In der massenspektrometrischen Analyse konnte TNIK lediglich mit der GPS-Explorer Software mit einer
Wahrscheinlichkeit von liber 95% in einem der Versuche als signifikant identifiziert werden, wahrend es
mit Hilfe Scaffold Software unter der geforderten Signifikanzschwelle lag. Dartber hinaus konnte TNIK in
unserer Arbeitsgruppe mit einem weiteren massenspektrometrischen Ansatz nach GST-Koprazipitation
und anschliefendem TEV-Verdau als potenzieller Interaktionspartner von LMP1 detektiert werden (Tho-
mas Kndfel, unpublizierte Daten). Die Interaktion von TNIK und LMP1 wurde hier iber Koimmunprézipita-
tionen in LCLs bestatigt. Darliber hinaus konnte in Koimmunprazipitationen von verschiedenen LMP1-
Mutanten in HEK293 Zellen CTAR2 als Bindedoméne von TNIK identifiziert werden. Ob es sich hierbei um
eine direkte Interaktion handelt, kann mit den hier verwendeten Methoden nicht beantwortet werden.
Wahrscheinlich scheint aber, dass es sich um eine indirekte Bindung handelt, die etwa (iber TRAF-
Molekile vermittelt werden konnte, zumal eine Interaktion zwischen TRAF2 und TNIK bereit beschrieben
wurde (Fu et al., 1999). Allerdings muss angemerkt werden, dass TRAF2 in der Signaltransduktion von
LMP1 an CTAR2 keine Bedeutung besitzt (Luftig et al., 2003; Wan et al., 2004; Xie et al., 2004). Ein wei-
teres mégliches Mitglied der TRAF-Familie ware TRAF5, das TRAF2 in TRAF2-defizienten Zellen teilwei-
se substituieren kann (Tada et al., 2001). Allerdings spielt auch TRAF5 an CTAR2 von LMP1 keine Rolle,
hier sind stattdessen TRAF3 und TRAF6 von Bedeutung (Luftig et al., 2003; Schultheiss et al., 2001; Wu
et al., 2006; Xie and Bishop, 2004; Xie et al., 2004). Eine Bindung kdnnte daher Uber eines dieser Protei-
ne vermittelt werden.

Es stellt sich die Frage, welche Bedeutung TNIK in der Signaltransduktion von LMP1 einnimmt. Die Inter-
aktion von TNIK mit CTAR2 deutet auf eine Funktion im JNK- oder NF-kB-Signalweg hin. Eine Aktivierung
des JNK-Signalwegs nach TNIK-Uberexpression ist bereits beschrieben (Fu et al., 1999). Daher lag die
Vermutung nahe, dass TNIK einen Mediator der JNK-Aktivierung durch LMP1 darstellen kdnnte. Untersu-
chungen zur Aktivierung des JNK-Signalwegs haben gezeigt, dass Zellen, die mit TNIK-spezifischer
siRNA transfiziert wurden, eine geringere JNK-Aktivitat nach LMP1-Expression aufwiesen als solche, die
mit Kontroll-siRNA behandelt wurden (persénliche Mitteilung von Anna Skoda). Da der JNK-Signalweg
einen entscheidenden Beitrag zur Transformation durch LMP1 leistet (Kutz et al., 2008), konnte mit Hilfe
der Ergebnisse dieser Arbeit die erste biologische Funktion von TNIK nachgewiesen werden.
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LMP1 stellt den ersten bekannten (Pseudo-) Rezeptor von TNIK dar. Hieraus kénnten sich auch Hinweise
fir die zellulére Rolle der TNIK ergeben. So kénne ein zellularer Rezeptor der TNIK mit ahnlichen Signal-
molekilen wie LMP1 interagieren, wie z. B. CD40, der ebenso wie LMP1 JNK induziert (Li et al., 1996;
Sakata et al., 1995).

5.2 SHP-1 als LMP1-assoziiertes Protein

Die Tyrosin-Phosphatase SHP-1 wurde von Thomas Kndfel aus unserer Arbeitsgruppe erstmals in GST-
LMP1-Koprazipitations-Experimenten mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse gefunden
(siehe Abschnitt 4.2). Sie reguliert eine Vielzahl verschiedener Signalwege, wobei ihr oft eine negative
Rolle in der Modulation von Zellfunktionen zugeschrieben wird. Eine Vielzahl der Signalwege, in die
SHP-1 involviert ist, kdnnen von LMP1 aktiviert werden, etwa NF-kB, JNK oder PI3K/Akt1 (siehe Abschnitt
1.2.4 und Abschnitt 1.3.2.2). Es bestehen also zahlreiche Berlihrungspunkte zwischen LMP1 und SHP-1.
So interagieren beide Proteine etwa mit TRAF6 (Schultheiss et al., 2001; Zhang et al., 2003a) oder mit
Mitgliedern der Jak/STAT-Familie (Gires et al., 1999; Han et al., 2006a; Han et al., 2006b).

Darlber hinaus wurde SHP-1 bereits als moglicher Effektor der TNFR-Signaltransduktion beschrieben
(Xie et al., 2000; Zhang et al., 2003a). Die TNFR-Familie und LMP1 besitzen auffallige Gemeinsamkeiten.
So weist die Signaltransduktion des zelluldren TNFR1 und des viralen LMP1 deutliche Parallelen im Be-
zug auf die Zusammensetzung des Signalkomplexes auf, auch wenn die biologische Funktion zum Teil
sehr unterschiedlich ist (Schneider, 2005). Funktionell hingegen ahnelt LMP1 einem anderen Mitglied der
TNFR-Familie, dem CD40-Rezeptor (sieche Abschnitt 1.2.2). Daher wird LMP1 auch als dessen virales
Analogon bezeichnet (Lam and Sugden, 2003a).

Insgesamt schien zu Beginn der vorliegenden Arbeit viel fiir eine Verbindung zwischen SHP-1 und LMP1
zu sprechen. Daher bestand ein Ziel dieser Doktorarbeit darin, die Bindung zwischen LMP1 und SHP-1
naher zu charakterisieren und die Funktion von SHP-1 in der LMP1-Signaltransduktion zu untersuchen.

5.21 Kartierung der Bindungsstelle von SHP-1 an LMP1

Wie in Abschnitt 5.1.3 erwahnt, ergibt die Identifikation eines Proteins in einem Massenspektrometrie-
Ansatz erst einen ersten Hinweis auf eine tatsachliche Interaktion. Ein wichtiges Ziel war es daher, SHP-1
als Interaktionspartner von LMP1 zu bestatigen. Wie bereits erwahnt, wurde SHP-1 in Prazipitationsexpe-
rimenten mit bakteriell aufgereinigtem GST-LMP1-Fusionsprotein detektiert. Durch Koimmunprazipitatio-
nen in LCLs konnte in dieser Arbeit die Bindung bestéatigt werden (siehe Abbildung 34). Damit wurde wei-
terhin gezeigt, dass die Interaktion auch unter physiologischen Bedingungen gegeben ist und somit nicht
nur bei starker Uberexpression von LMP1 wie in dem Koprézipitationsexperiment.

Weiterhin konnte die Bindestelle von SHP-1 an LMP1 eingegrenzt werden und gezeigt werden, dass die
beiden As Y1gs5 und Y1ss in GST-Kopréazipitationen essenziell sind (siehe Abbildung 39). Hierbei ist anzu-
merken, dass sich das Bindemotiv von SHP-1 an LMP1 nicht notwendigerweise auf die beiden Tyrosine
beschranken muss. Vielmehr ist davon auszugehen, dass daneben noch weitere Aminosauren fir die
Interaktion notwendig sind. Zwei aufeinander folgende Tyrosine kommen in Proteinen haufig vor, weshalb
anzunehmen ist, dass es noch weiterer Aminosauren bedarf, um das Bindemotiv vollstandig zu beschrei-
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ben. Die Bindung zwischen SHP-1 und LMP1 ist unabhéngig von TRAF-Molekilen, da auch in Abwesen-
heit von TRAF-Bindestellen SHP-1 mit LMP1 interagieren kann. Stattdessen beruht sie auf einem véllig
neuen Bindemotiv in LMP1, das unabhéngig von CTAR1 und CTAR2 direkt an den Transmembrandoma-
nen lokalisiert ist.

Die ungewohnliche Bindestelle von SHP-1 an LMP1 liefert die Begriindung dafiir, dass SHP-1 in den TEV-
Eluaten aus TEV-LCL5-Zellen nicht identifiziert werden konnte. Die TEV-Schnittstelle ist C-terminal direkt
hinter der SHP-1Interaktionsstelle lokalisiert, so dass SHP-1 nicht mit dem C-Terminus von LMP1 von den
beads geschnitten werden kann.

Die Frage, ob SHP-1 direkt an LMP1 bindet, konnte mit den in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten
nicht beantwortet werden. In den verwendeten Zelllysaten kénnten auch weitere Proteine die Bindung
vermitteln. Zwar kommen die bekanntesten LMP1-interagierenden Proteine der TRAF-Familie, TRADD
oder RIP1 nicht in Betracht, da das gefundene Bindemotiv von SHP-1 auerhalb der bekannten Interakti-
onsstellen dieser Proteine an LMP1 lokalisiert ist. Dennoch konnte theoretisch ein weiteres, unbekanntes
Protein die Bindung vermitteln. Dieser Frage wurde im Rahmen einer Kooperation mit Stephan Feller
(Weatherall Institute of Molecular Medicine, Oxford University, Oxford, UK) nachgegangen. In den dort
durchgefiihrten Studien, konnte rekombinantes aufgereinigtes GST-SHP-1 an LMP1-Peptide mit der von
mir kartierten Bindungsstelle direkt binden. Es handelt sich demnach um eine direkte Interaktion. Interes-
sant ist weiterhin, dass auch SHP-1 Mutanten, die (iber keine SH2-Domanen mehr verflgten, die LMP1-
Peptide binden konnten (personliche Mitteilung von Stefan Feller). Auch wenn zwei Tyrosine (Y1s5 und
Yigs) in LMP1 von zentraler Bedeutung fiir die Interaktion sind, beruht die Bindung nicht auf der klassi-
schen Interaktion eines phosphorylierten Tyrosins mit den SH2-Domanen von SHP-1. Diese neuartige
Interaktion kénnte auch iber LMP1 in zelluléren Proteinen eine Bedeutung haben. So kdnnten Proteine,
von denen eine Interaktion mit SHP-1 beschrieben ist, die aber nicht iber die SH2-Doménen an SHP-1
binden, wie etwa Jak2 (Wu et al., 2000), (iber einen ahnlichen Bindungsmechanismus verfiigen.

5.2.2 Die Rolle von SHP-1 in der Signaltransduktion von LMP1

Ein wichtiges Ziel dieser Doktorarbeit war schlieBlich die Charakterisierung der Rolle von SHP-1 in der
Signaltransduktion von LMP1. Hierzu wurden drei verschiedene Systeme verwendet: SHP-1 defiziente
DT40 Zellen (Maeda et al., 1998; Ono et al., 1997), die Expression von dominant negativem SHP-1 (SHP-
1 C453S) sowie Studien mit LMP1 Mutanten, die SHP-1 nicht mehr rekrutieren konnten.

In NF-kB Luziferase-Reportergen Experimenten konnte gezeigt werden, dass SHP-1 die LMP1-induzierte
NF-kB-Aktivierung negativ reguliert. DT40 SHP-1 -/- Zellen wiesen eine ca. doppelt so hohe Aktivierung
von NF-kB nach LMP1-Expression auf wie DT40 Zellen, die tber ein funktionelles SHP-1 verflgten (siehe
Abbildung 44). Diese erhdhte NF-kB-Aktivitét lie® sich durch die Expression von exogenem SHP-1 rever-
tieren (siehe Abbildung 45). In Studien mit den LMP1 Mutanten LMP1 AsgsA und LMP1 A151AXxAA konnte
dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen LMP1 und SHP-1 flir den negativen Effekt
von SHP-1 auf die NF-kB-Aktivierung durch LMP1 notwendig ist (siehe Abbildung 45). Damit konnte nicht
nur die Bedeutung der Tyrosine Y+gs und Yigg fUr die SHP-1-Bindung bestatigt werden, sondern dariiber
hinaus ein funktioneller Effekt der Mutanten gezeigt werden. LMP1 aktiviert damit nicht nur NF-kB, es
verfigt gleichzeitig iber einen Mechanismus, der die Aktivierung begrenzt. Auf eine negative Regulation
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von NF-kB durch SHP-1 weisen auch in vivo Studien hin. So verfligen me*/mev-Mause (ber erhdhte
NF-kB-Aktivitdt nach verschiedenen Stimuli wie Tumornekrosefaktor a, doppelstrangiger RNA und Interfe-
ron y (Khaled et al., 1998; Massa and Wu, 1998). Der Mechanismus dieser Regulation ist jedoch nicht
bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit war eine Aktivierung von NF-kB durch die Expression von p65 unabhéngig von
SHP-1. Die Phosphatase muss daher oberhalb vom Transkriptionsfaktor in den Signalkaskaden die Akti-
vierung von NF-kB durch LMP1 regulieren. Es stellt sich die Frage, an welcher Stelle SHP-1 ansetzt, um
die NF-kB-Signaltransduktion abzuschwéachen, zumal NF-kB von LMP1 (ber verschiedene Signalwege
aktiviert wird. Experimente mit LMP1-Mutanten im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dass sowohl die
Signaltransduktion durch CTAR1 als auch durch CTAR2 von SHP-1 negativ reguliert werden (Daten nicht
gezeigt). Dieses Verhalten weist darauf hin, dass sowohl der kanonische als auch der nicht-kanonische
NF-kB-Signalweg beeinflusst werden. Die Familie der IKK Kinase besitzt eine zentrale Bedeutung in bei-
den Kaskaden. Wahrend die nicht-kanonische NF-kB-Aktivierung von IKKa abhangig ist, wird IKK fiir die
Induktion des kanonischen NF-kB-Signalwegs bendtigt (Luftig et al., 2003). Dennoch kann man die Sig-
nalwege nicht unabhangig betrachten, vielmehr beeinflussen sich die Signalwege gegenseitig. So werden
in IKKo-defizienten murinen Mausfibroblasten Zielgene des kanonischen IKKB-abhangigen NF-kB-
Signalwegs verstarkt exprimiert (Luftig et al., 2003). Es ware denkbar, dass SHP-1 auf die Proteine des
IKK-Komplexes einwirkt, da es Hinweise gibt, dass in der IKK-Familie eine Phosphorylierung an Tyrosinen
eine Bedeutung fiir die Aktivierung der Kinasen besitzt. So konnte flir IKKB gezeigt werden, dass die bei-
den Tyrosine Tyrigs und Tyrigg phosphoryliert werden, was fiir die Aktivitat essentiell ist (Huang et al.,
2003). Ein moglicher Mechanismus, wie SHP-1 die von LMP1 induzierten NF-kB-Signalwege regulieren
kénnte, wére damit eine Dephosphorylierung von IKKB. Mdglich wére auch, dass IKKa Uber einen analo-
gen Mechanismus von SHP-1 reguliert wird. Um diese These zu (berprifen, kénnten z.B. IKK-
Prazipitationen nach transienter Expression von LMP1 wt und SHP-1-bindungsdefizienten LMP1-
Mutanten mit anschlieBendem Nachweis mit Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrper Aufschluss geben.
Dariber hinaus kdnnten IKK-Immunkomplex-Kinaseversuche in An- und Abwesenheit von SHP-1 Klarheit
bringen, ob SHP-1 die Aktivitat der Kinasen beeinflusst.

Ein weiteres mdgliches Zielprotein von SHP-1 in der Signaltransduktion von LMP1 kénnte die Januskinase
Tyk2 darstellen. Eine Interaktion zwischen LMP1 und Tyk2 wurde von Geiger und Martin beschrieben,
wobei diese Interaktion ebenso wie die von LMP1 und SHP-1 unabhéngig von CTAR1 und CTAR2 ist
(Geiger and Martin, 2006). Flr die Aktivierung muss Tyk2 tyrosin-phosphoryliert werden, woraufhin es
seine Substrate, wie etwa STAT2, phosphorylieren kann. Geiger et. al. beschreiben, dass LMP1 die
Phosphorylierung von Tyk2 vermindert und die Kinase so inaktiviert wird. Die Januskinasen stellen be-
kannte Zielproteine von SHP-1 dar. Zwar ist die Aktivitat von Tyk2 in SHP-1 defizienten motheaten Zellen
nicht erhoht (Shuai and Liu, 2003), doch konnte von Wu et al. in H9 Zellen gezeigt werden, dass SHP-1
das Proteinniveau von Tyk2 negativ beeinflusst, indem es die Degradation der Kinase beschleunigt (Wu et
al., 2003a). Damit kénnte die Interaktion von LMP1 mit SHP-1 den Mechanismus fiir die Inhibition der
Tyk2-Phosphorylierung durch LMP1 darstellen. Diese These sollte im Rahmen dieser Arbeit iberpriift
werden, doch konnte der Effekt von LMP1 auf die Phosphorylierung von Tyk2 in unseren Handen nicht
reproduziert werden, so dass auch nicht untersucht werden konnte, ob eine SHP-1 bindungsdefiziente
LMP1-Mutante diesen Effekt reduziert.



5 DISKUSSION 123

Stattdessen konnte ein Einfluss der Interaktion von LMP1 und SHP-1 auf ein anderes Mitglied der Ja-
nuskinasen-Familie gezeigt werden. So konnte in DG75 Zellen, die mit der SHP-1 bindungsdefizienten
Mutante LMP1 AsgsA transfiziert worden waren, eine stérkere Jak3-Phosphorylierung nachgewiesen wer-
den als in Zellen, die mit LMP1 wt transfiziert worden waren (siehe Abbildung 50). Die Interaktion von
SHP-1 und LMP1 scheint also die Aktivierung von Jak3, die durch LMP1 induziert wird, teilweise wieder
aufzuheben. Dieser Effekt konnte durch dominant negatives SHP-1 (SHP-1 Cus3S) aufgehoben werden,
denn bei Koexpression von SHP-1 Css3S, Jak3 und LMP1 in DG75 Zellen war eine deutlich starkere
Phosphorylierung von Jak3 zu erkennen als bei einer Expression von Jak3 und LMP1 alleine (siehe
Abbildung 51). In HEK293 Zellen hingegen waren die Unterschiede in der Phosphorylierung von Jak3
nach Transfektion mit LMP1 wt oder LMP1 AsgsA nicht zu erkennen (siehe Abbildung 49). Diese Zellen
verfugten {ber ein sehr geringes endogenes Expressionsniveau von SHP-1. Daher ist anzunehmen, dass
die Menge an SHP-1 in der Zelle nicht ausreichend war, um mit der Phosphorylierung von Jak3 zu interfe-
rieren. Dass die Abwesenheit von SHP-1 in B-Zellen zu einer verstarkten Jak3-Phosphorylierung und
einer verstarkten Aktivitat fiihrt, wurde bereits von Han et al. beschrieben (Han et al., 2006a; Han et al.,
2006b).

Ein weiterer Signalweg, der durch das Rekrutieren von SHP-1 an LMP1 reguliert werden konnte, ist der
JNK-Signalweg. Wie bereits in der Einleitung (siehe Abschnitt 1.3.2.2) dargestellt, besitzen B-Zellen aus
me/me Mausen ein konstitutiv aktives JNK (Mizuno et al., 2002). Transfiziert man B-Lymphozyten mit
dominant negativem SHP-1, filhrt dies zu einem Anstieg der JNK-Phosphorylierung (Mizuno et al., 2000).
JNK-Immunkomplex-Kinaseversuche, die im Rahmen dieser Arbeit im DT40-SHP-1 -/- System und in
DG75 Zellen mit und ohne dominant negativem SHP-1 durchgefiihrt wurden, konnten bis jetzt keine be-
lastbaren Daten liefern. DT40-Zellen weisen eine sehr geringe Transfektionseffizienz auf, so dass aus
technischen Griinden keine ausreichenden Signalintensitaten generiert werden konnten. Die Experimente
in DG75 Zellen konnten aus Zeitgriinden nicht vollstandig abgeschlossen werden. Dennoch gibt es erste
Hinweise darauf, dass eine fehlende SHP-1-Bindung an LMP1 zu einer erhdhten JNK-Aktivitat flhren
konnte. So wiesen die Konstrukte pSV-HA-LMP1-1xli-TEV-CT und pSV-HA-LMP1-2xli-TEV-CT in
Abbildung 20 eine hohere JNK-Aktivitat als wildtypisches LMP1 auf, obwohl die Proteine gleichstark
exprimiert wurden. Die eingefiigte TEV-Schnittstelle liegt direkt unterhalb der kartierten SHP-1 Bindestelle
von LMP1. Geht man davon aus, dass das Einfligen der TEV-Schnittstelle sich negativ auf die Rekrutie-
rung von SHP-1 auswirkt, kdnnte es die erhdhte JNK-Aktivitdt der Mutanten erklaren. Dennoch kann die
Auswirkung der SHP-1-Interaktion auf die JNK-Aktivitdt durch LMP1 nicht abschlieBend beantwortet wer-
den, zumal SHP-1 auch einen positiven Einfluss auf die JNK-Aktivitat haben kann (Xie et al., 2000).

Ein weiterer Signalweg, der sowohl von SHP-1 als auch von LMP1 reguliert wird, ist der PI3K/Akt-
Signalweg. Wahrend LMP1 den Signalweg induziert, kann SHP-1 (iber verschiedene Mechanismen inhibi-
torisch auf die Akt-Aktivitat einwirkt. So dephosphoryliert SHP-1 PTEN, was zu einer Aktivierung dieser
Phosphatase fiihrt. Das aktivierte PTEN kann dadurch vermehrt PIP3 zu PIP2 dephosphorylieren, so dass
weniger Akt an die Membran rekrutiert und aktiviert wird (Lu et al., 2003b). Darlber hinaus kann SHP-1
die regulatorische Untereinheit p85 der PI3K dephosphorylieren. Im dephosphorylierten Zustand inhibiert
diese Untereinheit die katalytische Untereinheit von p110, wahrend die Phosphorylierung von p85 durch
Src-Kinasen zu einer Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs flihrt (Cuevas et al., 1999; Cuevas et al., 2001;
Lu et al.,, 2003b; Yu et al., 1998). LMP1 hingegen induziert die PI3K/Akt-Signalkaskade (Dawson et al.,
2003; Fresno Vara et al., 2004; Mainou et al., 2005). Denkbar wére demnach, dass SHP-1 durch die In-
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teraktion mit LMP1 in die N&he von der PI3K gebracht wird und so die Phosphorylierung von p85 negativ
regulieren kénnte. Demnach missten SHP-1-bindungsdefiziente LMP1 Mutanten (ber eine vermehrte
Phosphorylierung und damit eine héhere Aktivitat der PI3K verfiigen. Denkbar ist auch, dass die Aktivitat
von PTEN durch SHP-1 erhoht wird, nachdem der PI3K-Signalweg zunachst durch LMP1 aktiviert worden
ist. Hier wiirde die Interaktion von SHP-1 mit LMP1 sich nicht in einer verringerten Aktivitat der PI3K son-
dern erst auf der Ebene von PIP3 und Akt niederschlagen. Der PI3K/Akt-Signalweg scheint besonders in
Nager-Fibroblasten von Bedeutung zu sein, da er fir deren Transformation durch LMP1 essentiell ist
(Mainou et al., 2005). In B-Zellen konnte in meinen Handen keine iiberzeugende Akt-Phosphorylierung
nach LMP1 Expression gezeigt werden. Auch Experimente in Rat-1 Zellen, die stabil mit verschiedenen
LMP1-Mutanten transfiziert worden waren, ergaben aus technischen Griinden keine belastbaren Daten.
Dennoch ist es denkbar, dass die Aktivierung von PI3K/Akt durch LMP1 von SHP-1 reguliert werden kann.
Fir beide vorgestellten Modelle kénnte eine Western-Blot-Analyse mit Phospho-Akt-spezifischen Antikér-
per aus Zellen mit SHP-1 bindungsdefizienten LMP1 Mutanten vergleichend mit LMP1 wt einen Hinweis
geben. AnschlieBend kdnnte die Kinaseaktivitat von Akt bzw. PI3K untersucht werden.

Ein weiterer interessanter Ankniipfungspunkt fir eine mégliche Funktion der Interaktion von SHP-1 und
LMP1 besteht in der BCR-Signaltransduktion. Sowohl SHP-1 als auch LMP1 konnen in diese inhibierend
eingreifen. SHP-1 wurde als negativer Regulator des BCRs beschrieben, indem es sowohl den BCR
selbst als auch assoziierte Faktoren dephosphoryliert und damit inaktiviert (Dustin et al., 1999; Monroe,
2006). Dartliber hinaus kann SHP-1 negative Faktoren in der BCR-Aktivierung, wie etwa CD72, durch
Dephosphorylierung aktivieren (Adachi et al., 1998; Blasioli et al., 1999; Bolland and Ravetch, 1999;
Cambier, 1997; Sen et al., 1999; Thomas, 1995; Wu et al., 1998). Die Interaktion von CD22 mit SHP-1
hingegen fuhrt nicht zu einer Dephosphorylierung von CD22. Vielmehr wird SHP-1 durch CD22 zu seinen
Substraten rekrutiert (Siminovitch and Neel, 1998). Durch die Aktivierung der BCR-Signaltransduktion
kann in LCLs der lytische Zyklus von EBV aktiviert werden. LMP1 inhibiert diese Induktion (Adler et al.,
2002), so dass es denkbar ware, dass LMP1 durch SHP-1 diese Inhibition direkt vermittelt. Mit der hier
entwickelten Kombination aus EREB2-5-Zelllinien und induzierbaren pRTS1-LMP1-Konstrukten konnten
zwar die Ergebnisse von Adler et al. bestatigt werden, eine Interaktion von SHP-1 mit LMP1 scheint fiir die
Inhibition des lytischen Zyklus durch LMP1 jedoch nicht von Bedeutung zu sein (siehe Abbildung 52 bis
Abbildung 55).

Es stellt sich die Frage, wieso LMP1 ein Protein rekrutiert, das die durch LMP1 aktivierten Signalwege
teilweise wieder inaktiviert. Hierbei ist zu beachten, dass LMP1 durch verschiedene Mechanismen von
EBV streng reguliert wird. Eine Uberexpression von LMP1 fiihrt zu toxischen Effekten (Floettmann et al.,
1996; Gahn and Sugden, 1993; Hammerschmidt et al., 1989), was fiir ein Virus, das hauptsachlich latent
in seinen Wirtszellen persistiert, nicht vorteilhaft sein kann. Weiterhin konnte etwa gezeigt werden, dass
eine zweifache hohere Expression von LMP1 als der Durchschnitt in EBV-positiven Lymphoblasten die
Genexpression inhibiert und zu Zytostase fiihrt (Kaykas and Sugden, 2000; Sandberg et al., 2000). Eine
Regulation von LMP1 erscheint daher notwendig und findet auf verschiedenen Ebenen statt.

Zunachst wird LMP1 bereits auf der Ebene der Translation reguliert. Das EBV-Genom kodiert fir mikro-
RNAs (BART), die auf den 3’ untranskribierten Bereich der mRNA von LMP1 abzielen. Sie modulieren so
die LMP1-induzierte NF-kB-Signaltransduktion (Lo et al., 2007). Auf Proteinebene wird LMP1 zum einen
durch proteasomale Degradation reguliert. Seine Halbwertszeit liegt je nach Zelltyp bei 1,5 bis 5 Stunden
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(Baichwal and Sugden, 1987; Mann and Thorley-Lawson, 1987; Martin and Sugden, 1991). Zum anderen
reguliert LMP1 sich auch selbst, indem es die Autophagie in den B-Zellen férdert. Eine Inhibition der Au-
tophagie fihrt zu einer Ansammlung von LMP1 und vermindert die Proliferation (Lee and Sugden, 2007).
Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, reguliert sich LMP1 auch durch die Interaktion mit SHP-1 selbst. Der
hier gefundene Mechanismus beeinflusst jedoch nicht die Menge des vorhandenen LMP1 sondern greift in
dessen Signaltransduktion ein. Welche Bedeutung diese Art der Regulation auf die biologische Funktion
besitzt, ist zurzeit noch nicht geklért. Eine Bedeutung konnte im Uberleben und in der Proliferation der
Zellen bestehen, da eine LMP1-Uberexpression sich hier negativ auswirkt (s.0.). Zwar wurden mit dem
EREB-pRTS1 Zellsystem erste MTT-Versuche durchgefiihrt, doch konnten hier keine signifikanten Unter-
schiede fir LMP1 wt und die SHP-1 bindungsdefizienten Mutanten gefunden werden. Um eine verlassli-
che Aussage zu ermdglichen, missten hier weitere Experimente durchgefiihrt werden. Dieses war aus
zeitlichen Grlinden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr maglich.

Obwohl mit den hier verwendeten Methoden bisher keine biologische Funktion der Interaktion zwischen
LMP1 und SHP-1 gefunden werden konnte, hei8t das nicht, dass die Bindung irrelevant ist. Die verwende-
ten Experimente beleuchten lediglich die Funktion in vitro, so dass Effekte, die sich nur in vivo aufiern,
nicht erfasst werden konnen. Einfliisse, die sich etwa auf die Sekretion von Zytokinen, die Interaktion mit
dem Immunsystem des Wirts oder Vorgénge in den Keimzentren auswirken, konnten hier nicht detektiert
werden. Es stellt sich die Frage, ob die negative Regulation der LMP1-Signaltransduktion durch SHP-1
eine Auswirkung in vivo besitzt. Denkbar ist, dass die Regulation von LMP1 an Bedeutung gewinnt, wenn
das Immunsystem EBV-infizierte Zellen bekdmpft. Durch eine unregulierte Signaltransduktion kénnten
etwa Mechanismen angeregt werden, die infizierte Zellen verstarkt zu einem Ziel des Immunsystems
machen. Solche Uberlegungen miissen jedoch reine Spekulation bleiben. Da das Wirtsspektrum von EBV
ausschlieBlich humane Zellen umfasst, beschrénken sich in vivo Studien nach dem heutigen Stand der
Wissenschaft auf Biopsien und sind daher rein deskriptiv. Mausmodelle fiir EBV stehen trotz intensiver
Bemiihungen noch nicht zur Verflgung (Zychlinska, 2007).

Zusammenfassend lasst sich unter Einbeziehung der in dieser Doktorarbeit gewonnen Erkenntnisse das
in Abbildung 56 gezeigte Modell fir die Rolle von SHP-1 in der Signaltransduktion von LMP1 aufstellen.

\ 4 \4

Jak/ISTAT  NF-kB

Abbildung 56: Modell der Funktion von SHP-1 in der Signaltransduktion von LMP1.
SHP-1 bindet an LMP1 Gber CTIR und hemmt die Aktivierung des Jak/STAT- und des NF-kB-Signalweges durch
LMP1.
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SHP-1 bindet {ber eine neue Region des C-Terminus von LMP1 direkt unterhalb der Transmembrando-
manen. Durch diese Interaktion inhibiert es sowohl den Jak/STAT- als auch den NF-kB-Signalweg von
LMP1. Dieses neuartige Motiv von LMP1 stellt damit eine C-terminale inhibitorische Region (CTIR) dar,
funktionell vergleichbar mit den ITIM-Motiven, an die SHP-1 rekrutiert wird.

Damit tragen die in dieser Arbeit erreichten Ergebnisse dazu bei, die komplexen Vorgange der
Signaltransduktion von LMP1 weiter aufzuklaren. Mit Hilfe der Massenspektrometrie konnten neue poten-
zielle Interaktionspartner von LMP1 identifiziert werden. Die hier etablierte Methodik kombiniert eine Auf-
reinigung mit niedriger Stringenz mit einem subtraktiven Ansatz, so dass schwach bindende Proteine
untersucht werden konnen und dennoch die Rate der falsch-positiven Interaktionspartner gering gehalten
werden konnte. Damit steht uns ein System zur Verfligung, mit dem sich der Signalkomplex um LMP1
genauer untersuchen lasst. TNIK und CD48 konnten im Rahmen dieser Arbeit bereits als LMP1-
interagierende Proteine mit einer unabhangigen Methode bestatigt werden. Damit ist der Grundstein ge-
legt, um weitere Einblicke in funktionelle Bedeutung dieser Proteine in der Signaltransduktion von LMP1
zu erlangen. So soll in n&chsten Schritten zum Beispiel mittels siRNA untersucht werden, welche in wel-
chen LMP1 induzierten Signalwegen diese Proteine eingreifen. Mit LMP1 konnte fiir TNIK der erste Re-
zeptor gefunden werden. Weiterflinrende Untersuchungen sollen aufdecken, mit welchen Rezeptoren die
Kinase im zelluléren Kontext spielt. Darliber hinaus konnten weitere interessante potenzielle Interaktions-
partner von LMP1 identifiziert werden, die in weiterflihrenden Arbeiten bestatigt und genauer untersucht
werden sollen.

Schlussendlich konnte SHP-1 als negativer Regulator der LMP1-induzierten NF-kB- und Jak3-
Signaltransduktion nachgewiesen werden. Hierzu interagiert die Protease mit LMP1 (iber ein neues Motiv
oberhalb von CTAR1. Ob SHP-1 auch in weitere, LMP1-induzierte Signalwege, wie etwa den JNK-
Signalweg, eingreift, soll Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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6  Zusammenfassung

Das Membranprotein LMP1 des Epstein-Barr Virus (EBV) stellt das primare Onkogen des Virus dar. Es ist
essentiell fiir eine effiziente Transformation von B-Zellen durch das Virus und ist allein ausreichend, um
Nagerfibroblasten zu transformieren. LMP1 aktiviert eine Vielzahl von Signalwegen Uber zwei carboxyter-
minale Aktivierungsregionen (CTAR1 und CTAR2), unter anderem die JNK-, die NF-kB, die PI3K- und die
Jak/STAT-Signalkaskaden. Die Aufklarung der Signaltransduktion von LMP1 auf molekularer Ebene ist
der Fokus intensiver wissenschaftlicher Forschung.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, neue Interaktionspartner von LMP1 zu identifizieren und so
Licken zwischen LMP1 und den weiter stromabwarts liegenden Signalwegen zu schlieen. Dazu wurde
im ersten Teil der Arbeit eine Methodik entwickelt, mit dem der Signalkomplex von LMP1 massenspekiro-
metrisch untersucht werden konnte. Hierzu wurde zunéchst ein Zellsystem etabliert, mit dem der LMP1-
Multiproteinkomplex aus lymphoblastoiden Zelllinien (LCLs), also im viralen Kontext, prazipitiert werden
konnte. Dariiber hinaus wurde ein zusétzlicher Aufreinigungsschritt durch die Integration einer TEV-
Protease-Schnittstelle zwischen den Transmembrandoménen und dem C-Terminus von LMP1 eingefihrt.
Mit diesem Verfahren wurde eine Reihe von neuen potenziellen Interaktionspartnern von LMP1 identifi-
ziert. Von diesen konnten bereits zwei Proteine als LMP1 Interaktionspartner mit weiteren Methoden veri-
fiziert werden, das Transmembranprotein CD48 und die Kinase TNIK.

Der zweite Teil der Arbeit beleuchtet die Rolle der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-1 in der Signaltrans-
duktion von LMP1. Sie wurde in unserer Arbeitsgruppe als Interaktionskandidat von LMP1 identifiziert.
Neben der Verifikation der Bindung gelang es in dieser Arbeit, die Interaktionsstelle von SHP-1 auf die
beiden Tyrosine Y1gs und Y1gs von LMP1 zu kartieren. Damit wurde neben CTAR1 und CTAR2 ein weite-
res, neues Bindemotiv von LMP1 entdeckt.

Es konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass LMP1 den NF-kB- und den Jak/STAT-
Signalweg nicht nur induziert sondern durch die Interaktion von LMP1 mit SHP-1 diese Aktivierung regu-
liert und begrenzt. LMP1 verflgt somit auch direkt auf der Ebene der Signaltransduktion tber einen Me-
chanismus, der seine eigene Aktivitat moduliert.
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Anhang A: Vektorkarten der klonierten Plasmide

Die nachfolgenden Abbildungen stellen Vektorkarten der klonierten Plasmide dar. Schnittstellen von Re-

striktionsenzymen, die genau einmal in dem Konstrukt schneiden, sind in blau dargestellt
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f}zyz%_ .

NA-3a



ANHANG B: RESTRIKTIONSFRAGMENTE VON MAXI-EBV PLASMIDEN NACH BAMHI-VERDAU

Anhang B: Restriktionsfragmente von Maxi-EBV Plasmiden nach
BamHI-Verdau

Gelb hervorgehoben sind Unterschiede in den Fragmentgréflen nach BamHI-Verdau zwischen 2089,

2089-HA-LMP1 und 2089-HA-LMP1-2xIi-TEV-CT.

2089 2089-HA-LMP1 2089-HA-LMP1-2xli-TEV-CT
Fragment- [Bereich im Vektor |Fragment- |[Bereich im Vektor |Fragment- |Bereich im Vektor
groRe [Bp] grofe [Bp] [groRe [Bp]
11867 164582:176448 13419 164582:178000 13419 164582:178000
10477 154105:164581 10477 154105:164581 10477 154105:164581
9693 112621:122313 9693 112621:122313 9711 178001:3955
9622 176449:3955 9665 178001:3955 9693 112621:122313
9221 3995:13215 9221 3995:13215 9221 3995:13215
8020 128849:136868 8020 128849136868 8020 128849:136868
7910 92704:100613 7910 92704:100613 7910 92704:100613
7396 54854:62249 7396 54854:62249 7396 54854:62249
6535 122314:128848 6535 122314:128848 6535 122314:128848
6005 48849:54853 6005 48849:54853 6005 48849:54853
5055 107566:112620 5055 107566:112620 5055 107566:112620
5053 87651:92703 5053 87651:92703 5053 87651:92703
4696 79538:84233 4696 79538:84233 4696 79538:84233
4367 73469:77835 4367 73469:77835 4367 73469:77835
4058 69411:73468 4058 69411:73468 4058 69411:73468
3872 62250:66121 3872 62250:66121 3872 62250:66121
3641 103817:107457 3641 103817:107457 3641 103817:107457
3417 84234:87650 3417 84234:87650 3417 84234:87650
3388 139353:142740 3388 139353:142740 3388 139353:142740
3289 66122:69410 3289 66122:69410 3289 66122:69410
3145 144863:148007 3145 144863:148007 3145 144863:148007
3072 28576:31647 3072 28576:31647 3072 28576:31647
3072 13216:16287 3072 13216:16287 3072 13216:16287
3072 25504:28575 3072 25504:28575 3072 25504:28575
3072 19360:22431 3072 19360:22431 3072 19360:22431
3072 22432:25503 3072 22432:25503 3072 22432:25503
3072 16288:19359 3072 16288:19359 3072 16288:19359
3072 37792:40863 3072 37792:40863 3072 37792:40863
3072 34720:37791 3072 34720:37791 3072 34720:37791
3072 43936:47007 3072 43936:47007 3072 43936:47007
3072 40864:43935 3072 40864:43935 3072 40864:43935
3072 31648:34719 3072 31648:34719 3072 31648:34719
2926 149116:152041 2926 149116:152041 2926 149116:152041
2122 142741:144862 2122 142741:144862 2122 142741:144862
2063 152042:154104 2063 152042:154104 2063 152042:154104
1841 47008:48848 1841 47008:48848 1841 47008:48848
1794 101948:103741 1794 101948:103741 1794 101948:103741
1702 77836:79537 1702 77836:79537 1702 77836:79537
1333 138020:139352 1333 138020:139352 1333 138020:139352
1151 136869:138019 1151 136869:138019 1151 136869:138019
1108 148008:149115 1108 148008:149115 1108 148008:149115
521 101427:101947 521 101427:101947 521 101427:101947
507 100920:101426 507 100920:101426 507 100920:101426
306 100614:100919 306 100614:100919 306 100614:100919
108 107458107565 108 107458:107565 108 107458:107565
75 103742:103816 75 103742:103816 75 103742:103816
39 3956:3994 39 3956:3994 39 3956:3994
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