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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eine Erstinfektion mit Epstein-Barr-Virus fiihrt in der Regel zunéchst zu einer lebenslangen
asymptomatischen Persistenz. Um die Verbreitung des Virus zu gewihrleisten, kommt es zu
wiederkehrenden lytischen Vermehrungszyklen und zur Produktion infektidser Virionen. Fiir
die Induktion der lytischen Replikation spielt das BZLF-1-Gen eine entscheidende Rolle. Sein
Genprodukt Zta ist als erstes virales Protein nach Induktion der lytischen Virusvermehrung
nachweisbar. Es konnte gezeigt werden, dall seine Expression in latent infizierten B-
Lymphozyten ausreicht, die lytische Kaskade des Virus in Gang zu setzen. Daher ist es
verstiandlich, daB die Expression dieses essentiellen Induktors der lytischen Replikation
vielfdltig reguliert wird. Dabei wird die Regulation der Transkription als die wichtigste Stufe
angesehen. Im Promotor von BZLF-1 existieren eine Reihe regulatorischer Sequenzen. Von
unserer Arbeitsgruppe wurde ein neuartiges regulatorisches Bindungsmotiv HI (Homologie I)
in 6-facher Kopie im Promotor von BZLF-1 entdeckt. Vorarbeiten mit dem distalen
Promotoranteil von BZLF-1 vor dem Luciferase-Gen deuteten auf eine negativ-regulatorische
Funktion dieser Motive auf die Basalaktivitidt des BZLF-1-Promotors hin.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu3 dieser HI-Motive auf die komplexe Regulation
des Schaltgens der Iytischen Virusvermehrung in vivo in Transfektionsexperimenten
untersucht. Dazu wurden Luciferase-Reporterplasmide, die den vollstindigen Promotor von
BZLF-1 mit und ohne Mutationen in den HI-Motiven trugen, in verschiedene lymphoide und
epitheliale Zellinien transfiziert. Im Gegensatz zu in vitro-Transkriptionsexperimenten, die
zeitgleich von Arnd Dankesreiter durchgefiihrt wurden, zeigte der BZLF-1-Promotor eine
stark reprimierte Basalaktivitdt. Bei Mutation der HI-Motive, stieg die Basalaktivitét drastisch
an. Die Repression der HI-Motive wurde durch die Aufrechterhaltung einer hemmenden
Chromatinstruktur des Promotors, die in vitro nicht ausgebildet werden konnte, erkléart. Auch
die Aktivierung des Promotors durch das Zta-Protein war durch die HI-Motive reprimiert.
Nach Mutation speziell des HIy-Motivs stieg die Aktivitit des Promotors signifikant an.

Es war von Interesse, welche regulatorische Funktion die HI-Motive im Kontext des
Gesamtgenoms von EBV hatten. Zu diesem Zweck wurden in den HI-Motiven mutierte,
rekombinante EB-Viren hergestellt. Die hierfiir ndtigen Rekombinationsplasmide, die das
BZLF-1-Gen (Promotor und ORF) enthielten, wurden zunichst in Transfektionsexperimenten
auf ihre Funktion hin untersucht. Auch in dieser natiirlichen Umgebung zeigte sich die stark
reprimierte Basalaktivitdt des Promotors. Mit und ohne mutierte HI-Motive konnte kein

BZLF-1-Protein nachgewiesen werden. Nach Transaktivierung mit dem Zta-Protein zeigte

VI



Zusammenfassung

sich jedoch iiberraschenderweise eine positiv regulatorische Funktion der HI-Motive auf die
autokrine Stimulation des Promotors. Nach Mutation der HI-Motive sank die Expression des
BZLF-1-Proteins dramatisch. Es stellte sich die Frage, wodurch der Unterschied zwischen
dem Luciferase-Rerporter und dem BZLF-1-Rekombinationsplasmid zustande kam. Da sich
beide Plasmide nur hinsichtlich des Reportergens unterschieden, wurden die Startbereiche
beider Konstrukte genauer untersucht, da ein Einflu der HI-Motive auf die Positionierung
der RNA-Polymerase im S5°-untranslatierten Bereich des BZLF-1-ORF vermutet wurde.
Primer-Extention-Experimente konnten diese Vermutung jedoch nicht bestdtigen. Da auch die
von den Plasmiden synthetisierte mRNA-Menge in etwa gleich war, konnte davon
ausgegangen werden, dafl die Regulation der BZLF-1-Expression auf posttranskriptionaler
Ebene oder auf Ebene der Translation stattfand.

Erste Untersuchungen des rekombinanten EBV in 293-Zellen bestétigten die Ergebnisse der
Transfektionsexperimente mit den Rekombinationsplasmiden. Nach Aktivierung des
rekombinanten Virus mit BZLF-1-Protein konnte in einer anschlieBenden Immunfluoreszenz
kein VCA-Protein nachgewiesen werden, was zeigte, dal die lytische Replikation des Virus
nicht aktiviert werden konnte. Erste Infektionsstudien zeigten ebenfalls keine Infektion von
Raji-Zellen mit dem rekombinanten Virus.

Die erzielten Ergebnisse machen deutlich, daB die HI-Motive fiir die Repression der
Basalaktivitdt und somit fiir die Latenz des Virus von grofler Bedeutung sind. Welche
Funktion ihm dabei zukommt, bzw. wie eine autokrine Stimulation und somit ein Ubergang in
den lytischen Replikationszyklus dabei verhindert wird, ist nicht geklart.

In den zwei unterschiedlichen experimentellen Ansétzen (in vivo und in vitro) zeigte sich
deutlich der duale Charakter der HI-Motive. Je nach vorhandenen Transkriptionsfaktoren,
dem allgemeinen Kontext und der Umgebung in der sie sich befinden, kénnen sie sowohl
positiv- als auch negativ-regulatorisch wirksam sein. Dies zeigt erneut die enge Anpassung

des Epstein-Barr-Virus an seine Zielzelle.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Familie der Herpesviren

Die Bezeichnung ,,Herpesviren‘ leitet sich vom griechischen Wort herpein (kriechen) ab, und
bezeichnet die typische, schlingelnde Ausbreitung der Hautausschldge bei einer Infektion mit
dem Vertreter Herpes simplex. Auller im Menschen konnten Herpesviren auch in anderen
Wirbeltieren wie Amphibien, Froschen, Fischen, Nagern, Katzen und Affen, sowie in Pilzen

und Austern nachgewiesen werden (Honess und Watson, 1977)

Biologie der Herpesviren im allgemeinen und die des Epstein-Barr-Virus im speziellen:

Die Familie der Herpesviren umfafit etwa 100 Arten und ist durch ihre einheitliche
Morphologie definiert. Die Viruspartikel besitzen einen Durchmesser von 100 bis 300 nm.
Das ikosaedrische Nukleokapsid mit 162 Kapsomeren (Wildy und Watson, 1968) umschlief3t
einen Proteinkern (Core), um den die doppelstrangige, lineare DNA mit einer Gréf3e von 120-
240 kBp und einem GC-Gehalt von 32%-75% gewickelt ist. Das Nukleokapsid wird durch
eine proteinreiche fibrillaire Tegumentschicht (Matrix) variabler Stiarke von der Hiillmembran
getrennt (Roizman et al., 1981) (Siehe Abb. 1). Die herpesviralen Partikel sind von einer
Doppelmembran umhiillt (Envelope), die sich von der Kernmembran der Wirtszelle ableitet.
Diese setzt sich aus zum Teil glykosylierten Proteinen und Lipiden zusammen. Die auf der
Hiillmembran sitzenden Glykoproteine (Spikes) vermitteln die Interaktion mit zelluldren
Rezeptoren.

Bei EBV erfolgt die Bindung an die Zielzelle durch eine Wechselwirkung des viralen
Glykoproteins gp350/220 auf der Virushiille an den zelluldren Cd3-Komplementrezeptor
CD21 (=CR2). Dieser wird primir auf der Oberfliche von B-Zellen und follikulidren
dentritischen Zellen, aber auch auf T-Zell-Subpopulationen (Fingeroth et al., 1984; Braun et
al., 1998) und unreifen Thymozyten (Watry et al, 1991), exprimiert. Ob CD21 auch
epithelialen Zellen als EBV-Rezeptor dient, wird noch diskutiert. Das gp350/220 hat eine
100-fach hohere Affinitdt zum CD21-Rezeptor als der natiirliche Ligand C3d (Cooper ef al.,
1990). Nach erfolgter Rezeptorbindung kommt es zur Quervernetzung der CD21-Molekiile

(Tanner et al, 1988) und zur Endozytose des Viruspartikels. Durch die Fusion der
1



Einleitung

Virusmembran mit der des endozytotischen Vesikels gelangt das Nukleokapsid in das
Zytoplasma und wird mit Hilfe des Zytoskeletts in den Kern transportiert (Tanner et al.,
1987), um dort oder bereits an der Kernpore zerlegt zu werden. Das EBV-Genom
zirkularisiert anschliefend {liber eine homologe Rekombination der terminal repeats (Alfieri et
al., 1991). Nach der Translation der Proteine im Zytoplasma werden diese in den Zellkern
zuriickgeschleust, um fiir den Zusammenbau des Virus zur Verfligung zu stehen. Die
Entscheidung, ob es in der infizierten Zelle zu einer lytischen oder latenten Vermehrung
kommt, hingt vom Zelltyp und damit vom vorliegenden Expressionsmuster an

Transkriptions- und Regulationsfaktoren ab.

Kern
Kapsid
Matri . .
atx Abb. 1 Elektronenmikroskopische
Hiillmembran Aufnahme eines Herpesvirus
kurz nach dem Verlassen der
Wirtszelle.

Charakteristisch fiir Vertreter der Herpesviridae ist eine lebenslange Persistenz im
Wirtsorganismus, die durch einen zweiphasigen Lebenszyklus gekennzeichnet ist. Nach der
Primérinfektion erfolgt eine unterschiedlich lange Latenzphase, in der das Virusgenom
episomal oder in Ausnahmeféllen auch ins Wirtsgenom integriert vorliegt (Delecluse et al.,
1993). Die Latenz wird durch wiederkehrende lytische Replikationsphasen unterbrochen, bei
denen infektiose Virionen freigesetzt werden und sich die Virusinfektion haufig
symptomatisch manifestieren kann. Der Ubergang von der Latenz in den lytischen
Replikationszyklus wird durch verschiedenste Faktoren ausgelost. Dazu gehéren der Einflul3
von Chemikalien, Hormonen und Strahlung, sowie angeborene oder erworbene
Immunschwichen. Die genauen molekularen Mechanismen dieser Reaktivierungen sind bis

heute weitgehend unbekannt.



Einleitung

Finteilung der Herpesviren

Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften werden die Herpesviren in die drei Unterfamilien
der Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae eingeteilt. Die Unterfamilie der
Gammaherpesvirinae wiederum wird unterteilt in die Gattungen Rhadinovirus [Humanes
Herpesvirus 8 (HHV 8), Herpes-Virus Saimiri (HVS) und Marek's Disease Virus (MDV)] und
Lymphocryptovirus (Epstein-Barr-Virus, EBV). Lymphocryptoviren sind endemisch in allen
Primaten der Alten Welt. Dabei beschriankt sich EBV auf den Menschen als seinen
natiirlichen Wirt.

1.2 Das Epstein-Barr-Virus

1.2.1 Die Entdeckung des Epstein-Barr-Virus

1958 beschrieb Denis Burkitt ein Lymphom, das in Ost- und Zentralafrika die hdufigste
Tumorerkrankung bei Kindern war, und heute als Burkitt's Lymphom (BL) bekannt ist
(Burkitt, 1962; Burkitt, 1958). Die Verbreitung des BL in Afrika korrelierte mit der von
Malaria. Tatsdchlich weil man heute, dal3 das Auftreten der Malaria die Inzidenz des BL
deutlich erhoht (Facer und Playfair, 1989). Denis Burkitt vermutete daher schon damals einen
Zusammenhang zwischen einem durch Arthropoden {ibertragenen infektiosen Agens und der
Entstehung des Tumors (Burkitt, 1962). Gleichzeitig mit Pulvertaft (Pulvertaft, 1964) gelang
im Jahre 1964 Tony Epstein, einem in England arbeitenden Virologen, und Yvonne Barr die
Kultivierung von BL-Zellen (Epstein und Barr, 1964). Im selben Jahr wurden von Epstein und
Barr herpesvirusdhnliche Partikel in B-Zell-Linien aus Burkitt's Lymphomen nachgewiesen
(Epstein und Barr, 1964). Gertrude und Werner Henle identifizierten dieses Virus als neue
Gattung (Henle und Henle, 1966) und bezeichneten es nach seinen Entdeckern als Epstein-
Barr-Virus. Die Arbeitsgruppe von Volker Diehl brachte das neue Virus das erste mal mit der
Erkrankung der Infektiosen Mononukleose (IM) in Verbindung, als die Serokonversion einer
Angestellten in Zusammenhang mit dieser Krankheit gebracht werden konnte (Henle et al.,
1968). Nachfolgende epidemiologische Studien zeigten, dal weltweit bis zu 95 % aller
Erwachsenen seropositiv gegen EBV-Antigene waren (Henle et al., 1969; Gerber und Lucas,

1972).
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1.2.2 EBV-assoziierte Erkrankungen

1.2.2.1 Infektiose Mononukleose

Der Zeitpunkt der Primérinfektion mit EBV ist regional unterschiedlich. Es wird beobachtet,
dal} das Alter, in dem die Primérinfektion auftritt, abhéngig von den sozio-6konomischen
Lebensbedingungen ist (Evans, 1982). Wéhrend sie in Entwicklungslédndern bereits im frithen
Kindesalter erfolgt und dabei meist als stille Infektion verlduft, findet sie in den
Industriestaaten mit hohem hygienischen Standard erst im Alter zwischen 15 und 25 Jahren
statt. Aufgrund der spédten Infektion erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, an Infektioser
Mononukleose (IM), auch Pfeiffer'sches Driisenfieber oder kissing disease genannt, zu
erkranken (Evans, 1978). Aus hdamatologischer Sicht kommt es im Verlauf der IM zu einer

starken Proliferation EBV-infizierter B-Lymphozyten, gefolgt von einem Anstieg EBV-
spezifischer zytotoxischer T-Zellen, was zu einer Umkehrung des Verhiltnisses CD4%-

/CD8'-Zellen fiihrt. Charakteristische klinische Symptome sind Kopfschmerzen,
Halsentziindung, Fieber und geschwollene zervikale Lymphknoten. Auf diagnostischer Ebene
duBlert sich die IM durch das Auftreten der EBV-spezifischen Antikorper der IgM-Klasse.
Dabei sind die Antikorper gegen lytische Genprodukte wie das virale Kapsidantigen (VCA)
und das Early-Antigen (EA) von Bedeutung. Die IM ist normalerweise selbstlimitierend und

dauert ca. 3 Wochen (Chang und Chang, 1980).

1.2.2.2  Chronisch aktive EBV-Infektion (CAEBY)

In seltenen Féllen kommt es zu einem chronisch aktiven Verlauf der Infektion mit EBV
(Okano et al., 1991). Diese als CAEBV (chronic active EBV infection) bezeichnete Krankheit
ist durch einen anhaltend hohen IgG-Titer gegen virale Proteine der lytischen
Virusvermehrung wie z. B. VCA und EA, die eine starke Virusproduktion im Kd&rper zeigen,
charakterisiert (Kawa-Ha et al., 1989; Ishihara et al., 1989). Diese Phase der Infektion kann
wochen- oder sogar jahrelang anhalten (Tobi und Straus, 1982) und zusitzlich zu den fiir IM
typischen Symptomen konnen beispielsweise noch Depressionen, extreme Miidigkeit sowie
Hepatitis oder Enzephalitis hinzukommen. Durch die Entstehung EBV-assoziierter Tumore
kann die Krankheit auch tddlich verlaufen. Die lebenslange Persistenz des Virus mit
wiederkehrenden Reaktivierungen erschwert die eindeutige Definition und Diagnose

chronisch aktiver Infektionen mittels Serologie, Antigen- oder Nukleinsdurenachweis.
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1.2.2.3 Duncan Syndrom (X-linked lymphoproliferative syndrome, XLPS)

Die als Duncan-Syndrom oder XLPS bezeichnete Krankheit wurde 1975 erstmals beschrieben
(Purtilo et al., 1975) und betrifft ausschlieBlich Ménner. Die bei der Erstinfektion entstehende
lymphoide Hyperplasie kann nicht beseitigt werden (Purtilo, 1985). Dies fiihrt aufgrund der
lymphoiden Infiltration verschiedener Organe des Patienten wie Leber, Niere, Thymus oder
Knochenmark beispielsweise zu einer Zerstorung des peripheren Immunsystems und in vielen
Féllen durch Organversagen (Sullivan und Woda, 1989) zum Tod des Patienten. 70% der
Betroffenen sterben innerhalb der ersten zwei Lebensjahre an einer unkontrollierten,
progressiven IM. Uberlebende entwickeln polyklonale Lymphome oder Hypo- bzw.
Agammaglobulindmie (Grierson und Purtilo, 1987) und sterben zu 100% vor Erreichen des
vierzigsten Lebensjahres. Genetische Studien betroffener Familien zeigten eine Korrelation
der Symptome mit einer Mutation auf dem X-Chromosom (Xq25) (Skare et al., 1987). Vor
kurzem konnte nun der entscheidende Hinweis auf die Natur des betroffenen Gens gefunden
werden. Das identifizierte Gen, SH2D1A / SAP , codiert fiir ein Signalmolekiil, das eine SH2-
Doméne und einen kurzen cytoplasmatischen Schwanz aufweist. Erste Daten zu seiner
Funktion lassen vermuten, dal es die Bindung anderer SH-2-Doménen-haltiger
Signalmolekule an den T/B-Zell-Oberflichenrezeptor SLAM blockiert. Auch eine Funktion
des Proteins in der Homoostase von B- und T-Zellen wihrend der Virus-Infektion wird

diskutiert (Coffey et al., 1998).

1.2.2.4 EBV-assoziierte Tumorerkrankungen

Als erstes human-pathogenes Virus wurde das Epstein-Barr-Virus ursidchlich mit der
Entstehung von Tumoren beim Menschen in Verbindung gebracht [Ubersicht in (Grisser et
al., 1995)]. Die Eigenschaft des EBV, B-Zellen zu immortalisieren, ist fiir die Entstehung
maligner Erkrankungen von entscheidender Bedeutung. Eine Infektion mit EBV fiihrt jedoch
aufgrund der effizienten immunologischen Uberwachung virusinfizierter Zellen nicht
unweigerlich zur Entstehung von Tumoren. Immundefizienzen und ungiinstige
Umweltfaktoren begiinstigen die Entstehung EBV-assoziierter Krankheiten. Unter solchen
Bedingungen wird bereits im Vorfeld proliferativer Erkrankungen ein Anstieg in der Zahl
virusinfizierter Zellen im peripheren Blut beobachtet. Bei diesen virusinfizierten Zellen

handelt es sich um latent infizierte, ruhende B-Zellen (Babcock et al., 1999).
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Burkitt's Lymphom (BL)

Das Burkitt's Lymphom ist ein malignes, wenig differenziertes non-Hodgkin B-Zell-
Lymphom monoklonalen Ursprungs (Lenoir und Bornkamm, 1987). In Papua Guinea und in
Aquatorial-Afrika, wo das BL endemisch auftritt, sind nahezu 100% der Tumore mit EBV
assoziiert. Die Verbreitung des in Afrika endemischen BL korreliert zudem mit dem Auftreten
der Malaria. In Gebieten, in denen das Burkitt's Lymphom nur sporadisch verbreitet ist
(z.B. Europa), sind nur etwa 15-20 % der BL-Tumoren EBV-assoziiert. Demnach scheint in
den Endemiegebieten das EBV die Entstehung des BL als Cofaktor zu begiinstigen.
Charakteristisch fiir alle Burkitt's Lymphome sind typische Chromosomentranslokationen,
welche die Bande q24 des Chromosoms 8 betreffen (Croce und Nowell, 1985). Durch die
unterschiedlichen Translokationen gelangt das Protoonkogen c-myc unter die regulatorische
Kontrolle eines Immunglobulin-Locus der Chromosomen 2, 14 oder 22 (Manolov und
Manolova, 1972). Eine Uberexpression von c-myc konnte als entscheidender Faktor fiir den
BL-Phinotyp bewiesen werden (Polack et al., 1996). Die c-myc Deregulation sowie das
Auftreten EBV-negativer Burkitt's Lymphome relativieren die alleinige Rolle von EBV bei
der Entstehung des Burkitt's Lymphoms. Derzeit werden mehrere Modelle der
Tumorentstehung unter Beteiligung der EBV-Infektion, der Immunantwort auf eine Malaria-
Infektion sowie der c-myc-Translokation diskutiert (Lenoir und Bornkamm, 1987).

Eine Infektion mit EBV fiihrt durch die Expression der latenzassoziierten Proteine zu einer
Stimulation der Zellteilung und zugleich zu einer Unterdriickung der Apoptose der infizierten
Zellen. Diesen Vorgang bezeichnet man als Immortalisierung. Da EBV auch unreife B-Zellen
infizieren kann und die Entstehung illegitimer Rekombinationsereignisse fordert (Srinivas und
Sixbey, 1995), werden auch Zellen dauerhaft zur Vermehrung stimuliert, die fiir die
Entwicklung von c-myc-assoziierten Genomrearrangements pradestiniert sind. Auflerdem
ermoglicht EBV Zellen, die moglicherweise Mutationen erworben haben, die zur Apoptose
fihren wiirden, sich weiter zu teilen, und weitere Mutationen zu erwerben, die manchmal zur

Ausbildung maligner Tumore fiihren.

Nasopharynxkarzinom (Halsrachenkarzinom)

Das Halsrachenkarzinom (NPC) ist ein stark metastasierender Tumor von meist
undifferenzierten Epithelzellen im Halsrachenraum. In allen untersuchten Biopsien
undifferenzierter NPCs konnte EBV-DNA nachgewiesen werden (Wolf ef al., 1973). Es ist
weltweit verbreitet, wobei eine auffdllige Haufung im asiatischen Raum, speziell in den

stidlichen Provinzen Chinas, in Nordafrika und bei der Bevolkerungsgruppe der Innuids zu
5
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beobachten ist. Neben einer genetischen Préadisposition (Lu et al, 1990) spielen
Umwelteinfliisse, vor allem Erndhrungsgewohnheiten (Poirier et al, 1989) wie z.B.
Nitrosamine in gesalzenem Fisch, Rauch oder kanzerogene Phorbolester in pflanzlicher
Nahrung, Tees und Hausmedizin (Euphorbiaceen) eine wichtige Rolle. In der Pflanzenwelt
Asiens konnten Phorbolester-dhnliche Verbindungen nachgewiesen werden, die in in vitro-
Versuchen den lytischen Vermehrungszyklus bei EBV in Zellkultur stimulierten (Zeng et al.,
1994). Diese starke Vermehrung von EBV kann schon lange vor Entstehung des NPCs
serologisch nachgewiesen werden und wird als Pathogenesefaktor fiir NPC angesehen (Raab-

Traub et al., 1983; Fahraeus et al., 1988).

Hodgkin-Lymphom (Hodgkin's Disease, HD)

Das Hodgkin-Lymphom ist durch das Auftreten von Reed-Sternberg-Zellen (RS-Zellen)
gekennzeichnet (Jarrett, 1998). Diese Zellen machen jedoch nur etwa 1 % der Tumormasse
aus (Deacon et al., 1991; Deacon et al., 1993; Knecht et al., 1993; Herbst et al., 1990; Uccini
et al., 1990). In iiber 50 % der RS-Zellen kann in EBV-positiven HD-Fillen das Virus
nachgewiesen werden. Der Ursprung der RS-Zellen ist unbekannt. Das Hodgkin-Lymphom
ist weltweit verbreitet und gehort vor allem in den westlichen Léndern zu den héufigsten

Tumorerkrankungen.

Immunoblastische B-Zell-Lymphome (BLPD)

Im gesunden Virustrager werden latent infizierte, proliferierende B-Zellen durch das
Immunsystem kontrolliert und eliminiert. Bei Personen mit Immuninsuffizienzen kann es
dagegen im Zuge einer Primdrinfektion oder EBV-Reaktivierung zur Ausbildung von B-Zell-
Lymphomen (BLPD) kommen, die als in vivo-Aquivalente lymphoblastoider Zellinien (LCL)
angesehen werden konnen. Die proliferierenden Zellen sind im Gegensatz zum BL, HD und
NPC anfangs polyklonalen Ursprungs, werden spdter aber erst oligo- und schlieBlich
monoklonal (Hanto et al., 1981). Die zugrunde liegenden Immundefekte konnen genetischen
Ursprungs sein oder aber Folge einer Immunsuppression wie beispielsweise bei Organ- oder

Gewebetransplantation oder einer HIV-Infektion sein.

Immunoblastische T-Zell-Lymphome (TLPD)

Obgleich T-Zellen nicht als primére Zielzellen fiir das EB-Virus nachgewiesen wurden, sind
verschiedene T-Zell-Lymphome deutlich mit EBV assoziiert (Lee ef al., 1996). Hierzu zéhlen
die T-Zell-Lymphozytose, T-Zell-Lymphome im Nasalbereich und periphere T-Zell-

6
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Lymphome. Im  Unterschied zu  B-lymphoproliferativen  Erkrankungen nach
Organtransplantationen wird nur eine eingeschrinkte Gruppe viraler Gene der Latenz
exprimiert (EBNA-1, LMP-1 und LMP-2A/B; Latenztyp II). Dies 146t darauf schlieen, daf3
EBV in diesen Lymphomen zum Zeitpunkt der Untersuchung eine geringere Bedeutung fiir
die Zell-Proliferation spielt, als in immunoblastischen B-Zell-Lymphomen. Fiir die
Entstehung von T-Zell-Lymphomen ist das EBV mdglicherweise dennoch von erheblicher

Bedeutung.

Orale Haarleukoplakie (OHL)

Die orale Haarleukoplakie (OHL) ist eine typische Komplikation bei AIDS-Patienten. Die
OHL ist auf eine unzureichende immunologische Kontrolle EBV-infizierter Zellen
zuriickzufiihren (Itin, 1993). Kennzeichnend fiir OHL ist die starke lytische Vermehrung des

EBV in den differenzierenden epithelialen Geweben der Zungenrinder.

1.2.3 Genomstruktur des Epstein-Barr-Virus

Das EBV-Genom liegt im Nukleokapsid als lineare, doppelstriangige DNA mit einer Grof3e
von etwa 172 kBp und einem GC-Gehalt von 60 % vor (Baer ef al., 1984). Das virale Genom
kodiert fiir etwa 100 Proteine. Im Zellkern infizierter Zellen dagegen liegt die virale DNA als
kovalent geschlossenes, episomal replizierendes Molekiil (Klein et al., 1974), oder, in
seltenen Féllen, auch in das Wirtsgenom integriert vor (Henderson et al., 1983),(Delecluse et
al., 1993) Nach der Infektion zirkularisiert die DNA durch homologe Rekombination der sich
an den Enden befindenden, etwa 500 Bp langen Wiederholungssequenzen (7Terminal Repeats,
TR) (Given und Kieff, 1979; Kintner und Sugden, 1979; Alfieri et al.,, 1991). Diese
Sequenzen enthalten zudem wichtige Signale fiir die Verpackung der DNA in Viruspartikel
(Hammerschmidt und Sugden, 1989). Das Genom wird durch vier interne
Tandemrepetitionen (Internal Repeats, IR1-4) in flnf singuldre Sequenzen (Unique Regions,
U1-5) unterteilt. Der IR1-Abschnitt (BamW-repeat) setzt sich aus 6-12 Wiederholungen einer
Sequenz von 3,2 kBp Grofle zusammen. Unmittelbar an die Repetitionen IR2 und IR3
schlieBen sich zwei einander weitgehend homologe ca. 1 kBp grofle Abschnitte an, die als
Replikationsurspriinge (oriry) in der lytischen EBV-Replikation fungieren (Hudewentz et al.,
1982; Hammerschmidt und Sugden, 1988). Die Replikation des Genoms wihrend des latenten
Zyklus beginnt hingegen an dem zwischen U1 und IR1 gelegenen Replikationsursprung OriP

(Yates und Guan, 1991; Yates et al., 1985). Die Genome einzelner EBV-Isolate variieren in
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threr Gesamtlinge aufgrund verschiedener Deletionen und einer unterschiedlichen Anzahl
von Repetitionen. Die Zahl der Genomkopien ist ebenfalls fiir jede EBV-positive Zellinie
charakteristisch und schwankt zwischen 2 und 200 Molekiilen pro Zelle.

Die Nomenklatur der viralen Gene setzt sich aus deren Lage auf dem Genom und deren
Orientierung zusammen. Das virale Genom wurde durch Spaltung mit dem Restiktionsenzym
BamHI in die Bereiche BamHI A bis BamHI Z und BamHI a bis BamHI g aufgeteilt. Die
GroBeneinteilung der Bereiche erfolgte alphabetisch, wonach das grofite Fragment mit BamHI
A, das kleinste mit BamHI g bezeichnet wurde. Da das EBV-Genom {iber nach links und
rechts laufende offene Leserahmen verfiigt, werden Gene, die nach rechts abgelesen werden
mit RF (Right Frame), und Gene, die nach links abgelesen werden, mit LF (Left Frame)
bezeichnet. BZLF-1 bezeichnet somit den ersten nach links gerichteten Leserahmen im
BamHI-Fragment Z. Als Grundlage fiir diese Nomenklatur diente der Laborstamm B95-8
(Frade et al., 1985). Dieses EBV-Isolat enthélt eine 13,6 kBp lange Deletion, weshalb man
Gene in diesem Bereich mit einem Apostroph gekennzeichnet hat. Ein Beispiel hierfiir ist das
immediate-early-Gen BI’LF-4. In Abb. 2 ist eine Ubersicht iiber die Genomstruktur, iiber die
wichtigsten Genprodukte der Latenz und der lytischen Replikation sowie iiber die

kodierenden offenen Leserahmen dargestellt.
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Abb. 2 Ubersicht iiber die wichtigsten EBV-Genprodukte und die kodierenden
Leserahmen.
TR = Terminal Repeat, IR = Internal Repeat; U = Unique Region; Ori = Origin,
LMP = Latent Membran Protein; TP = Terminal Protein, p = Protein, gp =
Glykoprotein, EA = Early Antigen, VCA = Virus Capsid Antigen;, MA = Major
Antigen; TK = Thymidine Kinase,; Pol = Polymerase; LP = Leader Protein;

1.24 Der Infektionsweg von EBV

Die Ubertragung des Virus erfolgt hauptsichlich oral iiber Speichel (Buchwald et al., 1987).
Eine Weitergabe des Virus durch Blutprodukte oder Knochenmarktransplantation ist auch
moglich (Qu und Rowe, 1992; Masucci und Ernberg, 1994). Die Haupteintrittspforte des
Virus sind die lympho-epithelialen Gewebe des Hals-Rachen-Raums. Die Identitdt der
primiren Zielzellen des EBV ist bislang nicht eindeutig geklart. Frither wurden differenzierte
Epithelzellen der Parotis (Sixbey et al., 1984)) als Hauptort der lytischen Virusvermehrung in
vivo und damit als priméres Ziel wihrend der Infektion angesehen. Der Differenzierungsstufe
des epithelialen Gewebes wurde dabei eine wichtige Rolle zugeschrieben (Becker et al.,
1991). Die Bedeutung der epithelialen Gewebe fiir die Virusvermehrung und Verbreitung
wird heute in Frage gestellt, da in Gewebeschnitten von Tonsillen von Personen mit IM als
auch bei gesunden seropositiven Trigern in der Regel keine EBV-infizierten Epithelzellen
nachgewiesen werden konnten (Tao ef al., 1995). Heute werden vielmehr die B-Lymphozyten
sowohl als Ort der Latenz und als Reservoir von EBV, wie auch als Ort der lytischen

Infektion und der Produktion infektidser Viruspartikel angesehen (Thorley-Lawson et al.,
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1996). Das Virus konnte aber auch in NK- und in Muskelzellen nachgewiesen werden. In
vitro konnte gezeigt werden, daBl Epithelzellen durch Fusion mit EBV-positiven B-
Lymphozyten infiziert werden kdnnen (Bayliss und Wolf, 1981). Es ist demnach noch unklar,
ob die Infektion von Epithelzellen einen obligaten Schritt im Replikationszyklus von EBV
darstellt, oder ob die Primérinfektion direkt {iber die Infektion epithelstindiger B-Zellen
geschieht, welche insbesondere in den Tonsillen in groBer Zahl vorhanden sind (Rickinson
und Kieft, 1996).

Auch wihrend der asymptomatischen Persistenz des Virus in den ruhenden B-
Gedidchtniszellen findet erfolgreich lytische Vermehrung statt. Durch Reaktivierung kdnnen
persistierende B-Zellen wieder in den lytischen Zyklus tibergehen. Die Produktion von
Nachkommenviren bleibt auf Zellschichten und Gewebe beschrinkt, die dem Immunsystem
nicht zugénglich sind (Wolf et al., 1984; Greenspan et al., 1985; Sixbey et al., 1986). So wird
EBV stindig an einigen Orten des Korpers, wie der Ohrspeicheldriise oder der
Gebarmutterschleimhaut, produziert ohne vom Immunsystem erkannt zu werden. Die lytische
Replikation des Virus fiihrt zur Infektion differenzierter Epithelzellen der Speicheldriisen und
zur Freisetzung infektioser Viruspartikel in der Speichelfliissigkeit des Wirts.

Im peripheren Blut manifestiert sich die lytische Replikation nur in Abwesenheit einer EBV-
spezifischen Immunantwort. Genprodukte der lytischen Virusvermehrung kdnnen daher in der
Regel nur bei Patienten mit IM, bei Immunsupprimierten nach Organtransplantation, sowie im
Falle einer CAEBV im verstiarkten Malle im peripheren Blut nachgewiesen werden (Prang et

al., 1993).

1.2.5 Latente Infektion und Immortalisierung von B-Zellen

Die Latenz des Epstein-Barr-Virus wird vorwiegend durch die strikte Kontrolle der
immediate-early-Gene des lytischen Replikationszyklus gesteuert (Mayer et al., 1993). In der
Latenz werden bis zu 9 virale Proteine (EBNA-1-6, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B), zwei kurze,
nichttranslatierte Transkripte der Polymerase III (EBER-1 und -2) sowie Transkripte des
Leserahmens BARF-0 (Sadler und Raab-Traub, 1995; Fries et al., 1997; Kienzle et al., 1999)
synthetisiert. In B-Lymphozyten in Zellkultur und im Organismus wéhrend der Erstinfektion
bzw. unter Immunsuppression werden alle diese Gene abgelesen (Latenztyp III, Lat III).
Dagegen konnen in ruhenden B-Gedichtniszellen nur EBER-Transkripte und LMP-2A-
Protein nachgewiesen werden (Lat-0) (Miyashita et al., 1997). Weitere Latenzformen (Lat-I,

10
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Lat-IT) mit stark eingeschriankter Expression viraler Gene werden in Burkitt's Lymphomen,

Hodgkin Lymphomen sowie in Nasopharynxkarzinomen gefunden (Tabelle 1).

Latenz- EBNA- Genprodukte Gewebe- oder Zelltyp

Typ Promotor

Lat-0 LMP-2A, EBERs Ruhende B-Gedéachtniszellen

Lat-I Qp EBNA-I, EBERs, Biopsien von Burkitt's Lymphomen und
BARF-0-Transkripte ~ davon frisch etablierte Zellinien

Lat-II Qp EBNA-1, LMP-1, NPC, Hodgkin-Lymphom
LMP-2A, LMP-2B,
EBERs

BARF-0-Transkripte
Lat-1II Wp<24h EBNA-1-6, LMP-1, Lymphoblastoide B-Zellinien in
Qp>24h LMP-2A, LMP-2B, Zellkultur, periphere B-Zellen von IM-
EBERs, BARF-0 Patienten, immunoblastische

Lymphome

Tabelle 1 Latenzformen des Epstein-Barr-Virus [modifiziert nach (Thorley-Lawson et al.,
1996)]

Die Expression der latenten Genprodukte fiihrt zur Immortalisierung der infizierten Zelle und
somit zu unbegrenztem Wachstum in Zellkultur (Pope et al., 1967; Lewin et al., 1990). Sechs
der elf in der Latenz exprimierten Gene sind fiir die Immortalisierung in vitro essentiell
(EBNA-1, 2, 3A, 3C, 5 und LMP-1) (Hammerschmidt und Sugden, 1989; Kempkes et al.,
1995).

Alle prozessierten EBNA-mRNAs gehen durch alternatives Spleilen aus einem mehr als 100
kBp langen Primértranskript hervor. Die Transkription wird von den Promotoren Cp und Wp
aus gesteuert (Qu und Rowe, 1992), welche im BamHI C-bzw. BamHI W-Fragment des EBV-
Genoms lokalisiert sind, und zu unterschiedlichen Zeitpunkten wéhrend Etablierung und
Aufrechterhaltung der Latenz aktiv sind (siehe Tabelle 1) (Woisetschlaeger et al., 1990). Das
Virus besitzt somit prinzipiell die Moglichkeit, die Expression der einzelnen EBNA-Proteine
iiber posttranskriptionelle Mechanismen zu regulieren. Zwei weitere Promotoren, Fp und Qp,

kontrollieren die Synthese von Transkripten, von denen nur EBNA-1 translatiert wird
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(Sample et al., 1992). In Zellen der mit EBV assoziierten Tumore scheint nur Fp aktiv zu

sein.

EBNA-1 ist eines von sechs nukledren Proteinen von EBV. Es wird vom Leserahmen
BKRF-1 kodiert und kann von verschiedenen Promotoren im Bereich BamH1 C, W, F und Q
transkribiert werden (Qu und Rowe, 1992; Schaefer und Speck, 1994). EBNA-1 ist ein
Phosphoprotein, das in Form eines Homodimers an das FR-Element (Family of Repeats)
innerhalb des Orip bindet und sowohl fiir die Initiation der Replikation des viralen Genoms,
als auch fiir die Segregation der Episome wéhrend der Mitose benotigt wird (Reisman et al.,
1985; Lupton und Levine, 1985; Rawlins et al., 1985). Das Protein ist damit fiir die Persistenz
des Episoms in sich teilenden Zellen von essentieller Bedeutung. EBNA-1 wird in jeder EBV-
infizierten proliferierenden Zelle, also auch in EBV-positiven Tumorzellen, exprimiert.
EBNA-1 ist fiir die Persistenz des Virus in der infizierten Zelle und somit zumindest indirekt
fiir die Aufrechterhaltung des immortalisierten Zustands notwendig. Es wirkt als
Transaktivator, indem es an den C-Promotor bindet und so die Expression der EBNA-Proteine
reguliert. Transformierende Eigenschaften des EBNA-1 Proteins konnten im transgenen

Mausmodell gezeigt werden (Wilson ef al., 1996).

EBNA-2 wird vom Leserahmen BYRF-1 kodiert. Es gehort mit EBNA-5 zu den ersten
viralen Genprodukten, die in latent infizierten Zellen nachgewiesen werden konnen (Rooney
et al., 1989; Hitt et al., 1989; Alfieri et al., 1991). EBNA-2 ist ein regulatorisch wirksames
Transaktivatorprotein, dessen Expression direkt oder indirekt zur Erhoéhung einer Reihe
zelluldrer (CD21, CD23, c-frg) (Wang et al., 1990b; Wang et al., 1990a; Knutson, 1990) und
viraler (LMP-1, LMP-2, EBNA-1) (Fahraeus et al., 1990; Zimber Strobl et al., 1991) Proteine
fihrt. Die Aktivierung des LMP-1 Gens stellt einen entscheidenden Schritt zur
Immortalisierung der Wirtszelle dar (Kempkes et al., 1995). EBNA-2 bindet dabei nicht
direkt an die Zielpromotoren, sondern indirekt durch Wechselwirkung mit dem zelluldren
Transkriptionsfaktor RBPjx (recombination signal binding protein Jx = CBF1) (Henkel et al.,
1994). In der frithen Phase der Infektion von B-Zellen bewirkt EBNA-2 zusammen mit
EBNA-5 einen Wechsel der Zelle von der Gy-Phase in die G;-Phase des Zellzyklus (Sinclair
etal., 1994)

EBNA-3A, 3B, 3C (EBNA-4, 5, 6) werden jeweils durch einen langen und einen kurzen
Leserahmen kodiert (Ricksten,Kallin,1988): EBNA-3A von den Leserahmen BLRF-1 und

BERF-1, EBNA-3B von BERF-2a und BERF-2b und EBNA-3C von BERF-3 und BERF-4.
12
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Die stark hydrophilen Proteine besitzen jeweils libereinstimmende Aminosiduresequenzen am
Carboxyterminus. Daher vermutet man dhnliche Funktionen. EBNA-3A und EBNA-3C, nicht
aber EBNA-3B, sind fiir die Immortalisierung von B-Zellen von Bedeutung (Tomkinson et
al., 1993). Fir EBNA-3C konnte eine Funktion als Regulatorprotein gezeigt werden
(Kempkes et al., 1995): EBNA-3C hat transaktivierende Eigenschaften auf die Expression
von LMP-1 und CD21 (Wang et al., 1990b). In EBNA-3C negativen Raji-Zellen fiihrt die
Expression von EBNA-3C zu einem Anstieg von LMP-1, CD23 und Vimentin in der G-
Phase des Zellzyklus. Weiterhin enthdlt EBNA-3C ein Leucin-Zipper-Motiv, was auf eine
Protein-Protein-Wechselwirkung hindeutet (Allday et al., 1993). Die Funktion von EBNA-3B

ist unbekannt.

EBNA-5 (EBNA-LP) entsteht durch alternatives Spleilen aus der Leader-Sequenz, die allen
EBNA-Transkripten gemeinsam ist. Die Wirkungsweise des Proteins ist weitgehend
unbekannt. /n vitro konnte eine Interaktion mit dem Tumorsuppressorprotein pS3 und dem
Retinoblastom-Suppressorprotein pRb gezeigt werden (Jiang et al., 1991). EBNA-5 bewirkt
zusammen mit EBNA-2 den Wechsel von der Gy in die G;-Phase des Zellzyklus (Sinclair et
al., 1994).

LMP-1 wird vom Leserahmen BNLF-1 kodiert. Es handelt sich um ein integrales
Membranprotein, das in immortalisierten B-Zellen und in vielen EBV-assoziierten Tumoren
nachgewiesen werden kann (Kieff und Liebowitz, 1990). Es existieren zwei Formen des
Proteins: eine langere in latent infizierten Zellen und eine kiirzere Form wéhrend der lytischen
Vermehrung, die auch als Bestandteil derViruspartikel nachgewiesen werden konnte (Mann et
al., 1985). LMP-1 war das erste EB-virale Protein, fiir das transformierende Eigenschaften
nachgewiesen werden konnten (Wang et al., 1985). Auf molekularer Ebene gehort LMP-1 zur
Familie der TNF-Rezeptor-dhnlichen Proteine (TNF-Rezeptor, CD40, Lymphotoxin-
Rezeptor). LMP-1 steigert die Expression einiger Adhésionsmolekiile wie ICAM-1, LFA-1
und LFA-3 auf der Oberflache von B-Zellen (Wang et al., 1990a), des Protoonkogens bcl-2
(Henderson et al., 1991) und einer Calzium-abhingigen Proteinkinase (Mosialos et al., 1994).
Besonders die Uberexpression von bcl-2 und die damit verbundene Verhinderung des
programmierten Zelltods (Apoptose) ist ein wichtiger Hinweis auf den Wirkmechanismus von
LMP-1. Ein weiterer Hinweis hierfiir ist die Aktivierung des zelluldren Transkriptionsfaktors

NF«B (Mitchell und Sugden, 1995).
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LMP-2A und LMP-2B werden aufgrund ihrer Leserahmen, die iiber die Terminal Repeats
von EBV laufen, nur im episomalen Zustand transkribiert (Laux et al., 1988). Die beiden
Proteine unterscheiden sich im ersten Exon, welches LMP-2B fehlt. In ruhenden B-Zellen
hemmt LMP-2A die Antigenrezeptor-vermittelte Aktivierung der Zellen (Fruehling et al.,
1996). Dadurch vermeidet EBV eine Aktivierung der latenten oder auch der lytischen
Replikation und trdgt dazu bei, die Latenz zu stabilisieren und die Immunerkennung
infizierter Zellen im Korper zu verhindern (Fruehling und Longnecker, 1997). Die Funktion
von LMP-2B ist weitgehend unbekannt. Moglicherweise fungiert es als Antagonist zu

LMP-2A.

EBER-1 und EBER-2 werden als einzige latente virale Transkripte ohne CAP-Struktur und
ohne Poly-A-Schwanz von der Polymerase III transkribiert (Arrand und Rymo, 1982) und
nicht translatiert. Beide RNA-Molekiile besitzen eine hochkonservative, charakteristische
Sekundarstruktur und sind in latent infizierten Zellen primir im Zellkern lokalisiert (Howe
und Steitz, 1986) (Greifenegger, unveroffentlichte Beobachtungen). Aufgrund struktureller
Ahnlichkeiten mit den RNAs VA-1 und VA-2 in Adenovirus-infizierten Zellen wurde eine
Hemmung antiviraler und antiproliferativer Effekte von Interferon als Funktion der EBERs
vermutet (Rosa ef al., 1981). In vitro konnte gezeigt werden, da3 EBER-1 durch Bindung der
Interferon-induzierten Proteinkinase DAI / PKR eine Autophosphorylierung des Enzyms
verhindern und damit die Wirkung des Interferons hemmen kann (Sharp et al., 1993). In vivo
ist die Funktion der EBER-Transkripte fiir die Latenz von EBV und die Transformation von
Zellen bis jetzt vollig unklar (Clemens, 1994). Die Beobachtung, dal3 die Neusynthese der
EBER-Transkripte nach Induktion des lytischen Zyklus negativ reguliert wird, konnte ein
Hinweis darauf sein, daB3 ihnen eine Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der Latenz
zukommt (Greifenegger et al., 1998). Die Transkripte der EBER-Gene wurden bisher in jeder
latent infizierten Zelle nachgewiesen. In Féllen von oraler Haarleukoplakie (OHL) mit
lytischer Virusvermehrung (Gilligan ef al., 1990) oder in manchen Féllen von Brustkrebs

(Bonnet et al., 1999) waren sie hingegen nicht nachweisbar.

BARF-0- (B95-8) und BARF-1-Transkripte (Wildtyp-EBV) wird eine Schar von RNAs
genannt, die auf dem Gegenstrang des Genoms zu frithen Genen im Bereich BamHI A
abgelesen werden. /n vitro konnen diese Transkripte fiir ein 20 kDa—Protein kodieren, das 40

% Homologie zum ICP4-Transkriptionsfaktor von Herpes-Simplex-Virus aufweist (Chen et
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al., 1992). Mittlerweile konnte dieses Protein auch in infizierten Zellen nachgewiesen werden

(Strockbine et al., 1998).

1.2.6 Die lytische Vermehrung des Epstein-Barr-Virus

Der lytische Vermehrungszyklus von EBV kann in vitro an kiinstlich aktivierten B-
Lymphozyten erforscht werden. Dazu werden verschiedene Induktoren der lytischen
Genkaskade (Tovey et al, 1978), (Kallin et al., 1979; Bauer et al., 1982) wie z.B.
Phorbolester, Buttersdure, Ca-lonophore (Daibata et al., 1992), Anti-Ig-Immunglobuline und
andere anti-Oberflichen-Antikorper (Bayliss und Wolf, 1981) verwendet. Eine weitere
Methode stellt die Uberinfektion von latent EBV-infizierten Raji-Zellen mit dem Virus aus
P3HR-1-Zellen dar. Das Genom des Virus codiert flir zahlreiche Polypeptide, die
verschiedene  Schritte des  Nukleotidstoffwechsels  katalysieren  (Thymidinkinase,
Thymidilatsynthetase und dUTPase) und bei der DNA-Synthese und Genomvermehrung aktiv
sind (DNA-Polymerase, Helicase, Primase) (Roizman, 1996). Im Vergleich zur Latenz
verlauft die lytische Replikation des EB-Virus kaskadenartig. Sie kann in die drei Phasen
immediate-early (unmittelbar friith), early (frith) und late (spit) eingeteilt werden. In der
ersten Phase erfolgt die Umstellung von der latenten Genexpression in die lytische Kaskade.
Bisher konnten bei EBV drei sehr frithe Genprodukte identifiziert werden (BZLF-1, BRLF-1
und BI’LF-4), die transaktivierende Eigenschaften haben. lhre Aufgabe ist einerseits, die
latenten Promotoren wie den LMP-1-Promotor und den C- und W-Promotor der EBNA-
Proteine zu reprimieren, andererseits die nichste Stufe der earl/y-Gene anzuschalten (Kenney
et al., 1989). Die Klasse der immediate-early-Gene wird unabhingig von anderen viralen
Proteinen zu Beginn der lytischen Virusvermehrung exprimiert. Somit kommt den sehr frithen
Genen eine regulatorische Funktion bei der Entscheidung iiber latente oder lytische
Replikation zu.

In der zweiten Phase der lytischen Replikation werden die friihen Gene transkribiert. Dazu
werden solche Gene gerechnet, die vor der Replikation des EBV-Genoms exprimiert werden.
Etwa 30 Proteine werden dieser Gruppe zugeordnet. Die meisten enthalten in ihrem
Promotorbereich Bindestellen fiir die immediate-early-Proteine Zta (Z-responsive-elements,
ZRE) oder Rta (R-responsive elements, RRE). Diese Gruppe enthélt regulatorisch wirksame
Faktoren wie das Genpodukt des Leserahmens BMLF-1 (Chevallier-Greco et al., 1986;

Buisson et al., 1989) oder Proteine, die direkt an der Replikation des viralen Genoms beteiligt
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sind, wie die DNA-Polymerase (BALF-5), Thymidinkinase (BXLF-1), ein Einzelstrang-DNA
bindendes Protein (BALF-2) und eine Ribonukleotid-Reduktase (BaRF-1).

In der letzten Phase der lytischen Virusvermehrung werden die spiten Proteine exprimiert. Zu
thnen zéhlt man ca. 30 Strukturproteine, die fiir den Zusammenbau des Viruspartikels und fiir
die Virusreifung essentiell sind wie das Membranprotein gp350/220 (BLLF-1), und das
Virus-Kapsidprotein (Virus-Capsid-Antigen, VCA, BcLF-1).

1.2.7 Das BZLF-1-Gen

Dem BZLF-1-Gen kommt eine Schliisselrolle zu, da dessen Genprodukt Zta als einziges der
drei immediate-early-Proteine in der Lage ist, in lymphoiden Zellen die Latenz zu beenden
und die lytische Replikation einzuleiten (Grogan et al., 1984; Countryman et al., 1987).
Ferner ist Zta unentbehrlich fiir die lytische Replikation vom Oryiy: (Countryman et al., 1987).
Der Leserahmen BZLF-1 wird von drei mRNAs mit einer Lange von 1,0 kBp, 3,3 kBp und
4,0 kBp translatiert (Manet et al., 1989). Die mRNAs starten dabei alternativ von den zwei
verschiedenen Promotoren Zp und Rp, wobei das kurze Transkript nur den Leserahmen
BZLF-1 enthélt (Zp), die beiden langeren Transkripte bicistronisch sind und die Leserahmen
BRLF-1 und BZLF-1 enthalten (Rp) (Abb. 3). Uber seine Bindestellen auf der DNA (ZRE)
wirkt Zta aktivierend auf seinen eigenen Promotor (autokrine Stimulation) und auf andere
Promotoren wie beispielsweise der friihen Gene BRLF-1, BSLF-2 / BMLF-1 sowie auf den
bidirektionalen Promotor fiir BHLF-1 und BHRF-1 im Bereich des Oriyy (Flemington und
Speck, 1990).
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Abb. 3 Spleifivarianten der Leserahmen BRLF-1 und BZLF1.
RAZ = Hybridprotein aus den Leserahmen BZLF-1 und BRLFI;
Zp = Promotor des Leserahmens BZLF-1; Rp = Promotor des Leserahmens
BRLF-1;
Dicke Balken = Exon-Bereiche; Diinne Linie = Intron-Bereiche;
Abgewinkelte Pfeile = Startpunkte der Transkription; Zahlen = Positionen im
B95-8 Genom;
(entnommen der Dissertation von Nadja Prang, Universitdit Regensburg,1996)

Das immediate-early-Protein Zta (EB1, ZEBRA) besteht aus drei Exons und hat eine Linge
von 245 Aminosduren (Biggin ef al., 1987) (Abb. 3). Zta ist ein sequenzspezifisches, DNA-
bindendes Protein, das der Familie der Leucin-Zipper-Transaktivatoren (bZIP) zugeordnet
wird. Diese carboxyterminale Leucin-Zipper-Domine ist flir die Dimerisierung des Proteins
(Turner und Tjian, 1989) und fiir die DNA-Bindung mit notwendig (Landschulz et al., 1988;
Gentz et al., 1989). Benachbart dazu befindet sich das stark basische zweite Exon, das
Homologie zu einer Familie DNA-bindender Proteine (c-jun, c-fos, fra-1, GCN4, CREB und
C/EBP) aufweist. Diese Region, die fiir die DNA-Bindung mitverantwortlich ist (Struhl,
1987; Vogt et al., 1987) und groBe Ahnlichkeit mit dem fos-Protoonkogen aufweist (Farrell et
al., 1989), ist zwischen den Vertretern dieser Familie stark konserviert. Die lange
aminoterminale Domidne vermittelt die transaktivierenden Eigenschaften (Lieberman und
Berk, 1990; Giot et al., 1991; Flemington et al., 1992). Neben seinen transaktivierenden
Eigenschaften auf virale Promotoren scheint Zta auch durch Bindung an zelluldre AP-1
Bindestellen die Transkription der Wirtszelle zu modulieren (Farrell ez al., 1989; Flemington

und Speck, 1990). Zta interagiert mit zelluldren Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation
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der Zellproliferation beteiligt sind wie der Untereinheit p65 von NFxB (Gutsch et al., 1994),
dem Retinolsdure-Rezeptor RARo / RXRa (Sista et al., 1993) oder dem Tumorsuppressor-
Protein p53 (Zhang et al., 1994). Somit beeinflult Zta aktiv die zelluldre Genexpression.
Zudem gibt es Hinweise, dafl Zta in einigen humanen Epithelzellinien einen Gy /G;-Arrest
induziert, und somit den latenten Proteinen EBNA-2 und EBNA-5 entgegenwirkt (Cayrol und
Flemington, 1996). Angesichts der zentralen Rolle des BZLF-1-Gens fiir die Umschaltung
von latenter zu lytischer Replikation ist es einsichtig, daB3 vielseitige Mechanismen zur

Regulation von BZLF-1 existieren.

1.2.8 Die Regulation des BZLF-1-Gens

In latent infizierten Zellen ist die Expression von BZLF-1 auf allen Ebenen der Genexpression
stark reprimiert. Als wichtigste Stufe der Regulation wird die Transkriptionsebene angesehen
(Schwarzmann et al., 1994; Montalvo et al., 1995; Montalvo et al., 1991; Flemington und
Speck, 1990). Desweiteren konnte auch eine Regulation auf posttranskriptioneller (Prang et
al., 1995; Prang et al., 1999) und posttranslationaler Ebene (Daibata et al., 1992; Katz et al.,
1992; Becker et al., 1991), sowie eine immunologische Kontrolle (Bogedain et al., 1995)
(Callan et al., 1998); (Rickinson und Moss, 1997) gezeigt werden.

1.2.8.1 Transkriptionskontrolle

HIS Hiy HIB Hia

SP1/SP3

-386 -434 -482

Abb. 4 Schematische Darstellung des Promotors von BZLF-1.
Rechtecke und Kreise stellen regulatorisch aktive Bereiche und daran bindende
Faktoren dar. Der rote Pfeil markiert den Startpunkt der Transkription bei +1.
HlIo bis HIE bezeichnet die verschiedenen HI-Motive im Promotor.

Die BZLF-1-Promotorregion enthélt zahlreiche Bindestellen fiir negativ- und positiv-
regulatorisch wirksame, virale und zelluldre Faktoren (Abb. 4). Mittels Footprint-Analysen
konnten im proximalen Teil des Promotors von BZLF-1 (Position —221 bis +1) vier homologe

proteinbindende Sequenzmotive ZIA-ZID sowie ein ZII-Motiv lokalisiert werden.
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Die ZI-Motive wirken in Abwesenheit von TPA negativ-regulatorisch. Nach Zugabe von TPA
verursachen diese, genau wie das ZII-Motiv, eine starke Aktivierung des Promotors.
Grundlage dieser Stimulierung ist eine Aktivierung der Phospholipase C, die einerseits iiber
Diacetylglycerin  (DAG) und die Phosphokinase C (PKC) zur Bindung des
Transkriptionsfaktors Sp3 an ZIB (Liu et al., 1997), andererseits {liber Inositoltriphosphat
(IP3) und Calmodulin zur Bindung des Faktors Mspl an ZIA, C und D sowie ZII (Chatila et
al., 1997; Liu et al., 1997) fiihrt.

Das ZII-Motiv setzt sich aus einer aktivierenden und einer reprimierenden Doméne
zusammen (Liu et al., 1998). Die aktivierende Domine enthélt eine Konsensus-Bindestelle
fiir den zelluldren Faktor AP-1, der durch TPA induzierbar ist (Flemington und Speck, 1990).
Von der reprimierenden Domédne wurde gezeigt, dal deren Zerstérung zu einer deutlich
starkeren Aktivierbarkeit des Promotors nach TPA-Behandlung fiihrt. Dagegen bewirkt eine
Zerstorung der TPA-sensitiven Bereiche eine weitaus geringeren Induzierbarkeit des
Promotors und somit indirekt eine Stabilisierung der Latenz des EBV (Wang et al., 1997).
Weiterhin wurden im proximalen Bereich des Promotors von BZLF-1 zwei Zta-bindende
Motive ZIIIA und ZIIIB charakterisiert, die fiir die autokrine Regulation des Promotors
verantwortlich sind (Flemington und Speck, 1990b). Das Bindungsmotiv ZIIIA weist eine
Homologie von sieben Basenpaaren zur AP-1-Bindestelle auf und reagiert somit ebenfalls
sensitiv auf TPA-Behandlung. ZIIIB dagegen besitzt nur Affinitit zu Zta (Flemington und
Speck, 1990).

Im distalen Bereich des Promotors von Position —221 bis -551 wurden eine Reihe negativ-
regulatorischer Bereiche identifiziert (Montalvo et al., 1991). Der Transkriptionsfaktor YY1
bindet mehrmals in diesem Bereich (Montalvo et al., 1995). YY-1 besitzt sowohl negativ als
auch positiv-regulatorische Eigenschaften. Wie diese Effekte zustande kommen ist bislang
ungekléart. Fiir den c-fos-Promotor konnte gezeigt werden, dal die reprimierenden
Eigenschaften von YY-1 durch direkte Wechselwirkung mit Transkriptionsfaktoren wir z.B.
CREB (c-AMP-responsive-element-binding-factor) vermittelt werden (Zhou et al., 1995).
Uber den gesamten Promotorbereich verteilt befinden sich sechs Kopien der von unserer
Arbeitsgruppe beschriebenen HI-Motive (Schwarzmann et al., 1994) mit der Konsensus-
Sequenz 5°-ACA GAT/G GA/G-3°. Aufgrund einer in Bandshift- und Footprint-Analysen
identifizierten unterschiedlichen Proteinbindung wéhrend der Latenz und der lytischen
Replikation des EBV, wurde eine regulatorische Funktion dieser Motive vermutet. Ferner

konnte ein Bereich zwischen Position —177 und —203, der auf eine Aktivierung des B-
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Zellrezeptors reagiert (Shimizu und Takada, 1994), sowie die Sequenz zwischen +12 und —86,
die auf die Differenzierung von epithelialen Zellen antwortet (Karimi et al, 1995),

identifiziert werden.

1.2.8.2 Posttranskriptionelle Regulation

Daten aus unserer Arbeitsgruppe (Prang et al., 1995) zeigten erstmals, daBl die latente
Replikation bei EBV durch negative Regulation des immediate-early-Gens BZLF-1 auf
posttranskriptioneller Ebene stabilisiert wird. Aufgrund der komplementidren Anordnung des
BZLF-1-Gens zum Gen EBNA-1 war theoretisch eine Kontrolle beider Gene durch die
Bildung einer doppelstriangigen Hybrid-RNA aus den beiden Transkripten denkbar. Fiir die
Regulation der Genexpression durch natiirlich vorkommende Antisense-Transkripte gab es
bislang nur begrenzt Hinweise (Kimelman und Kirschner, 1989; Khochbin und Lawrence,
1989; Hildebrandt und Nellen, 1992; Wightman et al., 1993). Vergleichbar ist die Anordnung
latenter Gene in Antisense-Orientierung, wie sie bei EBV vorliegt, mit der Situation bei
anderen Herpesviren. LAT (Latency-Associated Transcripts) bei HSV-1 (Herpes-Simplex-
Virus-1) sind komplementidr zum 3°‘-Ende des immediate-early-Gens 1CP-0 (Wagner et al.,
1988; Farrell ef al., 1991). Ob bei HSV-1 ein Antisense-Mechanismus vorliegt und einen
Einflu} auf die Etablierung und Aufrechterhaltung der Latenz hat, ist unklar. Es konnte aber
gezeigt werden, dal die Zahl der latent infizierten Neuronen in den Ganglien ohne LATSs
geringer ist (Sawtell und Thompson, 1992). Bei EBV konnte die Bildung der Hybrid-RNA
aus BZLF-1 und EBNA-1 hn-RNA von unserer Arbeitsgruppe direkt nachgewiesen werden
(Prang et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dall eine Authebung der Hybridbildung zum
Start der lytischen Replikation fiihrt. Uber die Mechanismen, durch die dieses Antisense-
Hybrid die Expression von BZLF-1 verhindern, und somit die Latenz stabilisieren konnte, ist

wenig bekannt.

1.2.8.3  Posttranslationale Regulation

Auf posttranslationaler Ebene wird die Expression des BZLF-1-Proteins durch
Modifikationen oder durch Wechselwirkung mit verschiedenen zelluldren Faktoren reguliert
(Sista et al., 1993; Zhang et al., 1994; Zhang et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dal3 eine
Phosphorylierung von Zta an den Positionen Ser 173, Ser 167 (Daibata et al., 1992) die
Induktion der lytischen Replikation verhindert (Gottlieb und Jackson, 1993; Kolman et al.,
1993). Eine Phosphorylierung von Ser 186 aktiviert dagegen die Expression des

Transkriptionsfaktors (Baumann ef al., 1998). Fiir die transaktivierenden Eigenschaften von
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Zta ist eine Dimerisierung iiber das Leucin-Zipper-Motiv im carboxyterminalen Bereich des
Proteins von Bedeutung (Flemington und Speck, 1990a). Nur als Homodimer entfaltet Zta
seine transaktivierenden Eigenschaften. Eine Hemmung der transaktivierenden Eigenschaften
von Zta ist fiir die Wechselwirkung von Zta mit jun (Sato et al., 1992), der p65-Untereinheit
von NFxB (Gutsch et al., 1994), dem Tumorsuppressorprotein p53 (Zhang et al., 1994) und
dem Retinolsdurerezeptor RARo / RXRav (Sista er al., 1993) beschrieben. Nur in vitro
beschrieben ist eine Interaktion von Zta mit dem RAZ-Protein von EBV (Furnari ef al., 1994).
Das bislang nur auf RNA-Ebene nachgewiesene und somit in vivo noch hypothetische RAZ-
Protein besitzt den Aminoterminus des R-Transaktivators und den Carboxyterminus und
damit die Dimerisierungsdomine von Zta. RAZ besitzt aufgrund dieses SpleiBmusters
allerdings keine Transaktivierungsdomine. Somit konnte ein hypothetisches RAZ / Zta oder
ein RAZ / RAZ Dimer zwar an Bindestellen fiir Zta binden, jedoch nicht transaktivieren.
Transfektionsexperimente in Zellkultur haben gezeigt, dal keine stdchiometrische
Wechselwirkung zwischen RAZ und Zta notwendig ist, damit RAZ die Transaktivierung
durch Zta hemmt (Segouffin et al., 1996)

Ob die Aktivitdt des Zta-Proteins durch eine gesteuerte Lokalisation in der Zelle kontrolliert
wird, ist nicht gekldrt. In den differenzierten Schichten epithelialer Gewebe bei oraler
Haarleukoplakie OHL wurde eine solche Regulation vermutet (Becker et al., 1991). So
konnte Zta in den basalen Schichten der Zunge, wo keine lytische Replikation stattfindet,
immunhistochemisch ausschlieBlich im Zytoplasma nachgewiesen werden. In den
ausdifferenzierten Schichten, wo EBV-Vermehrung stattfindet, war Zta dagegen im Zellkern
lokalisiert. Diese Daten konnten von einer anderen Arbeitsgruppen bislang jedoch nicht
bestitigt werden (Young et al., 1991).

Die verschiedenen Ebenen der Regulation des BZLF-1-Gens bzw. von Zta sind in Abb. 5
dargestellt.
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Abb. 5

-386 -434 -482
Phosphorylierung

Protein-Protein
Wechselwirkung

¢

>

<———— Immunantwort (CTLs) ——— >

posttranslationelle
Kontrolle

posttranskriptionelle
Kontrolle

BZLF-1 hn-RNA

EBNA-1-Intron

mRNA

}
e

|

Zta

Transkriptions
kontrolle

Ubersicht iiber die Regulation des BZLF-1-Gens.

Gezeigt sind die verschiedenen Ebenen der Regulation von BZLF-1. Die
Transkriptionskontrolle erfolgt iiber regulatorische Motive und daran bindende
Faktoren im BZLF-1-Promotor. Die posttranskriptionelle Kontrolle erfolgt iiber
einen Antisense-Mechanismus, bei dem die BZLF-1-hn-RNA ein Hybrid mit dem
komplementdren EBNA-I-Intron bildet. Auf posttranslationaler Ebene kommt es
zu Modifikationen des Z-Proteins, wie Phosphorylierung, oder zu Protein-
Proteinwechselwirkungen mit zelluldren oder viralen Faktoren.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das Epstein-Barr-Virus besitzt die Fahigkeit, nach der Primérinfektion lebenslang im
Wirtsorganismus zu persistieren. Abhdngig vom Typ und dem Differenzierungsgrad der Zelle
repliziert EBV aktiv oder wird latent an die Tochterzellen weitergegeben. Da die aktive
Vermehrung mit der Zerstorung der Wirtszelle verbunden ist, greifen in latent infizierten
Zellen Regulationsmechanismen zur Aufrechterhaltung der Latenz auf allen Ebenen der
Genexpression. Dabei wird die Transkriptionskontrolle als wichtigster Schritt angesehen. Das
Gen BZLF-1 nimmt eine Schliisselposition ein, da es als einziges virales Protein in der Lage
ist, die Latenz des Virus in B-Zellen zu beenden. In latent infizierten Zellen ist der Promotor
von BZLF-1 aufgrund verschiedenster regulatorischer Sequenzen nur schwach aktiv. Dazu
gehoren auch die von unserer Arbeitsgruppe lokalisierten HI-Motive, die in sechsfacher
Kopienzahl im Promotor von BZLF-1 vertreten sind. Vorarbeiten haben gezeigt, dal3 die
Funktion der HI-Motive sehr stark von benachbarten regulatorisch wirksamen Elementen
abhédngt (Heide Sommer, Diplomarbeit). So konnte im Kontext des distalen Promotorteils von
BZLF-1 eine reprimierende Wirkung der HI-Motive auf die Basalaktivitit festgestellt werden
(Schwarzmann et al., 1994). Isoliert von ihrer natiirlichen Umgebung konnte iiber die
Basalaktivitdt keine Aussage getroffen werden, da sich diese etwa auf dem Niveau der
Negativ-Kontrolle befand. Hier konnte jedoch ein positiv-regulatorischer Effekt auf die
autokrine Stimulation durch Zta festgestellt werden (Diplomarbeit Heide Sommer, Universitit
Regensburg, 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, welcher Art die Funktion der HI-
Motive auf die Basalaktivitdt des Promotors und auf die Transaktivierung durch Zta im
Promotor von BZLF-1 ist.

Zu diesem Zweck sollte der gesamte BZLF-1-Promotor vor das Luciferasegen kloniert
werden und die verschiedenen distal gelegenen HI-Motive einzeln oder in Kombination
mutiert werden. In Transfektionsexperimenten zusammen mit einem Expressionsplasmid fiir
Zta sollte die Aktivierbarkeit der unterschiedlichen Promotorvarianten und die Rolle der
einzelnen HI-Motive fiir die Regulation des Promotors untersucht werden. Die Experimente
sollten sowohl in lymphoiden als auch in epithelialen Zellinien durchgefiihrt werden, da diese
unterschiedlich permissiv fiir die aktive Vermehrung des Virus sind: in lymphoiden Zellen

repliziert EBV normalerweise latent, in epithelialen lytisch. Mittels Bandshift-Experimenten
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sollten zudem potentielle Faktoren, die eine Interaktion zwischen den HI-Motiven und Zta
vermitteln, analysiert werden.

Da aus Vorarbeiten bekannt war, dal die Expression von BZLF-1 auch von anderen viralen
Genen wie z.B. EBNA-1 iiber Antisense-Hybridisierung beeinflut werden kann, sollte die
Funktion und die Bedeutung der einzelnen HI-Motive fiir die Regulation des BZLF-1-Gens
und damit fiir die Vermehrung des EBV durch die Herstellung eines rekombinant
hergestellten, mutierten Virus in Zusammenarbeit mit H.-J. Delecluse (GSF, Miinchen)

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Ausgangsmaterialien

2.1.1 Bakterien

Fiir Klonierungsarbeiten und Produktion der Plasmide fiir Transfektionsexperimente wurden
die Bakterienstimme DH5c und TOP10 (Invitrogen) verwendet. Zur Herstellung von Zta-
Protein in Bakterien wurde der Bakterienstamm BL21 DE3 verwendet. Zur Herstellung des

rekombinanten EBV kamen die Bakterienstimme BJ5183 und DH10B zum FEinsatz.

DHS5a:
F'/endAl hsdR17 (ri;” my ") supE44 thil recAl gyrA (Nall) relA1 A(lac ZYA -argF) U169

(680d lac (lacZ) M15). (Woodcock et al., 1989; Raleigh ef al., 1989)

Topl0

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacXT74 recAl deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str") end Al nupG

BJ5183

F' endA sbcB™ recBC galK met str thi-1 bioT hsdR (r, m A" (Hanahan, 1983)

DHI10B

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80dlacZAM15 AlacXT74 endAl recAl deoR A(ara,
leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A" (Bedthesda Research Laboratories)

BL21 DE3

hsdS gal (1clts857 ind1 Sam7 ninS lacUV5-T7 gene 1) (Studier und Moffatt, 1986)
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2.1.2 Nahrmedien fiir Bakterien

LB-Medium SOC-Medium SOB-Medium
5 g/1NaCl 0,5 g/ 1 NaCl 0,5 g/ 1 NaCl
5 g /1 Bacto-Trypton 20 g /1 Bacto—Trypton 20 g / 1 Bacto—Trypton
5 g /1 Hefeextrakt 5 g /1 Hefeextrakt 5 g /1 Hefeextrakt
pH 7,3 0,186 g/ 1 KCl 0,186 g/ 1 KCl
0,95 g /1 MgCl, pH 7,0

Nach dem Autoklavieren
mit 20 ml / 1 Glucose-
Losung (180 g / 1, steril

filtriert) versetzt.

2.1.3 Verwendete Ausgangsplasmide
pGL2 basic (Promega)

pGL3 control (Promega)

pSEAP (Tropix)

pCMV-SEAP (Tropix)

pET 5c ZcDNA

pCMV-Z'

pCMVZcDNA

pCR II™ TOPO (Invitrogen)

pCP16 (Cherepanov und Wackernagel, 1995)

Die Plasmidkarten sowie die Beschreibung der verwendeten Plasmide sind im Anhang

aufgefiihrt.
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214 Zellinien

2.14.1 Allgemeines

Alle verwendeten Zellinien stammten aus dem Besitz des Instituts fiir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene der Universitit Regensburg. Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5
% CO» im Brutschrank kultiviert. Den Medien wurde abwechselnd Kanamycin (50 pg / ml)
oder Penicillin / Streptomycin (200 pg / ml) zugesetzt, um Kontaminationen durch Bakterien
und Resistenzbildung vorzubeugen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt. Suspensionszellen wurden bei einer Zelldichte von ca. 2 x 100 / ml
1:4 auf eine Zelldichte von 0,5 x 109 / ml verdiinnt. Adhirent wachsende Zellinien wurden,
sobald sie zu einem konfluenten Zellrasen gewachsen waren, mit Hilfe einer Trypsin / EDTA-
Losung (2 ml fiir 75 cm?2 Falcon® Zellkulturflasche, 4 ml fiir 175cm2-Falcon®-
Zellkulturflasche) von der Unterlage abgeldst, 1:10 mit Zellkulturmedium verdiinnt, und neu

ausgesat.
2.14.2 Suspensionszellen

BJAB (Klein et al., 1974)

Die EBV-negativen BJAB-Zellen stammen aus einem Burkitt's Lymphom eines Afrikaners.

LCL / EMMI

Die LCL-Zellinie wurde durch Immortalisierung von B-Lymphozyten mit dem EBV-Stamm

B95-8 etabliert. Die B-Lymphozyten stammten von einem ehemaligen Institutsmitglied.

Raji (ATCC CCL 86)

Die Raji-Zellinie stammt aus einem afrikanischem Burkitt's Lymphom. Die Zellinie besitzt
eine Deletion in der Region, die fiir das friihe Protein p138 (Leserahmen BALF-2) kodiert.
Daher konnen die Zellen keine funktionsfahigen Viruspartikel bilden.

P3HR1 Klon 13 (ATCC HTB 62)

Die latent mit EBV infizierte Burkitt's Lymphom Zellinie besitzt eine Deletion in der U2
Region, in IR2 sowie im rechten Teil des IR1 (siche Abb. 2). Somit fehlt ihr unter anderem

das fiir die Immortalisierung von lymphoiden Zellen essentielle EBNA2-Protein. In einem
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Teil der Viruspartikeln von P3HR1 Klon13 ist das Genom rearrangiert, wodurch die BamHI-
Z-Region unter der Kontrolle des in der Latenz aktiven W-Promotors steht (hez-DNA). Daher
repliziert die Zellinie in einem geringen Mal} spontan lytisch. Sie entstand beim Passagieren

der BL-Zellinie Daudi.

P3HRI1 Klon 16 (Taylor et al., 1989)

Diese Zellinie entspricht dem Klon 13, besitzt aber keine he-DNA, weshalb die meisten

dieser Zellen latent infiziert sind.
2.1.4.3 Adharente Zellen

H1299 (Mitsudomi ef al., 1992)

Bei H1299 handelt es sich um Zellen eines p53-negativen, humanen Lungenzellkarzinoms.

Die Zellen wurden in Dulbecco‘s MOD Medium (Gibco BRL) kultiviert.

Cos7 (ATCC RRL 1651)

Bei Cos7 handelt es sich um eine mit SV40 T-Ag (simian virus 40 large T antigen)
immortalisierte fibroblastendhnliche, embryonale Affennieren-Epithelzellinie, die ebenfalls in

Dulbecco’s MOD Eagle Medium (Gibco BRL) kultiviert wurde.

Tera 9117

Die Zellinie Tera 9117 wurde freundlicherweise von Dr. Buettner, Institut fiir Pathologie der
Universitidt Regensburg, zur Verfligung gestellt. Es handelt sich hierbei um eine schwach
tumorigene undifferenzierte, humane Zellinie aus einem Teratokarzinom. Sie kann durch
Retinolsdure zur Differenzierung angeregt werden. Diese Zellen wurde in Minimal Essentiell

(Eagle) Medium (MEM, Gibco BRL) kultiviert.

293 (Graham et al., 1977)

Die Linie 293 ist eine durch Adenovirus Typ 5 (Ad 5) transformierte humane, embryonale

Nierenzellinie. Diese adhidrent wachsende Zellinie wurde in RPMI 1640 kultiviert.

28



Material & Methoden

2.1.5 Verwendete Antikorper und Seren

Maus-anti-BZ1 (MAK) BZLF-1 Protein von EBV Dako
Kaninchen-anti-Maus (HRP-gekoppelt) | Fc-Teil von Maus-AKs Dako
Kaninchen-anti-Maus (AP-gekoppelt) | Fc-Teil von Maus-AKs Dako
Ziege-anti-Maus Fc-Teil von Maus-AKs Dianova
Epstein-Barr-Virus—VCA (MAK) VCA-Protein von EBV Chemicon
Kaninchen-Anti-Mensch IgG Menschliches IgG Dako
(HRP-gekoppelt)

Ziege-anti-Maus (Texas Red-gekoppelt)  Maus IgG H + L Dianova
NPC-Serum verschiedene EBV-Proteine | RIMMH
YY1 (H-10) Maus monoklonales IgG; [ YY1 Protein Santa Cruz
aVCA VCA-Protein von EBV Chemicon

2.1.6 Verwendete Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide, die als Sequenzier-Primer, PCR-Primer sowie fiir

Gelretardationsanalysen verwendet wurden, wurden von der Firma Metabion aus Martinsried

hergestellt.
PCR-Primer
Name Anwendung Sequenz (5°-3°)
BZLF-1 forward |5’-Primer zur Amplifikation des 2595 Bp- CAG CGC TAT GTA
Fragments aus B95-8 fiir rekombinante EB- CAA GCT CC
Viren (Position 104770 bis Position 102175)
BZLF-1 reverse |3’-Primer zur Amplifikation des 2595 Bp- AGG CGT GAA GCA
Fragments aus B95-8 fiir rekombinante EB- GGC GTG G
Viren (Position 104770 bis Position 102175)
PCR-BZLF-1* 5’-Primer zur Amplifikation des mutierten TGC CCC AGC CAC
forward distalen Teils des Promotors von BZLF-1 aus TTG ACC
pLuc Zp* (Bindet an Pos. —513 bis —531
bezogen auf den Transkriptionsstart)
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an Position 103091-103113 des EBV-Genoms)

PCR-BZLF-1* 3’-Primer zur Amplifikation des mutierten CAT TAA GTT CGG
reverse distalen Teils des Promotors von BZLF-1 aus GGG TCA GG
pLuc Zp* (Bindet an Pos. —264 bis —284
bezogen auf den Transkriptionsstart)
ON Kpnl 5’-Primer zur Amplifikation des BZLF-1- GGA TCC CTA ACG
(Promotion Nadja | Promotors aus B95-8 sowie des distalen GTA CCC CCG G
Prang) Promotoranteils von BZLF-1 aus pSSVHbs-
Konstrukten
ON Nhel 3’-Primer zur Amplifikation des distalen des GAC ATT CAT CAG
(Promotion Nadja | Promotoranteils von BZLF-1 aus pSSVHbs- CTA GCA ATG TAT CC
Prang) Konstrukten (Bindet an Position —256 bis -230
bezogen auf den Transkriptionsstart)
ON Bglll 3’-Primer zur Amplifikation des vollstindigen |CGG CAA GGA GAT
BZLF-1-Promotors aus B95-8 CTG TTT AGT G
Extention Primer |Oligonukleotid zur Hybridisierung mit BZLF-1 | AAG GCA CCT GGT
RNA fiir Primer Extention-Experimente (Bindet | ATG GGT CAG G

Kiinstlich eingefiihrte Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind fett gedruckt.

Sequenzier-Primer

Name Anwendung Sequenz (5°-3°)

SP-BZLF-1/1 Position 104774-104754 im B95-8-| GAT GAA CTC GAA AGT CTC C
Genom

SP-BZLF-1/2 Position 103778-103759 im B95-8- AGG ACC TGT CCA TGA ACC
Genom

SP-BZLF-1/2 Position 103172-103194 im B95-8- | AAA GGT GGC CGG CAA GG

reverse Genom

SP-BZLF-1/3 Position 103277-103759 im B95-8- CAC GTC CCA AAC CAT GAC
Genom

SP-BZLF-1/4 Position 102779-102761 im B95-8- GCA GTG GTG TTT GCT TGC
Genom
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SP-BZLF-1/5

Position 102278-102260 im B95-8-

Genom

AGC CTG GAT GTT GAC TCC

BZLF-1 forward

Position 104754-104774 im B95-8-

Genom

CAG CGC TAT GTA CAA GCT CC

BZLF-1 reverse

Position 102175-102194 im B95-8-

AGG CGT GAA GCA GGCGTG G

Genom
M13 Universal M13 Primer GTA AAA CGA CGG CCA G
(Invitrogen®)
M13 reverse Universal M13 reverse Primer CAG GAA ACA GCT ATG AC
(Invitrogen®)
Seq pGL2 5’-Sequenzierprimer fiir pGL2— | GAG CTAACA TAA CCC GGG
Plasmide Position 5886-13 AGG TAC C

Oligonukleotide fiir Bandshift-Experimente

Name Anwendung Sequenz (5°-3°)

HS-ZRE pos. Spezifische Zta-Bindestelle CAT CAT GTG CAA GCT ATG
(Kenney et al,1997) TGC AAT G

HS-ZRE neg. Gegenstrang zu HS-ZRE pos. CAT_TGC ACA TAG CIT GCA
CAT GAT C

Hlo pos. Hlo-Motiv aus BZLF-1-Promotor |GGC TCC GTT CAG TAG ACA

(orig. Flanken)

mit original flankierenden

Sequenzen

ACCTCCTGG G

Hlo neg.
(orig. Flanken)

Gegenstrang zu Hlo pos.

CCC AGG AGG TIG TCT ACT

GAA CGG AGCC

Hlo pos. Hlo-Motiv aus BZLF-1-Promotor |CAG ATT CAA ATC ATC TGT
ohne original flankierenden CATGGACTCT
Sequenzen
Hlo neg. Gegenstrang zu Hla pos AGA GTC CAT GAC AGA TGA
TTT GAATCT G
HIo* pos. Mutiertes Hlo-Motiv CAG ATT CAA ATA AGC TTG

CATGGACTCT
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HIo* neg. Gegenstrang zu Hlo* pos AGA GTC CAT GCA AGC TTA
TTT GAA TCT G
HIP pos. HIB-Motiv aus BZLF-1-Promotor |GAG GAA GCA GCC ATA TGT
GGC AAG CTT GG
HIB neg. Gegenstrang zu HIf pos. CCA AGC TTG CCA_CAT ATG
GCT GCT TCC TC
HIB* pos. Mutiertes HIB-Motiv GAG GAA GCA GCA GTA TAC
GGC AAG CTT GG
HIB* neg. Gegenstrang zu HIB* pos CCA AGC TTG CCG TAT ACT
GCT GCTTCC TC
HIy pos. HIy -Motiv aus BZLF-1-Promotor |CCA GTA TAC GGA CAG ATG
GAC CTG AGC CA
HIy neg. Gegenstrang zu HIy pos. TGG CTC AGG TCC ATC TGT
CCG TAT ACT GG
HIy* pos. Mutiertes HIy-Motiv CCA GTA TAC GGC AAG CTT
GAC CTG AGC CA
HIy* neg. Gegenstrang zu HIy* pos. TGG CTC AGG TCA AGC TTG
CCG TAT ACT GG
HIy links verkiirzt | HIy-Motiv aus BZLF-1-Promotor |ACG_GAC AGA TGG ACC TGA
pos. mit verkiirzter linker Flanke GCC A
HIy links verkiirzt Gegenstrang zu TGG CTC AGG TCC ATC TGT
neg. HIy links verkiirzt pos. CCGT

HIy rechts verkiirzt

pos.

HIy -Motiv aus BZLF-1-Promotor

mit verkirzter rechter Flanke

CCA GTA TAC GGA CAG ATG

GACC

HIy rechts verkiirzt

Gegenstrang zu

GGT CCA TCT GTC CGT ATA

neg. HIy rechts verkiirzt pos. CTG G
HIy beidseitig HIy -Motiv aus BZLF-1-Promotor |ACG GAC AGA TGG ACC
verkiirzt pos. mit beidseitig verkiirzten Flanken
HIy beidseitig Gegenstrang zu GGT CCA TCT GTC CGT

verkiirzt neg.

HIy beidseitig verkiirzt pos.

HIB/y pos.

Originalsequenz aus BZLF-1-

Promotor mit HIB/y-Motiven

GGA AGC AGC CAT ATG TGG

ACA GAT GGA CCT GAG CC
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HIB/y neg. Gegenstrang zu HIB/y pos. GGC TCA GGT CCA TCT GTC
CAC ATA TGG CTG CTT CC
HIO pos. HIS -Motiv aus BZLF-1-Promotor |AGA GTC CAT GAC AGA GGA
TTT GAATCT G
HIO neg. Gegenstrang zu HIS pos. CAG ATT CAA ATC CTC TGT
CAT GGA CTC T
HIS* pos. Mutiertes HIS -Motiv aus AGA GTC CAG AAT TCA GGA
BZLF-1-Promotor TTT GAATCT G
HI®* neg. Gegenstrang zu HI6* pos. CAG ATT CAA ATC CTG AAT
TCT GGA CTC T
YY1 pos. Bindestelle fiir das YY1-Protein |GCG TCC GCG GCC ATC TTG
GCG GCT GGT
YY1 neg. Gegenstrang zu YY1 pos. ACC AGC CGC CAA GAT GGC
CGC GGA GCG
YY1* pos. Mutierte Bindestelle fiir das YY1- |GCG TCC GCG ATT ATC TTG
Protein GCG GCT GGT
YY1* neg. Gegenstrang zu YY 1 * neg. ACC AGC CGC CAA GAT AAT
CGC GGA CGC

Proteinbindestellen sind unterstrichen.

Oligonukleotide fiir ,,quick change “-Mutagenese

Name Anwendung Sequenz (5°-3’)
ON Eco Rl | Primer 1 zur Einfiihrung einer Eco RI- | CAC AGA GTC CGA ATT CGA GGA
Schnittstelle in das HI 6-Motiv. TTT GAA TCT G
ON Eco RI | Primer 2 zur Einfilhrung einer Eco RI- | CAG ATT CAA ATC CTC GAA TTC
rev. Schnittstelle in das HI 8-Motiv. GGA CTC TGT G
2.1.7 Verwendete EDV-Programme

Zum Anfertigen der Arbeit wurden die Programme WinWord 97, Powerpoint 97, Sigma Plot

5,0, (Microsoft), sowie Photoshop 5,0 (Adobe) verwendet. Zur Suche von

Restriktionsenzymschnittstellen in der EBV-DNA-Sequenz oder in sequenzierten Bereichen

wurde die Software der University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG) auf
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einer INDY9000-Rechenanlage oder die Gene Runner Software 2.0 (Hastings Sofitware)
verwendet. Die graphische Darstellung von Plasmiden erfolgte mit Hilfe der Vector NTI

Software (InforMax). Bei Literaturrecherchen stand die NLM Medline im Internet

(http://ncbi.nlm.nih.gov), fir das Literaturverzeichnis der Reference Manager Version 8.5

(Research Information Systems) zur Verfiigung.

2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1 Anzucht von Bakterien im Fermenter

Fiir die Gewinnung ausreichender Mengen viraler DNA der rekombinanten EBV-Stdmme war
eine Anzucht im 5 1 Fermenter notig, da es sich um Plasmide mit nur einer Kopie des Genoms
pro Zelle handelte.

Der Fermenter wurde mit 37 °C warmen LB-Medium (angereichert mit 0,3 M NaCl, 2 %
Glycerin), das 30 pg / ml Chloramphenicol enthielt, gefiillt und mit 800 ml UN-Kultur
angeimpft, so daBl ein Endvolumen von 5 1 erreicht wurde. Durch elektronisch gesteuerte
Zugabe von 1 M NaOH wurde der pH-Wert konstant auf pH 7,0 gehalten. Bei einer
konstanten Temperatur von 37 °C, konstanter Sauerstoffzufuhr, sowie einer Umdrehungszahl
des Rithrwerks von 400 rpm, lief der Fermenter ca. 8 h, bis eine optische Dichte (OD) von >
1,5 erreicht wurde. AnschlieBend wurden die Bakterien aus dem Fermenter geerntet und die

Plasmid-DNA isoliert.

2.2.2 Transformation von Bakterien

2.2.2.1 Rubidiumchlorid-Methode

Herstellung kompetenter Bakterien

Am Vorabend einer Praparation wurde eine 5 ml Vorkultur des verwendeten E. coli Stammes
DHS50 angeimpft und am nachsten Morgen 500 pl davon in 200 ml LB-Medium verdiinnt.
Bei einer ODg von 0,3-0,4 wurde die Kultur durch 10 min Zentrifugation bei 500 x g und 4
°C geerntet. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die abzentrifugierten
Bakterien wurden in 20 ml Losung A [(10 mM MOPS (3-N-Morpholoninopropansulfonsédure)
pH 5.8, 0,3 M KAc, 10 mM RbCI, 15 % Glycerin] resuspendiert und erneut abzentrifugiert.
Nun wurden die Bakterien in 20 ml Losung B (10 mM MOPS pH 6,5, 10 mM RbCl, 50 mM
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CaCl, x 2 H,O, 15% Glycerin) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Bakterien in 5 ml Losung B unter Zusatz von 750 pl Glycerin (85
%) resuspendiert und in 200 ul Aliquots in -20 °C vorgekiihlte Eppendorf-Gefifle abgefiillt.
Die Lagerung erfolgte bei -70 °C. Um die Fiahigkeit der Bakterien, DNA aufzunehmen
(Kompetenz) zu priifen, wurde eine Probetransformation mit pUC18 Plasmid-DNA durchge-
fiihrt. Nach Inkubation der Agarplatten iiber Nacht bei 37 °C wuchsen Kolonien (107-10°
Transformanten / png Plasmid), wihrend bei der Kontroll-Transformation, bei der das Plasmid

durch Wasser ersetzt wurde, keine einzige Kolonie zu finden war.

Transformation der Bakterien

200 ul kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 10-20 ul DNA 45 min auf Eis
inkubiert. Nach 2 min Hitzeschock bei 42 °C und anschlieender 5 min Inkubation auf Eis
wurden 500 pl LBop-Medium zugegeben. Dieser Transformationsansatz wurde 1-2 h im
Bakterienschiittler bei 200 rpm geschiittelt, damit die Bakterien ihre plasmidkodierte
Resistenz ausbilden konnten. Je 200 ul des Transformationsansatzes wurden auf Agarplatten
mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet. Am

néchsten Tag wurden Einzelkolonien der Transformanten in 5 ml LB,,, angeimpft, anschlie-

Bend die Plasmid-DNA isoliert, und durch Restriktionsenzymverdau charakterisiert.
2.2.2.2 Elektroporation-Methode

Herstellung kompetenter Bakterien

Diese Methode eignet sich besonders gut fiir die effiziente Aufnahme von grof3en Plasmiden
(hier EBV mit einer Groe von 170 kBp) in Bakterien.

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 400 ml SOB-Medium (Sambrook et
al, 1989) mit 1 ml einer UN-Bakterienkultur (DH5ct) angeimpft. Nach Erreichen einer
optischen Dichte (OD) von 0,7 bei einer Wellenldnge von 600 nm wurde die Bakterienkultur
10 min bei 500 x g und 4 °C sedimentiert. Die Bakterien wurden 3 mal mit 400 ml 4 °C
kaltem, 10 %igem Glycerin gewaschen und bei 8300 x g und 4 °C 10 min zentrifugiert. Die
Bakterien wurden in 2-2,25 ml / 1 Ausgangskultur 10 % Glycerin resuspendiert , in 100 pl
Portionen auf Trockeneis / EtOH aliquotiert, und bei —70 °C weggefroren.
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Transformation der Bakterien

Die elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 pg zu transformierender
DNA gemischt, und dieser Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in auf 4 °C
vorgekiihlte Elektroporationskiivetten (peqlab, 2mm-Kiivetten) iiberfiihrt und in einem
Elektroporationsgerét (Biorad) einem Puls von 1000 V und 25 pF bei einem Widerstand von
200 € ausgesetzt. Anschliefend wurden sofort 500 ul SOB-Medium zugegeben und die
Bakterien 45 min bei 37 °C geschiittelt. Nach 10 min Zentrifugation bei 3300 rpm und RT
wurde der Transformationsansatz vollstindig auf Selektionsplatten ausplattiert und UN im
Brutschrank inkubiert. Aus Einzelkolonien der Transformanten wurde Plasmid-DNA isoliert

und durch Restriktionsenzymverdau charakterisiert.

223 Aufbewahrung von Bakterienkulturen

Charakterisierte Bakterienklone wurden in der logarithmischen Wachstumsphase mit 50 %

Glycerin versetzt und in Cryo —Tubes (Nunc) bei —70 °C gelagert.
2.3 Arbeiten mit Zellkulturen
2.3.1 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Transfektion von Suspensionszellen mittels Elektroporation

Das Einbringen von DNA in eukaryotische Suspensionszellen erfolgt besonders effizient
durch Elektroporation mittels Doppelpuls. Zu diesem Zweck wurden Suspensionszellen am
Tag vor der Elektroporation auf eine Zelldichte von 0,4 x 10° verdiinnt, damit sich die Zellen
am Tag der der Elektroporation in der logarithmischen Wachstumsphase (0,6 x 10°-0,8 x 10°)
befanden. Pro Transfektionsansatz wurden 1-2 x 107 Zellen eingesetzt. In einer Hettich-
Tischzentrifuge wurden die Zellen bei RT und 1200 rpm 10 min abzentrifugiert, zweimal mit
PBS gewaschen, und die entsprechende Zellzahl pro Transfektion in 400 pl PBS
aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde in eine Transfektionskiivette, in der sich bereits
40-60 pg der zu transfizierende DNA in 100 pl PBS befand, tiberfiihrt und die Mischung 10
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz in der Kiivette im
Elektroporationsgerét (peqlab 4mm Kiivetten) folgendem Doppelpuls ausgesetzt:

700 V /25 pF // 150 V /1500 pF
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AnschlieBend wurden die Zellen in eine 6-Loch-Platte (Falcon®, Heidelberg) mit RPMI 1640
tiberfithrt und bis zur Auswertung nach 48 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO;

inkubiert.

Transfektion adhdrenter Zellen

Transfektion von Tera 9117 und HI1299 mittels DOTAP liposomal transfection reagent

(Roche Molecular Biochemicals)

Adhirente Zellen lassen sich effizient durch Liposomen transfizieren. Dabei entstehen mit
DNA beladene Phospholipid-Partikel, deren Inhalt durch Endozytose aufgenommen wird.
Zum Zweck der Transfektion wurden am Tag zuvor Zellen in einer Dichte von 3 x 10> pro
Loch einer 6-Loch-Platte (Falcon”, Heidelberg) in 5 ml geeignetem Medium ausgesit und
iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. So wurde zum Zeitpunkt der Transfektion ein
Zellrasen mit einer Dichte von ca. 60 %-80 % erreicht. Mit 20 mM HEPES / KOH-Puffer, pH
7,3 wurden pro Transfektion 2,5 pg DNA auf ein Volumen von 25 ul, sowie 15 pl DOTAP
auf ein Volumen von 50 pul verdiinnt. AnschlieBend wurde die DNA-LOsung vorsichtig mit
der Liposomenlosung gemischt und 10-15 min bei RT inkubiert. Von den zu transfizierenden
Zellen wurde das Medium abgezogen, 1 ml frisches Medium zugegeben und die DOTAP-
DNA-Mischung unter Schwenken zugetropft. Nachdem die Zellen 4-6 h inkubiert worden
waren, wurden erneut 4 ml Medium zugegeben und die Zellen bis zur Auswertung der
Transfektion 48 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Diese Transfektionsmethode wurde bei
den Zellinien Tera 9117 und H1299 eingesetzt.

Transfektion von 293-Zellen mit Lipofectamin™-Reagent (Gibco BRL)

Bei der Transfektion mit Lipofectamin handelt es sich um eine von der DOTAP-Methode
etwas abweichenden Transfektionsart, die aber auf dem gleichen Prinzip beruht. Die
Entscheidung, welches Transfektions-Reagenz benutzt wird, hdngt von der maximal erzielten
Transfektionseffizienz der jeweiligen Zellinie ab. Diese Methode wurde zur Transfektion der
293-Zellen mit dem rekombinanten EBV-Genom verwendet.

Die 293-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion so ausgesit, da3 sie am folgenden Tag
eine Zelldichte von 50 %-80 % hatten. Fiir die Transfektion wurde zunichst das RPMI 1640-
Medium abgezogen und die Zellen 2 h in 1 ml OPTIMEM (Gibco BRL) inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden der Transfektions-Mix pipettiert: 1 pg DNA und 6 pl Lipofectamin / pug

DNA wurden getrennt in OPTIMEM in einem Volumen von je 250 pl verdiinnt.
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Anschlieend wurden die beiden Losungen vorsichtig miteinander gemischt und 30 min bei
RT inkubiert, damit sich die DNA-beladenen Phospholipid-Partikel ausbilden konnten. Von
den Zellen wurden 500 pl OPTIMEM abgezogen und durch den Transfektions-Mix ersetzt.
Nach 4 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurden 4 ml RPMI 1640 zugegeben und die
Zellen weitere 48 h kultiviert.

2.3.2 Nachweissysteme fiir Reporterproteine

Zur Analyse der transienten Expression viraler Proteine in eukaryotischen Zellen muflten die
Zellen bzw. Zellkulturiiberstinde geerntet und aufgearbeitet werden. Als Reporterproteine
wurden je nach experimentellem Ansatz die ,losliche alkalische Phosphatase® (SEAP),
firefly-Luciferase” oder das BZLF-1-Protein gemessen. Je nach Reporterprotein wurden
entweder die transfizierten Zellen selbst (bei BZLF-1 und Luciferase-Test) oder der

Zellkulturiiberstand (bei SEAP-Test) zur Auswertung herangezogen.

2.3.2.1 Dual Luciferase ™ Assay System (Promega) und Western Blot
Nachweis von BZLF-1-Protein

Die Messung des Reporterproteins ,.firefly-Luciferase* wurde nach Angaben des Herstellers
im Dual Luciferase ™ Assay System durchgefiihrt. Die firefly-Luciferaseaktivitdt wurde in
einem Luminometer Lumat 9501 (Berthold) gemessen.

Bei Suspensionszellen wurden 48 h nach Transfektion 2 ml Kultur aus den
Transfektionsschalen entnommen und bei 3000 rpm 10 min in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Zum Nachweis der Luciferase (oder auch zur Westernblot-
Analyse, Nachweis von BZLF-1-Protein) wurden die Zellen 2 mal mit PBS ohne bivalente
Kationen (PBS(me) gewaschen und entweder fiir eine SDS-PAGE-Analyse vorbereitet
(Kapitel 2.4.3) oder in das Dual Luciferase ™ Assay System (Promega) nach Angaben des
Herstellers eingesetzt (Kapitel 2.3.2.1).

Bei adhérent wachsenden Zellen wurde der Zellrasen 2 mal mit PBS(opqe) gewaschen, mit 1 ml
Trypsin / EDTA-L6sung abgeldst und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. Nach Zugabe von 4 ml Medium wurden die Zellen bei 1200 rpm 10 min in einer
Hettich-Tischzentrifuge bei RT abzentrifugiert, 2 mal mit PBS,me) gewaschen, und wie oben

in die entsprechenden Nachweissysteme eingesetzt.
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2.3.2.2 Chemilumineszenzmessung

Als weiteres Reportergen diente die sekretierbare plazentale, alkalische Phosphatase (SEAP).
Der Vorteil dieses Reportersystems liegt in der Hitzestabilitdit der SEAP. Dadurch sind
endogene, hitzesensitive alkalische Phosphatasen, die den Test verfidlschen wiirden, leicht
auszuschliefen. SEAP wird in den Zelliberstand sekretiert, wodurch ein AufschlieBen der
Zellen zur Messung der Enzymaktivitit vermieden wird. Somit ist die Moglichkeit gegeben,
iiber einen lingeren Zeitraum hinweg Messungen vorzunehmen. Das System erreicht 48-72 h
nach der Transfektion sein Maximum. Durch die Verwendung von CSPD® (Lumineszenz) als
Substrat und Emerald™ als Lumineszenz-Verstirker erreicht das System eine sehr hohe
Sensitivitéit. Die Nachweisgrenze liegt bei 10 Femtogramm SEAP (=3,3 x 104 Molekiile).

Zur Messung der SEAP-Konzentration wurde der Zellkulturiiberstand nach Angaben des
Herstellers (Perkin Elmer-Tropix) in das Testsystem eingesetzt und in einem Luminometer
Lumat 9501 (Berthold) vermessen.

Bei Suspensionszellen wurden 48 h nach Transfektion 2 ml Kultur aus den
Transfektionsschalen entnommen und bei 3000 rpm 10 min in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Fiir den Nachweis von SEAP wurde der Zellkulturiiberstand
verwendet und in den SEAP-Test von Tropix eingesetzt. Bei adhidrent wachsenden Zellen
wurde fiir den Nachweis der Zellkulturiiberstand abgenommen, 10 min bei 1200 rpm in der

Hettich-Tischzentrifuge abzentrifugiert und in den SEAP-Test eingesetzt.

233 Chemische Induktion der lytischen Replikation von EBV

Chemische Agentien sind in der Lage, EBV in latent infizierten Lymphozyten in den
lytischen Vermehrungszyklus zu treiben. Hierfiir wurde zu logarithmisch wachsenden
Kulturen 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) in einer Endkonzentration von 40 ng /
ml und 3 mM Buttersdure (beide Sigma) zugegeben. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet.

234 Aufbewahrung von Zellkulturen

5 x 10° Zellen wurden bei 1200 rpm in einer Hettich-Tischzentrifuge bei Raumtemperatur
geerntet und in eiskaltem Einfriermedium [90 % FKS und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid,
Sigma)] aufgenommen. In einem Styroporbehélter wurden die Zellen zunéchst {iber Nacht bei

—80 °C langsam eingefroren und anschlieBend in fliissigem Stickstoff endgelagert.
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2.4 Arbeiten mit Proteinen

24.1 Gekoppelte in vitro-Transkription und Translation (Promega,

Mannheim)

Die in vivo-Expression rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zellen wird von
verschiedenen Faktoren wie Transkriptions-, bzw. Translationseffizienz, RNA-Stabilitét,
RNA-Export und Protein-Stabilitit beeinfluft. Mit Hilfe der TNT® -Coupled-Reticulocyte-
Lysate-Methode kann dagegen die (T7- oder SP6-Promotor-abhidngige) Synthese des
Fremdproteins in einem in vitro-System und somit weitgehend unabhéngig von den oben
genannten Faktoren untersucht werden. Ein weiterer Vorteil des Systems ist, dal die so
gewonnenen Proteine relativ sauber sind und bei der Synthese markiert werden konnen. Fiir
die in vitro-Expression rekombinanter Proteine wurde nach Angaben des Herstellers in einem
25 pl Ansatz zu 500 ng gereinigte Plasmid-DNA, TNT®-Rabbit Reticulocyte Lysate, TNT"-
Reaction buffer, TNT"-T7-DNA-Polymerase, Aminosiure-Mix und wahlweise unmarkiertes
oder 10 pCi **S-Methionin gegeben und fiir 60 min bei 30 °C inkubiert. Der Einbau der
radioaktiv-markierten Aminosduren wéhrend der Proteinsynthese und die anschlieBende
Auftrennung des Proteins iiber ein SDS-Polyacrylamid-Gel erlaubte dessen Nachweis mittels

Autoradiographie. Unmarkiertes Protein wurde fiir Gelretardations-Assays hergestellt.

2.4.2 Expression von Zta-Protein in Bakterien

Zur Expression des viralen Transaktivatorproteins Zta in Bakterien wurde das Plasmid pET 5c
ZcDNA in den Bakterienstamm BL21 DE3 transformiert. Die Bakterien wurden bis zu einer
ODgoo von 0,6 bei 37 °C kultiviert und anschlieBend mit dem Allolaktose-Analogon IPTG in
einer Endkonzentration von 0,8 mM die Proteinexpression induziert. Um festzustellen, ob das
Protein in l6slicher Form oder in EinschluBkoérperchen exprimiert wurde, wurden nach 1h, 2h
und 3h Proben entnommen und nach Angaben des QIAEXPRESS-Protokolls 4 (Expression von
Proteinen) die Lokalisation des Proteins Uberpriift. Durch diese Methode konnte gezeigt
werden, ob sich die exprimierten Proteine 16slich im Zytoplasma, in Einschlukoérperchen,
oder im Intermembranraum befinden. Da sich nach 3h geniigend Protein in der 16slichen

Fraktion befand, konnte auf eine weitere Reinigung verzichtet werden.
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243 Analyse von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteingemische in
Gegenwart eines hohen SDS-Uberschusses elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Dabei lagert sich das negativ-geladene SDS in konstanten Gewichtsverhdltnissen
an die Proteine an und kompensiert deren Eigenladungen, so dafB3 alle Proteine mit einer ihrer
GroBe entsprechenden Geschwindigkeit zur Anode wandern konnen. Nach Laemmli
(Laemmli, 1970) werden die Probenproteine unter Verwendung eines diskontinuierlichen
Puffersystems (Fling und Gregerson, 1986) zunichst in einem niederprozentigen Sammelgel
an der Pufferlauffront konzentriert, von welchem alle Polypeptide gemeinsam in das
eigentliche Trenngel tibergehen.

Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen (Biometra, Gottingen) und das Giellen der Gele
sind der Beschreibung der Geritehersteller zu entnehmen. Die genaue Zusammensetzung der
Gellosungen ist in Tabelle 2 zusammengefalit. Die Elektrophorese erfolgte in einem
speziellen SDS-Page Laufpuffer (25 mM Tris / HCI pH 7,5, 190 mM Glycin, 0,1 % SDS) 3

mA / cm. Es wurde Protein von etwa 1-2 x 10° Zellen pro Spur aufgetragen.

Trenngel ‘ Sammelgel ‘
Protogel™ (Biozym), (30 % Acrylamid, 75% | 10% | 12,5% 5%
0,8 % Bisacrylamid)
Acrylamid-Losung (ml) 4,5 6 7,5 0.99
1,88 M Tris / HCL, pH 8,8 3,6 3,6 3,6
0,625 M Tris / HCL, pH7,5 1,2
0,5 % SDS (ml) 3,6 3,6 3,6 1,2
H,0 (ml) 6,3 4,8 3.3 2,61
10 % APS () 90 90 90 30
Temed (pul) 15 15 15 6

Tabelle 2 Zusammensetzung der SDS-Gele.

2.4.4 Western Blot-Analyse

Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-Trenngel auf eine

Membran (Millipore Immobilon NC pure, Millipore, Bedford) erfolgte in einer Fast-Blot
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»semidry>-Apparatur (Biometra, Gottingen) mit dem BioRad-Transferpuffer (150 mM Glycin,
25 mM Tris pH 8,3, 10 % Methanol) nach Angabe des Herstellers fiir 30 min bei einer
Stromstirke von 5 mA / cm® Zur Uberpriifung des erfolgten Proteintransfers und zur
Markierung der Molekulargewichtsstandards (low- und high-molecular-weight-Marker,
SIGMA, Deisenhofen, bench mark, Gibco) wurden die Proteine reversibel mit Ponceaurot S-
Losung (Serva) (Sambrook et al. 1989) angefiarbt und anschlieBend durch Waschen mit
TTBS- Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris / HCI pH 7,5, 0,02 M Tween 20) wieder entférbt.
AnschlieBend wurden die geblotteten Proteine immunhistochemisch nachgewiesen. Zur
Vermeidung unspezifischer Bindung von Antikdrpern erfolgte nach dem Proteintransfer die
Absittigung freier Bindungsstellen auf der Nitrocellulose flir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur mit einer 5 %-igen Magermilch-TBS-Losung (150 mM NaCl, 10 mM Tris /
HCI pH 7,5). Danach wurde der Filter kurz mit TBS gewaschen, bevor er iiber Nacht mit dem
primdren Antikorper inkubiert wurde. Danach wurde der Blot 3 x 10 min mit TTBS
gewaschen und anschlieBend mindestens 2 h mit dem 1:1000 (bzw. nach der entsprechenden
Vorschrift) verdiinnten alkalischer Phosphatase (AP)-bzw. Meerrettichperoxidase (HRP)-
gekoppelten Antikorper geschiittelt. Nachdem der Blot erneut 3 x 10 min mit TTBS
gewaschen war, folgte der Nachweis gebundener Antikdrper durch Férbung mit den
chromogenen Substraten der alkalischen Phosphatase [68 ul NBT, 70 ul BCIP in 20 ml AP-
Puffer: 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM Tris (Sambrook et al. 1989)] bzw.
Meerrettich-Peroxidase (50 mM Tris / HCI pH7,5, 1 Spatelspitze 3,3’-Diaminobenzidin, 30 pl
30 % H,0;,, auf 50 ml mit H,Oy,;q). Die Féarbereaktionen wurden jeweils durch Waschen des

Filters mit H,Opjiqest abgestoppt.

2.4.5 Proteinmengenbestimmung

Die quantitative Messung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem BioRad-Protein-Assay
(BioRad, Miinchen) nach Angaben des Herstellers. Als Referenz wurde eine Eichkurve mit

definierten Mengen Rinderserumalbumins (BSA) erstellt.
2.4.6 Gelretardations-Experimente (Bandshift)

2.4.6.1 Herstellung von Proteinextrakten
Proteinextrakte wurden aus der adhdrenten Zellinie Tera 9117 und den Suspensionszellinien

BJAB und P3HRI Klon 16 hergestellt. Die Ernte der Zellen erfolgte gemi3 Kapitel 2.1.4.1
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bzw. Kapitel 2.1.4.2 mit der Abdnderung, dafl adhédrente Zellen nicht mit Trypsin / EDTA,
sondern schonender mit PBS,pe / 10 mM EDTA abgeloBBt wurden. Die Zellen wurden in
PBSohne resuspendiert und erneut bei 1300 rpm fiir 10 min in einer Hettich-Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Nachdem der Waschpuffer vollstindig abgezogen war, wurde das Volumen
der verdichteten Zellen (PCV: packed cell volume) bestimmt und 10 PCV Lysepuffer (10 mM
Tris pH 8, 60 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8§, 0,5 % NP40, 1 mM DTT, 100 mM PMSF)
zugegeben. Nach 2,5 min Inkubation bei 4 °C wurde 2 min bei 4 °C und 1300 rpm in der
Hettich-Tischzentrifuge zentrifugiert und die Zellkerne mit 5 ml Lysepuffer ohne NP 40
gewaschen. Nach Zugabe von 1 PVC Kernpuffer (20 mM HEPES pH 7,9, 0,75 mM
Spermidin, 0,2 mM EDTA, 20 % Glycerin, 0,4 M NaCl, 10 mM DTT, 1 mM PMSF) wurde
30 min bei 4 °C im Uberkopfschiittler zur Elution der Kernproteine geschiittelt. AnschlieBend
wurde bei 13000 rpm in einer Eppendorf-Kiihlzentrifuge 10 min zentrifugiert und der
Uberstand, der die Kernproteine enthielt, in 100 ul Aliquots bei —70 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration des Kernextrakts wurde ein Aliquot 1:10 in
Kernpuffer verdiinnt und die Absorption bei 260 nm und 230 nm in einem Photometer
(UVICON 930, Kontron Instruments) gemessen. Nach der Formel

(187 x OD230)-(81,7 x OD26p) = mg Protein / pul

wurde der Proteingehalt der Préparation berechnet.

2.4.6.2 Herstellung doppelstringiger Oligonukleotide

Fir die Verwendung im Gelretardations-Experiment mufiten die Oligonukleotide
doppelstringig vorliegen. Zur Hybridisierung komplementirer Oligonukleotide wurde deren
Konzentration photometrisch bestimmt und diese dann im Verhéltnis 1:1 gemischt. Nach
Zugabe von 1 / 10 Vol Restriktionsenzym-Puffer M (Boehringer, Mannheim) wurde das
Gemisch 5 min auf 95 °C erhitzt und anschlieBend im abgeschalteten Heizblock langsam auf
RT abgekiihlt. Die erfolgreiche Hybridisierung wurde auf einem nicht denaturierenden 15 %
Polyacrylamidgel (15 ml Protogel 19 : 1, 25 ml 2 x TBE, ad H,0 50 ml; pro 10 ml Gelldsung
10 ul TEMED, 50 pl 10 % APS) tiberpriift.

2.4.6.3 Markierung von Oligonukleotiden

Zur Markierung der Oligonukleotide am 5°-Ende mit **P wurden 10 pmol der hybridisierten
Oligonukleotide mit 2,5 pl Polynukleotidkinase (PNK)-Puffer, 1 pl PNK (Boehringer,
Mannheim) und 5 pl Y>P-ATP (Amersham) in einem Gesamtvolumen von 25 ul 1 h bei 37
°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym 10 min bei 75 °C inaktiviert und der Ansatz mit
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110 pl EtOH (100 %), 26 ul 4 M Ammoniumacetat und 1 pl t-RNA (Boehringer, Mannheim)
tiber Nacht bei —20 °C gefillt. Nach Waschen mit ETOH (75 %) wurden die markierten
Oligonukleotide in 100 ul Wasser aufgenommen (Endkonzentration 100 fmol / pl).

2.4.6.4 Gelretardations-Experimente

Zum Nachweis von Protein-DNA-Wechselwirkungen wurden Gelretardations-Experimente
durchgefiihrt. Dafiir wurden markierte Oligonukleotide mit Kernextrakten inkubiert und auf
einem 5 % Acrylamid-Gel (Tabelle 3) analysiert. Es wurden 5 %ige Gele mit einer Dicke von
1,5 mm und einer Lauflinge von 13 cm verwendet. Als Laufpuffer diente 0,5 x TBE.

Folgende Ansdtze wurden pipettiert:

Zwingend.:
unspezifischer Kompetitor dAdT oder dIdC (Sigma) 3ug
BSA Sug

HB500 (500 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5, 1 mM EDTA, |9 ul
1 mM DTT, 0,2 mM PMSF)

Kernextrakt bzw. gereinigtes / in vitro translatiertes Protein 5 nugbzw. 0,5 ug
Wasser ad 30 ul
Zusdtzlich:
spezifische / unspezifische Kompetitoren bis zu 500-facher
Uberschuf3
Antikorper fiir Supershift 2 ul

Die Ansidtze wurden 30 min bei RT inkubiert, um unspezifisch bindende Proteine mittels
dAdT oder dIdC wegzufangen. AnschlieBend wurden 100 fmol markiertes Oligonukleotid
zugegeben und weitere 15 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden mit 1 / 10 Vol. 10 x
Auftragspuffer (250 mM Tris / HCL pH 7,5; 0,2 % Bromphenolblau; 0,2 % Xylencyanol; 40
% Glycerin) versetzt und auf das Gel geladen. Der Gellauf erfolgte bei 40 mA fiir ca. 2 h. Das
Gel wurde auf Whatman-Papier getrocknet und die Banden mittels Autoradiographie

nachgewiesen.
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Gelkonzentration 5%

Protogel 37,5 : 1 (Biozym) 10 ml
2 x TBE 15 ml

Ammoniumpersulfat (10 %) |500 pl
TEMED 100 ul

Tabelle 3 Zusammensetzung der Bandshiftgele (Vges. = 60 ml)

2.4.7 Immunfluoreszenz

Zum Nachweis der Expression viraler Proteine aus dem lytischen Replikationszyklus von
EBV wurden Immunfluoreszenz-Analysen durchgefiihrt. Daflir wurden Zellen 3 Tage nach
Transfektion mit Lipofectamin™-Reagent geerntet, 2 x mit PBSone) gewaschen und in 50 pl
PBSohne) aufgenommen. Ca. 0,5 x 10° Zellen wurden pro Feld eines Immunfluoreszenz-
Objekttragers aufgetragen, und bei RT getrocknet. Anschliefend wurden die Zellen 20 min
bei RT in Aceton fixiert, getrocknet und dann 30 min bei 37 °C mit einem 1 : 1000 (oder nach
einer entsprechenden Vorschrift) in PBS mit 5% FKS (zu Absittigung unspezifischer
Bindestellen) verdiinnten ersten Antikérper inkubiert. Nachdem 2 x 10 min mit PBS
gewaschen worden war, wurde lh mit dem 1 : 100 in PBS verdiinnten, mit einem
Rhodaminderivat (7exas Red, Dako) gekoppelten zweiten Antikdrper bei Dunkelheit und 37
°C 1 h inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS (3 x 10 min) wurden die Zellen in
Mounting-Medium (EnerGene) eingebettet und in einem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus)

betrachtet.
2.5 Arbeiten mit DNA
2.5.1 Isolierung von DNA

2.5.1.1  Schnelle Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse
Zur Charakterisierung von Plasmid-DNA erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA nach dem
Protokoll der alkalischen Schnellyse (Birnboim und Doly, 1979).

45



Material & Methoden

2.5.1.2 Minipriparation zur Charakterisierung rekombinanter EBV-DNA

Zur Charakterisierung rekombinanter Klone wurden Einzelkolonien mit einem abgeflachten
Zahnstocher auf LBgmie Platten ausgestrichen und iliber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
Bakterien wurden am néichsten Tag von der Platte gekratzt und in 200 pl TE-Puffer
resuspendiert. Bei allen Arbeiten mit rekombinanter Virus-DNA durften aufgrund der Grof3e
(170 kBp) nur gekappte Pipettenspitzen verwendet werden, um ein Zerreilen des Genoms zu
verhindern. Nach Zugabe von 200 pl Puffer 2 (0,2 N NaOH, 1 % SDS) lysierten die Bakterien
wihrend einer Inkubationsdauer von 5 min bei Raumtemperatur. Es folgte die Zugabe von
200 pl Puffer 3 (3 M Kaliumacetat, 10 % Eisessig) und Inkubation von 10 min bei 4 °C zur
Abtrennung genomischer DNA und von Proteinen. Nach Zentrifugieren fiir 10 min bei 20000
x g wurde der klare Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und die DNA mit 1 Vol.
Isopropanol gefallt, 10 min bei 20000 x g sedimentiert, mit 80 % Ethanol gewaschen, erneut
zentrifugiert und sofort in einem Gemisch aus 86 pl H,0, 10 ul BamHI-Puffer, 4 ul BamHI
(beide NEB) und 1 ul RNase A (Boehringer, Mannheim) resuspendiert. Nach Inkubation fiir
vier Stunden bei 37 °C wurde der Verdau gelelektrophoretisch in einem 0,8 % TAE Gel tiber
Nacht bei 1,5 V / cm aufgetrennt und anschliefend das Bandenmuster analysiert und mit wt-

EBV verglichen.

2.5.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA mit Nucleobond-Siulen (Macherey &
Nagel)

Fiir Klonierungen, Sequenzierung sowie Transfektionen in eukaryotische Zellen wurde die

benotigte Plasmid-DNA {iber Nucleobond-Séulen (Anionenaustauscherchromatographie) nach

Angaben des Herstellers gereinigt. Je nach gewiinschter Ausbeute wurden Midi-

(Nucleobond-Tip 100 fiir bis zu 100 mg DNA), Maxi- (Nucleobond-Tip 500 fiir bis zu 500 mg

DNA) oder Mega- (Nucleobond-Tip 2000 fiir bis zu 2000 mg DNA) Sédulen verwendet.

2.5.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA iiber CsCl-Gradienten

Diese Methode zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde zur Gewinnung von hochgereinigter
supercoiled-DNA bei der Herstellung der rekombinanten EB-Viren verwendet.

5 1 Bakterienkultur aus dem Fermenter (Kapitel 2.2.1) wurden in 1 1 Bechern 40 min bei 4500
rpm zentrifugiert, und die Bakterien anschlieBend im Bakterienschiittler bei 37 °C in 50 ml
Losung 1 (50 mM Glucose, 25 mM Tris / HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8) resuspendiert. Es
folgte die Zugabe von 50 ml Losung 2 (0,2 N NaOH, 1 % SDS) und 10-miniitige Inkubation
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auf Eis zur alkalischen Lyse der Bakterien. Nach Zugabe von 74 ml Losung 3 3 M
Kaliumacetat pH 4,8, 10 % Eisessig) und 10-miniitiger Inkubation auf Eis wurden Proteine
und genomische DNA im GS3-Rotor (Kontron Instruments) bei 9000 rpm 10 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die klare Losung wurde in neue GS3-Becher filtriert und die
DNA mit Isopropanol 30 min auf Eis gefillt. Nach erneuter Zentrifugation bei 9000 rpm fiir
10 min bei RT wurde die DNA in einem Endvolumen von 100 ml Tris / EDTA-Puffer (TE
10.1: 10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA) resuspendiert und 110 g CsCl darin geldst. Die DNA-
CsCl-Losung wurde in 4 Polyallomer-Réhrchen (30 ml Volumen), in denen sich 800 ul EtBr
(10 mg / ml) befanden, iiberfiihrt AnschlieBend wurden die R6hrchen mit CsCI-Losung (1,55
g / cm?) bis zum Rand aufgefiillt, verschlossen und 70 h bei 35000 rpm in der Ultrazentrifuge
(Kontron Instruments) in einem Typ 70TI Rotor bei 20 °C zentrifugiert. Unter UV-Licht
sichtbar gemacht, wurde die untere DNA-Bande, die die supercoiled-DNA enthielt, mit einer
Kaniile abgesaugt. Fiir eine groere Reinheit der DNA wurde der UZ-Lauf in einem kleineren
Volumen (11,4 ml Polyallomer-Rohrchen) wiederholt. Die untere Bande wurde wieder
abgezogen. Das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid wurde durch dreimalige Extraktion
mit CsCl-gesittigtem Isopropanol entfernt. Nach Zugabe von 1 Volumen TE-Puffer wurde die
DNA mit 1 Volumen Isopropanol gefillt, bei 6500 rpm 30 min in einem HS4-Rotor
zentrifugiert, mit 80 % Ethanol gewaschen, und in 200 ul TE-Puffer aufgenommen. Die
DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt (Kapitel 2.5.2).

2.5.1.5 Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturmaterial

Fir die Prdparation von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellkulturen wurde der
Qiaamp Blood Kit von Qiagen verwendet. Nach Angaben des Herstellers wurde die
genomische DNA pripariert (Ausbeute ca. 3 ug DNA aus 1 x 107 Zellen), in 100 pl Tris /
HCI1 pH 8,5 aufgenommen und zur Amplifikation bestimmter Bereiche der viralen DNA

mittels PCR (Kapitel 2.5.7) eingesetzt.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiiuren

Die Konzentration der priparierten Nukleinsduren wurde photometrisch bestimmt. Dazu
wurde ein Absorptionsspektrum im Bereich zwischen 220 nm und 300 nm aufgenommen
(Uvikon-Photometer). Nukleinsduren besitzen durchschnittlich ein Absorptionsmaximum bei

258 nm, Proteine bei 280 nm. Die zu messende DNA / RNA wurde 1:50-1:100 mit HyOp;4.
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verdiinnt und in 100 pl Quarzglaskiivetten vermessen. Aus der Extinktion bei 258 nm liel3

sich der Nukleinsdure-Gehalt direkt nach folgender Formel berechnen:

Ajsg x fx Verdiinnung = pg Nukleinséure / ml

Der Faktor f ist abhidngig von der Nukleinsdure-Struktur: fiir doppelstringige DNA betrigt er
47,5, fir RNA 40. Die Reinheit der Prdparation kann iiber das Verhiltnis Ajysg @ Ajgg

bestimmt werden, dessen Wert grofler als 2,0 sein sollte.

2.5.3 Restriktionsenzymverdau von Plasmid-DNA

Zur Charakterisierung der aus Bakterien isolierten Plasmid-DNA sowie fiir préiparative
Zwecke wurde die DNA mit Restriktionsendonukleasen enzymatisch geschnitten. Eine
Einheit [U] bezeichnet dabei die Enzymaktivitat, die bendtigt wird, um 1 pg A-DNA in einer
Stunde bei geeigneter Temperatur und optimalen Puffer- bzw. pH-Bedingungen vollstindig
zu spalten.

100 ng-500 ng gereinigter Plasmid-DNA wurden mit 10 U Restriktionsendonuklease
(Boehringer, Mannheim; New England Biolabs, Schwalbach / Taunus), 1 pl RNase A (10 pg/
ul), und 1/ 10 Volumen Restriktionspuffer in einem 10 pl Ansatz geschnitten.

Fiir praparative Zwecke wurde in einem Standardansatz 5 pg bis 10 ug Plasmid-DNA mit je
50 U Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von 50 pl ebenfalls mit 1 / 10 Volumen
Restriktionspuffer fiir mindestens 2 h inkubiert.

Zur Charakterisierung des rekombinanten EBV (170 kBp) wurden 10 ug DNA mit 4 pl
BamHI (New England Biolabs) in einem 100 pl Ansatz 4 h bei 37 °C verdaut.

254 Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente (0,1 kBp bis 10 kBp) hinsichtlich ihres
Molekulargewichts erfolgte bei konstanter Spannung (50 V bis 150 V) in einer
Flachbettgelapparatur (Fa. Holzel). Je nach erwarteter Grofle der DNA-Fragmente wurde
zwischen 0,8 % und 2,0 % Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris / HCI pH 8,0, 20 mM NaAc,
2 mM EDTA) unter Aufkochen gelost und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration
von 10 ng / ml versetzt. Die DNA-Fragmente wurden mit 1 / 10 Volumen DNA-
Auftragspufter [0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 40 % (w / v) Saccharose]
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versetzt und zur Abschitzung der FragmentgroBe zusammen mit entsprechenden
Molekulargewichtsmarkern (DNA-Standard VII von Boehringer, Mannheim, PCR-Marker
von USB, oder 1 kBp-Leiter von Gibco BRL) aufgetragen. Der Nachweis der DNA erfolgte
mit Hilfe eines UV-Durchlichtschirms (Bachhofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen) bei einer
Wellenldnge von 312 nm, dem Absorptionsmaxium des DNA-interkalierenden

Ethidiumbromids.

2.5.5 DNA-Extraktion und Aufreinigung aus Agarosegelen

Fiir die Extraktion von DNA-Molekiilen mit einer Grofe von 200 Bp bis 10 kBp eignete sich
die QIlAquick Gel Extraction-Methode (QIAGEN, Diiren), bei der die DNA unter
Hochsalzbedingungen an die Silikat-Sdulenmatrix gebunden und anschlieBend bei
Niedrigsalzbedingungen mit 10 mM Tris / HCI pH 8,5, nach Angaben des Herstellers von der

Séaule eluiert wurde.

2.5.6 Southern Blot

2.5.6.1 DNA-Transfer auf die Membran (Southern Blot)

Die auf einem Agarosegel aufgetrennten DNA-Proben wurden mit Hilfe der Saugblot-
Technik auf eine positiv geladene Nylon Hybond N* Membran (Amersham) iibertragen.
Zuniachst wurde das Gel mit den DNA-Proben fotografiert und  der
Molekulargewichtsstandard zur spéteren Identifizierung mit Tusche markiert. Das Gel wurde
dann fiir 30 min in 0,25 M HCI, anschlieend 1 h in Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5
M NaCl, pH 13) bei Raumtemperatur geschwenkt. Zum DNA-Transfer auf die Membran
wurde das Gel mit der Oberseite nach unten auf eine an dem Tisch festgeklebten Plastikfolie
gelegt. Auf das Gel wurde die Nylonmembran gelegt, und darauf drei Lagen in
Denaturierungslosung getriankter Whatmann-Papiere sowie einer dicken Lage saugfdhigen
Papiers. Wihrend des 1 stiindigen Blot —Vorgangs wurde das saugfiahige Papier alle 20 min
gewechselt. AnschlieBend wurde die Membran 30 min in Wasser mit wenig 20 x SSC

gewaschen.

2.5.6.2 Markierung der Sonde
50 ng einer DNA-Sonde wurden mit dem Random Priming Kit (Boehringer, Mannheim) nach
Angabe des Herstellers radioaktiv markiert. AnschlieBend wurde die markierte Sonde iiber

eine Sephadex-G50-Saule (Pharmacia Biotec) von nicht eingebauten Nukleotiden getrennt.
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Dazu wurde die Sdule zunichst mit 3 ml TE-Puffer dquilibriert und dann die markierte Sonde
auf die Sédule gegeben. Zur Elution wurden 2 x 400 pl TE-Puffer auf die Saule gegeben,
wobei die ersten 400 pl als Durchlauf verworfen wurden und sich die gereinigte Sonde in den

zweiten 400 pl TE-Puffer befand.

2.5.6.3 Hybridisierung des Southern Blots

Zur Hybridisierung der geblotteten DNA mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde wurde
die Membran zunichst in 5 ml 65 °C warmen Church-Puffer [89 g Na,HPO4, 4 ml Ortho-
Phosphorséure (85 %), 2 ml EDTA (0,5 M), 700 ml SDS (10 %), ad 11 H»0, pH 7,2] fiir drei
Stunden im Rollerschrank prahybridisiert. AnschlieBend wurden 400 pl markierte
einzelstringige Sonde zum Prihybridisierungspuffer gegeben und iiber Nacht bei 65 °C
hybridisiert. Zum Nachweis der hybridisierten Sonden auf dem Blot wurde die Membran
zundchst 5 min bei 65 °C und anschlieend 2 mal 30 min bei 60 °C mit Waschpuffer (1 %
SDS, 0,1 x SSC) gewaschen, in Folie gewickelt und die Radioaktivitdt durch Auflegen eines
Rontgenfilms (X-OMAT®, Kodak) fiir wenigstens 2 h nachgewiesen. Filme wurden im

automatischen Filmentwickler von Kodak entwickelt.

2.5.7 Amplifikation von DNA mittels PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Zur Amplifikation bestimmter Bereiche viraler DNA wurde das Expand High Fidelity PCR
System der Firma Boehringer verwendet. Es enthélt ein Gemisch aus Tag-und PWO-
Polymerase, das hohere Ausbeuten und durch einen Korrekturmechanismus (proof reading)
der PWO-Polymerase eine hohere Genauigkeit als Tag-Polymerase alleine erzielt. Sie
generiert PCR-Produkte mit {iberhdngenden 3’ Adeninresten, was eine effektive Klonierung in
den pCR II™ TOPO-Vektor der Firma Invitrogen ermdglicht. Folgender Standardansatz

wurde zur Amplifikation verwendet:
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2 ug genomische DNA
10 pl 10 x PCR-Puffer

100 pmol 3’-Primer

100 pmol 5’-Primer
10 ul 2 mM je Nukleotid ANTP-Mix

1l Expand High Fidelity Polymerase
ad 100 ul  |HO

Die PCR wurde in einem Thermocycler Gene Amp PCR System 9600 der Firma Perkin Elmer
nach folgendem Protokoll durchgefiihrt. Die Primer wurden so gewihlt, dal3 in der Regel die
Hybridisierungstemperatur zwischen 55 °C und 65 °C lag.

2 min 95°C Aufschmelzen des Doppelstranges
35 Zyklen :
30 sec 95 °C Aufschmelzen des Doppelstranges
45 sec 55 °C-65 °C Anhybridisieren der primer
1 min 45 sec 72 °C Auffiillen zum Doppelstrang
10 min 72 °C Vervollstdndigen der Auffiillreaktion
oo 4°C

Die PCR-Produkte wurden auf einem 2 % igen Agarosegel aufgetrennt (Kapitel 2.5.4), mittels
Q14Quick Gel Extaktion Kit aufgereinigt (Kapitel 2.5.5), in den Vektor pCR II™ Topo TA

kloniert und anschlieBend mit geeigneten Primern sequenziert.

2.5.8 Zielgerichtete in vitro Mutagenese mittels PCR (QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, Heidelberg)

Diese Methode eignet sich zum Einfiigen oder Entfernen von Punktmutationen in definierte

Bereiche doppelstrangiger Plasmid-DNA. Mit Hilfe zweier komplementérer, 30 Bp bis 45 Bp

langer Oligonukleotid-Primer mit GC-reichen Enden, die in ihrer Sequenz den gewiinschten

Austausch enthielten, wurde in einer PCR-Reaktion methylierte Plasmid-DNA aus DH5a als

Matrize verwendet und durch die Pfu-DNA-Polymerase (3’-5’Exonuklease-Aktivitét)

amplifiziert. Die Entfernung der methylierten, nicht mutierten Ausgangs-DNA wurde durch
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die Zugabe von 10 U des Restriktionsenzyms Dpnl gewéhrleistet. Dpnl erkennt spezifisch die
Sequenz 5°-G™ATC-3” und spaltet sie endonukleolytisch. Die mutierte zirkuldre, nicht-
methylierte und noch unverkniipfte dsDNA wurde nach der Transformation von E. coli durch
die bakterielle DNA-Ligase kovalent geschlossen.

Laut Herstellerangaben wird die PCR-vermittelte, ortsgerichtete Mutagenese ausgehend von
25 bis 50 ng Ziel-DNA in einem 50 pl Ansatz (2,5 U Pfu-DNA-Polymerase, 0,25 mM dNTP-
Mix, 125 ng sense-Primer, 125 ng antisense-Primer, 1 x Reaktionspuffer) unter den

angegebenen Standard-Bedingungen durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Dauer

Initiation 94 °C 3 min
3-Stufen-PCR: 16 Zyklen
Denaturierung 94 °C 1 min
Hybridisierung 55°C 45 Sek.
Verldngerung 68 °C 2 min / kB
Endverldngerung |68 °C 10 min
oo 4°C

Quick change fiir Austausch liingerer DNA-Sequenzen

Um den unmutierten Promotor von BZLF-1 in dem Plasmid pCR-II-BZLF-1 gegen mutierte
Bereiche auszutauschen, wurde eine abgewandelte Form des quick change-Protokolls
durchgefiihrt. Nach Angaben des Herstellers ist die quick change-Methode (Kapitel 2.5.8)
geeignet, Punktmutationen in definierte Bereiche doppelstringiger Plasmid-DNA
einzufiihren. In diesem Fall sollte jedoch ein Bereich von 266 Bp, der den distalen Promotor
enthielt, ausgetauscht werden. Von mutierten Promotoren auf den Plasmiden pLucZpy* und
pLucZpO* (Vierfach Mutante) wurden zunéchst mittels PCR (Kapitel 2.5.7.) mit den Primern
PCR-BZLF-1* forward und PCR-BZLF-1* reverse doppelstringige DNA-Produkte, die den
Bereich, der eingesetzt werden sollte, umfaflten, hergestellt. Danach wurden diese PCR-
Produkte durch Aufschmelzen bei 95 °C fiir 5 min einzelstringig gemacht und die
Einzelstrange als Primer in die quick change-Reaktion eingesetzt. Aufgrund der Linge der
Primer (256 Bp) wurde die PCR zur besseren Hybridisierung wie nachfolgend beschrieben
durchgefiihrt:
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Schritt Temperatur Dauer ‘
Initiation 95 °C 3 min
3-Stufen-PCR: 16 Zyklen

Denaturierung 95 °C 30 sec.

78 °C 30 Sek.
Hybridisierung durch 10 min
Verzogerung auf 68 °C
Verldangerung 68 °C 2 min / kB
Endverlédngerung 68 °C 20 min

4°C oo

Die Produkte der Mutagenese wurden auf einem priparativen Agarosegel (Kapitel 2.5.4.)
gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend mit dem QiAquick Kit (Kapitel 2.5.6)
gereinigt. Es entstanden zwei Produkte die den Namen pCR II BZLF-1 y* und pCR II BZLF-
1 O* (Anhang) erhielten.

259 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzanalyse von Plasmid-DNA erfolgte durch automatisierte, nicht-radioaktive
Fluoreszenzsequenzierung, die auf der Basis der Dideoxynukleotid-vermittelten
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) beruht.

Je Ansatz wurden in einem Endvolumen von 12 ul 500 ng DNA mit 6 pmol des
entsprechenden Oligonukleotidprimer versetzt. Die Sequenzierreaktion erfolgte unter
Zuhilfenahme des PRISM® Ready Reaction DyeDeoxy® Terminator Cycle Sequencing Kits

(Applied Biosystems, Weiterstadt). Die entstandenen markierten DNA-Fragmente wurden
tiber ein denaturierendes 7 %iges Harnstoff-Polyacrylamidgel im 377A-DNA-

Sequenzierapparat (Applied Biosystems, Weiterstadt) aufgetrennt und mit Hilfe des Squd®-

Programms (Version 1.03, Applied Biosystems) auf einem Apple-Macintosh—Computer

ausgewertet.
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2.5.10 Klonierungen

2.5.10.1 Klonierung von PCR Fragmenten

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurde der Vektor pCR-II-TOPO (Invitrogen)
verwendet. Dieses Klonierungssystem beruht auf der Fihigkeit der Tag-Polymerase, wahrend
der PCR einen Adeninrest an das 3°-Ende der PCR-Produkte zu hidngen. Der
Klonierungsvektor verfiligt iiber komplementére {iberhdngende 3°- Thymidin-Reste. Wéhrend
der Ligationsreaktion verkniipft die mit dem Vektor assoziierte Topoisomerase diesen mit der
Insert-DNA. Die Ligation wurde 5 min bei RT durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das
Klonierungsprodukt nach Angaben des Herstellers in den mitgelieferten, bereits kompetenten
Bakterienstamm Top10 transformiert. Positive Klone wurden durch Restriktionsenzymverdau

und anschlieBend durch Sequenzieren charakterisiert.

2.5.10.2 Sticky-end-Klonierung

Bei der Ligation von iiberhdngenden, komplementiren Enden wurde ein Vektor-Insert-
Verhiltnis von 1:4 verwendet. Dabei wurden vom Vektor ca. 100 ng eingesetzt. Die Menge
wurde durch Gelelektrophorese abgeschitzt. Die Ligation wurde in einem Volumen von 10 pl
durchgefiihrt. Es wurden je 1 ul T4-DNA-Ligase (400 U / ul) und 1 pl 10 x Ligasepuffer
(New England Biolabs) verwendet. Die Ligation fand innerhalb einer Stunde bei RT statt.

2.5.10.3 Blunt-end Klonierung

Die meisten der verwendeten Restriktionsenzyme erzeugen 3' oder 5'-iiberhingende Enden.
War beabsichtigt, nichtkompatible einzelstrangige Enden miteinander zu verkniipfen, wurden
diese mit der sogenannten Klenow-Reaktion zu Doppelstrangen aufgefiillt bzw. abgedaut und
ohne 3’- oder 5’-Uberhinge direkt verkniipft (blunt-end). Klenow-Enzym (Boehringer) ist die
grofle Untereinheit der bakteriellen DNA-Polymerase I, der die 5'—>3' Exonukleaseaktivitit
des nativen Enzyms fehlt. Da das Enzym in allen Restriktions-Puffern von Boehringer
arbeitet, konnte es direkt in den Restriktionsansatz gegeben werden. Zu 10 pul DNA-Ansatz
wurden 1 pl dNTPs (Endkonzentration 2 mM je Nukleotid) sowie 1 U Klenow-Enzym (2
U/ul) gegeben. Nun wurde 1 h bei 20 °C inkubiert und anschlieBend das Enzym durch
Erhitzen auf 65 °C fiir 20 min inaktiviert.

Fiir die Ligation von blunt-end Fragmenten wurden Vektor (ca. 100 ng) und Insert in

dquimolaren Mengen eingesetzt. Die Ligationsreaktion fand iiber Nacht bei 14 °C mit Hilfe

54



Material & Methoden

der T4-DNA-Ligase statt. AnschlieBend wurde die Orientierung des Inserts durch

Restriktionsenzymverdau bestimmt.

2.6 Arbeiten mit RNA

2.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA mit RNAzol B

Pro 1 x 107 Zellen aus Zellkultur wurde 1 ml RNAzol B (WAK-Chemie) zugegeben, und diese
durch Auf-und Abpipettieren darin aufgelost. Es wurde 1 Volumen Chloroform zugegeben
und nach gutem Durchmischen 5 min auf Eis inkubiert. Nach 30 miniitiger Zentrifugation mit
15000 rpm bei 4 °C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge wurde der klare wissrige Uberstand
in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt und die RNA mit einem Volumen Isopropanol fiir 2 h
bei —70 °C gefillt. Die RNA wurde durch Zentrifugation mit 15000 rpm bei 4 °C
sedimentiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, und in 50 pul DEPC-Wasser aufgenommen. Zur
Stabilisierung der RNA wurde 1 pul RNAsin (40 U/ pl) und 1 pl 5 mM DTT (beide Promega)
zugesetzt. Zur lingeren Aufbewahrung wurde die RNA 1:1 mit 100 % Ethanol versetzt und

bei —70 °C eingefroren.

2.6.2 Denaturierende Gelelektrophorese

Die Auftrennung von RNA nach deren Molekulargewicht erfolgte in einem denaturierenden
Formaldehyd —Agarosegel (Sambrook et al., 1989). Fiir ein 1% Formaldehyd-Agarosegel
wurden 1,6 g Ultrapure Agarose (Gibco BRL) mit 32 ml 5 x Mops (0,1 M Mops / NaOH pH
7,0, 5 mM EDTA, pH 8,0, 40 mM Natriumacetat ) und 99 ml DEPC-behandeltem Wasser
gemischt und in einem Mikrowellengerdt aufgekocht. Wahrend diese Losung im Wasserbad
auf 56 °C abkiihlte, wurde die Gelapparatur sowie der Kamm mit 70 % EtOH (RNase-frei)
gespiilt, um das Zersetzen der RNA durch RNasen zu verhindern. Zur ca. auf 56 °C
temperierten Gellosung wurden 28 ml Formaldehyd gegeben und das Gel ziigig gegossen. Zur
Probenvorbereitung wurde die aufzutrennende RNA mit zwei Volumen RNA- Probenpuffer
(10 ml Formamid, 3,5 ml 37 % Formaldehyd, 2 ml 5 x MOPS ) versetzt, 5 min bei 65 °C
denaturiert, und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 1 / 10 Volumen Gel-
Auftragspufter (50 % Glycerin, | mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol)
und 0,5 pl Ethidiumbromid ( 10 mg / ml) erfolgte die Auftrennung unter einem Digestorium

mit 1 x MOPS als Laufpuffer bei 10 V / cm in ca. 3 h in einer Horizontal-Gelelektrophorese-
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Apparatur (Holzel) mit einer Laufstrecke von 16 cm. Als Grofenstandard dienten definierte

RNA-Fragmente der Firma Sigma® (0,2 kBp-10 kBp).
2.6.3 Northern Blot-Analyse

2.6.3.1 Northern Blot

Unter oben genannten Bedingungen liegt die RNA im Gel bereits im denaturierten Zustand
vor. Daher war nach dem Gellauf lediglich ein Waschen in DEPC-behandeltem Wasser fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur nétig, um Formaldehyd und Ethidiumbromid zu entfernen.
Anschliefend wurde das Gel 30 min in Transferpuffer (20 x SSC, 876,5 g NaCl, 441 g
Natriumcitrat, ad 5 1 mit H,Opgpc) dquilibriert. Dann wurde das Gel mit der Oberseite nach
unten auf eine mit drei Lagen Whatman-Papier (Schleicher & Schiill) bestiickte, erhohte
Plattform, die sich in einem Vorratsbehélter fiir 20 x SSC-Transferpuffer befand, gelegt.
Durch Kapillarwirkung wurde die RNA im Fliissigkeitsstrom mit Hilfe von Whatman-Papier
und einer dicken Lage saugfahigem Papier iiber Nacht in die aufgelegte Nylonmembran
(Biodyne plus, Pall) iibertragen. Am folgenden Tag wurde die RNA durch UV-Bestrahlung
mit einer Energie von 120 mJ (Stratalinker, Stratagene) mit der Membran quervernetzt und
dann zur Kontrolle eine Methylenblaufarbung durchgefiihrt. Dazu wurde die Membran 45 sec
in 0,03 % Methylenblau in 0,3 M Natriumacetat, pH 5,2 geschwenkt. Anschlieend wurde

durch zweiminiitiges Waschen in Wasser wieder entférbt.

2.6.3.2 Markierung der Sonde fiir Northern Blot

Die Markierung der Hybridisierungs-Sonde erfolgte nach Angaben aus Current Protocols fiir
die 5° Markierung von Oligonukleotiden mit y S2p-ATP (Kapitel 2.6.3.2.). Zur Abtrennung
von nicht eingebauten Nukleotiden wurden CENTRI e SPINm —10 COLUMNS (Princeton

Separations) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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2.6.3.3 Hybridisierung des Northern Blots

Zur Hybridisierung des Northern Blots mit der **P-markierten Sonde wurde die Membran
zunéchst tiber Nacht in 5 ml SSPE-Hybridisierungspuffer [12,5 ml 100 x SSPE (3,6 M NacCl,
0,2 M Na,HPO,4 pH 7, 7,2 mM EDTA) 25 ml Formamid, 2,5 ml 100 x Denhards-Lsg. (10 g
Ficoll, 10 g Polyvinylpyrolidon, 10 g BSA, ad H,0 500 ml), 2,5 ml 10 % SDS, ad H,O 50 ml;
pro 10 ml 4 mg t-RNA] zur Absittigung freier Bindestellen bei RT inkubiert. Die markierte
Sonde (Kapitel 2.6.3.2) wurde 5 min bei 95 °C in 500 ul Hybridisierungspuffer denaturiert,
zur Prahybridisierungslosung gegeben und erneut iiber Nacht bei RT inkubiert. Am folgenden
Tag wurde die Membran 2 x 5 min in RNA Waschpuffer I (2 x SSC, 0,1 % SDS) und 2 x 15
min in RNA-Waschpufter II (0,1 x SSC, 0,1 % SDS) bei RT gewaschen. SchlieBlich wurde
die Membran in Folie eingeschweilit und fiir 48 h mit einem X-OMAT Rontgenfilm (Kodak)

zum Nachweis der gebundenen Sonde exponiert.

2.6.4 Primer Extention-Experiment

Beim Primer Extention-Experiment handelt es sich um ein analytisches Verfahren zur
Bestimmung des 5° Endes einer RNA. Man verwendet ein kurzes 5’-endmarkiertes
Oligonukleotid, das zu einem Bereich 3’ zum 5°- Ende der zu charakterisierenden RNA
komplementir ist. Dieses Oligonukleotid wird mit der RNA hybridisiert. Ausgehend von dem
doppelstrangigen DNA-RNA Hybridbereich wird das anhybridisierte Oligonukleotid
enzymatisch mit reverser Transkriptase in Gegenwart nicht markierter Desoxyribonukleotide
bis zum 5’-Ende des Transkripts verlangert. Die Lénge des Oligonukleotidprimers wird durch
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen bestimmt. Das Primer Extention-
Experiment wurde leicht abgewandelt nach dem Protokoll von Current Protocols (Unit 4.8)
durchgefiihrt. Es wurde nach Kapitel 2.6.1 isolierte Gesamt-RNA aus transfizierten H1299
Zellen (mit pCR II-BZLF-1 Konstrukten und pCMVZ) verwendet.

2.6.4.1 Hybridisierung des radioaktiv markierten Oligonukleotids mit RNA

50 pg Gesamt-RNA wurden mit 1,5 pul 10 x Hybridisierungspuffer (1,5 M KCl, 0,1 M Tris /
HCl pH 8,3, 10 mM EDTA) und 3,5 pl markiertem Oligonukleotid (ca. 500 fmol) in einem 15
ul Ansatz 90 min bei 55 °C zur Hybridisierung inkubiert und anschlieend langsam auf RT
abgekiihlt.
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2.6.4.2 Primer Extention-Reaktion
Pro Hybridisierungsansatz wurden jeweils 30,33 pul Reaktionsmix folgender

Zusammensetzung pipettiert:

0,9 ul 1 M Tris / HCl pH 8,3
0,9 ul 0,5 M MgCl,
0,25 ul 1 M DTT

6,75 ul 1 mg / ml Actinomycin D (Boehringer, Mannheim)
1,33 ul 5 mM 4 dNTP Mix

19,7 ul H>OpEpc

0,5 ul MULV-Polymerase (50 U/ul) (Boehringer, Mannheim)

Davon wurden 30 pl zu jedem 15 pl Hybridisierungsansatz gegeben. Die Primer Extention-
Reaktion fand eine Stunde bei 42 °C statt. Im anschlieBenden RNase-Verdau durch Zugabe
von 105 pl RNase reaction mix (100 ng Fischsperma DNA, 20 pg / ml RNase A in H,0)
wurde die Gesamt-RNA degradiert, so dafl das markierte Einzelstrang-DNA-Produkt zuriick
blieb. Das Reaktionsprodukt wurde mit 150 pl Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol
ausgeschiittelt und mit 100 % Ethanol gefallt.

2.6.4.3 Analyse des Reaktionsprodukts

Das Reaktionsprodukt wurde in 5 ul Stop- / Auftragspuffer (0,05 % Bromphenolblau, 0,05 %
Xylencyanol, 20 mM EDTA in Formamid) aufgenommen, 5 min bei 65 °C denaturiert und
auf ein 9 %iges Acrylamid / 7 M Harnstoff Gel in einer Multi long Apparatur (Biometra)
aufgetragen (Tabelle 4).

Gelkonzentration 9%

Protogel 19 : 1 (Biozym) 13,5 ml
10 x TBE 6 ml
Harnstoff 25,2,g
Ammoniumpersulfat (10%) |200 ul
TEMED 60 pl

Tabelle 4 Zusammensetzung des Acrylamid / Harnstoff Gels.
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Nach der Elektrophorese bei konstant 40 mA wurde das Gel auf Whatman-Papier getrocknet

und autoradiographisch analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Transfektionsstudien zur Funktion und Bedeutung der HI-Motive

Experimenteller Ansatg

In dieser Arbeit sollte die Wirkung der HI-Motive im Bezug auf die Basalaktivitit des BZLF-
1-Promotors und auf dessen Transaktivierbarkeit durch Zta untersucht werden. Friihere
Experimente unserer Arbeitsgruppe (Schwarzmann et al., 1994) deuteten auf eine silencer-
Wirkung dieser Promotorelemente im Kontext des distalen BZLF-1-Promotoranteils hin.
Daher wurden weitere Promotorkonstrukte in Transfektionsexperimenten (Kapitel 2.3.1)
getestet. Hierbei handelte es sich einerseits um Minimalpromotorkonstrukte abgeleitet vom c-
fos-Promotor. Bei diesen Konstrukten lagen die HI-Motive isoliert von ihrer natiirlichen
Umgebung vor. Somit konnte die Wirkung der HI-Motive unabhédngig von benachbarten
Promotorelementen untersucht werden. Andererseits wurden Reporterkonstrukte mit dem
Originalpromotor von BZLF-1 ausgetestet, um Wechselwirkungen mit anderen
Promotorelementen zu untersuchen. Die Testpromotoren wurden alleine oder in Kombination
mit einem Expressionsplasmid fiir Zta in drei verschiedene Zellinien transient eingebracht.
Zum einen handelte es sich um die EBV-negative Burkitt's Lymphom-Zellinie DG 75. In
lymphoiden Zellen persistiert EBV in der Regel latent. Zum anderen wurden die epitheliale
Teratokarzinom-Zellinie Tera 9117 und die epitheliale Lungenkarzinom-Zellinie H1299
verwendet. Beide Zellinien sind EBV-negativ. Epithelzellen sind ein Ort der lytischen
Vermehrung von EBV. Um die eingebrachten DNA-Mengen konstant zu halten, wurde das
Plasmid ohne Promotor ,,pGL2-basic* (Promega) kotransfiziert. Um die Ergebnisse
verschiedener Transfektionsexperimente mit moglicherweise ungleichméfigen
Transfektionseffizienzen vergleichen zu kdnnen, wurden als interner Standard eine Reihe
konstitutiv aktiver Reporterplasmide mit unterschiedlichen Reporterproteinen, sowie
unterschiedlichen Promotoren co-transfiziert und getestet. Da der Transaktivator Zta jedoch
auf alle verwendeten Promotoren der Kontrollplasmide wie z.B. den Thymidin-Kinase-
Promotor (pRL-TK), den CMV-Promotor (pCMV-SEAP) oder den SV-40-Promotor (pSV-B3-
Gal) aktivierend wirkte, konnte keine interne Standardisierung vorgenommen werden. Aus

diesem Grund wurden je Transfektionsexperiment mindestens zwei Parallelansidtze gemessen
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und die Experimente mindestens zweimal wiederholt. Somit konnte eine statistische

Auswertung vorgenommen werden.

3.1.1 Untersuchungen mit kiinstlichen Minimalpromotoren zeigten positiv-

und negativ-regulatorische Eigenschaften der HI-Motive.

Verwendete Minimalpromotorkonstrukte

Fiir die Untersuchungen an isolierten HI-Motiven wurden zwei bereits vorhandene SEAP-
Konstrukte verwendet (sieche Diplomarbeit Heide Sommer, Universitit Regensburg, 1995).
Diese Konstrukte enthielten den minimalen c-fos-Promotor mit der TATA-Box aus dem
Plasmid pC3GS5 [Position 283 (Hind 111) bis Position 44 (Xho 1)], in den die ZIIIB Bindestelle
fiir die Autoregulation durch das Zta-Protein vor dem SEAP-Gen (secreted placental alkaline
phosphatase) einkloniert wurde. Das Plasmid pC3GS5 wurde freundlicherweise von Herrn Dr.
Thomas Dobner (Universitit Regensburg) zur Verfiigung gestellt. Das Konstrukt mit HI-
Motiven enthielt im Gegensatz zum Konstrukt ohne HI-Motive zusitzlich 5 HI-Motive in

Folge (sieche Abb. 6).

TATA-Box
NS | eres e >

-394 -306 -300 -166 -131 -102 -98 -60 +1

Abb. 6 Schematische Darstellung des Minimalpromotors.
5xHI = 5 HI-Motive in Reihe; c-fos = minimaler c-fos Promotor aus pC3GS5 ;
ZIIIB = Bindestelle fiir das Zta-Protein;, TATA = TATA-Box aus c-fos Promotor,
SEAP = [osliche alkalische Phosphatase als Reportergen;

Ergebnisse der Experimente mit Minimalpromotorkonstrukten

Frithere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe mit dem distalen Promotoranteil des BZLF-1-
Promotors, der 4 HI-Motive einschlie8t (Position —221 bis —551) vor dem SV40 Enhancer /
Promotor (Schwarzmann et al., 1994) deuteten darauf hin, da3 es sich bei den HI-Motiven um
silencer-Elemente handelt. Dieses Ergebnis konnte bei der Untersuchung der isolierten HI-
Konsensussequenz  5’-ACAGATGA-3> im Minimalpromotor im Rahmen meiner
Diplomarbeit bestétigt werden (Diplomarbeit Heide Sommer, Universitit Regensburg, 1995).

Der negativ-regulatorische Effekt auf die Basalaktivitit des c-fos Promotors war nur dann zu
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beobachten, wenn der Promotor ohne HI-Motive eine Mindestaktivitit aufwies. Da der
BZLF-1-Promotor in latent infizierten Zellen eine nur sehr geringe Aktivitit aufwies, jedoch
neben einer Reihe von zelluldren Faktoren auch durch das Genprodukt von BZLF-1 selbst
autokrin hochreguliert werden konnte (Flemington und Speck, 1990b), untersuchten wir den
EinfluB der HI-Motive auf die autokrine Transaktivierung des BZLF-1-Promotors durch Zta.
Zu diesem Zweck wurden Promotorkonstrukte mit (pSEAP/T/Z/G/5HI) und ohne HI-Motive
(pSEAP/T/Z/G) zusammen mit einem Expressionsplasmid fiir Zta (pCMVZ’) in die oben
beschriebenen Zellinien DG 75, Tera 9117 und H1299 transfiziert und nach 48 Stunden die
Ansitze auf die Expression des Reporterproteins (16sliche alkalische Phosphatase) hin
ausgewertet.

Die Ergebnisse sind in Abb. 7 dargestellt. Die Basalaktivititen der Plasmide mit und ohne HI-
Motive waren vergleichbar gering (Spur 3, 5, 9, 11, 15 und 17). Desweiteren wurden die
Minimalpromotorkonstrukte mit und ohne HI-Motive zusammen mit dem Expressionsplasmid
fiir Zta transfiziert (Spuren 4, 6, 10, 12, 16 und 18). Es zeigte sich, da} bei den Promotoren
ohne HI-Motive keine signifikante Aktivierung durch Zta meBbar war (Spur 4, 10, 16).
Enthielten die Promotoren dagegen fiinf HI-Motive in Reihe, war in allen drei Zellinien
koaktivierende Wirkung der HI-Motive auf den durch Zta transaktivierten Promotor zu
beobachten (Spur 6, 12, 18). Sehr deutlich zeigte sich dieser Effekt in der BL-Zellinie DG 75
(Abb. 7 links) sowie in der Lungenkarzinom-Zellinie H1299 (Abb. 7 rechts) bezogen auf die
Basalaktivitit der Promotoren. Die Aktivierbarkeit des Promotors stieg um den Faktor
achteinhalb bzw. acht gegeniiber dem HI-negativen Promotoren an. In der Epithelzellinie Tera
9117 (Abb. 7 mitte) war dieser Effekt nicht so deutlich, aber auch hier konnte im Durchschnitt

eine vierfach bessere Aktivierbarkeit des Promotors gemessen werden.
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Abb. 7 In einem kiinstlichen Minimalpromotor unterstiitzen die HI-Motive die

Transaktivierung durch Zta.

Reporterplasmide mit einem kiinstlichen, von c-fos abgeleiteten Minimalpromotor
mit (Spuren 5, 6, 11, 12, 17 und 18) und ohne (Spuren 3, 4, 9, 10, 15 und 16) HI-
Motive wurden in die drei EBV-negativen Zellinien DG 75, Tera 9117 und HI1299
transfiziert. Eine Hdlfte der Ansdtze wurde mit einem Expressionsplasmid fiir Zta
kotransfiziert (Spuren 4 und 6, 10 und 12, 16 und 18). Nach drei Tagen wurde die
Aktivitit der Promotoren anhand der Expression des SEAP-Reporterproteins
gemessen.

Die Transfektionsexperimente mit den Minimalpromotoren machten deutlich, da3 die HI-
Motive neben den frither beobachteten negativ-regulatorischen Eigenschaften auch positiv-
regulatorisch wirken konnen, indem sie die Transaktivierung des Promotors durch Zta
verstirken. Uber die reprimierenden Eigenschaften konnte in den hier beschriebenen
Experimenten aufgrund der niedrigen Basalaktivitdten, die sich nur unwesentlich tiber denen
der Negativkontrolle befanden, keine Aussage getroffen werden. Die HI-Motive sind im
Originalpromotor von einer Reihe anderer regulatorischer Motive, mit denen sie eventuell
wechselwirken konnen, umgeben. Daher stellte sich die Frage, ob der beobachtete

koaktivierende Effekt auch in der natiirlichen Umgebung der HI-Motive im BZLF-1-
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Promotor zu beobachten sein wiirde, oder ob Wechselwirkungen mit anderen benachbarten

Motiven im Promotor diesen koaktivierenden Effekt kompensieren wiirden.

3.1.2 Im Kontext des Originalpromotors reprimieren die HI-Motive die

Basalaktivitit und die Transaktivierung durch Zta

Subklonierung des distalen Bereichs des BZLF-1-Promotors zur Herstellung von
Mehrfachmutanten in den HI-Motiven

Um die Funktion der HI-Motive im Kontext des Originalpromotors in Transfektions-
Experimenten untersuchen zu koénnen, mufBiten Konstrukte hergestellt werden, die den
gesamten BZLF-1-Promotor (Position —551 bis Position +1) vor einem Reportergen
enthielten. Zu diesem Zweck wurde der distale Promotorbereich aus den vorhandenen
Plasmiden pSSVHbs J*, L* und O* in den Vektor pLuc Zp* subkloniert (siche Abb. 8,
Tabelle 5). Die pSSVHbs-Plasmide enthielten den distalen Promotor von BZLF-1 (Position —
551 bis —221) mit verschiedenen Kombinationen an Mutationen in den verschiedenen HI-
Motiven (Tabelle 5) vor dem SV40-immediate-early-Enhancer-Promotor.  Der
Expressionsvektor pLucZp* ist eine Variante des komerziell erhéltlichen Vektors pGL2 basic
(Promega). Der DNA-Bereich, der den Originalpromotor von BZLF-1 (Position +1 bis —551)
einschlieit, wurde mittels PCR mit Hilfe der Primer ON Bgl/ll und ON Kpnl aus dem Genom
des EBV-Stamms B95-8 isoliert und vor das Luciferase-Gen kloniert. Desweiteren wurde an
Position —245 eine Nhel Schnittstelle eingefiihrt. Das Plasmid pLuc Zp* wurde mit den
Restriktionsenzymen Nhel und Kpnl verdaut und somit der distale nicht mutierte
Promotorbereich (siche Abb. 8) von Position —245 bis Position —551 herausgeschnitten.
Mittels PCR wurden die entsprechenden unterschiedlich mutierten Promotorbereiche mit
Hilfe der PCR-Primer ON Nhel und ON Kpnl aus den pSSVHbs-Vektoren nach dem
Standard-PCR-Protokoll (Kapitel 2.5.7) isoliert und die PCR-Produkte mit den
Restriktionsendonukleasen Kpn/ und Nhel an deren Enden nachgeschnitten. AnschlieBend
wurden die verschiedenen mutierten Promotorbereiche in den préparierten Vektor pLucZp*
einkloniert (Abb. 8, Tabelle 5).

In dem Ausgangsplasmid pSSVHbsO* (Vierfach Mutante) war die HId-Mutation nicht
vorhanden und wurde nachtriglich liber quick-change (Kapitel 2.5.8) eingefiihrt. Dabei wurde
ein Motiv generiert, das nicht 100 %ig mit den anderen Mutanten (Einfach-, Zweifach, und

Dreifachmutanten) iibereinstimmte.
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Folgende Promotorkonstrukte wurden hergestellt:

pLuc ZpJ* (o*y*)

enthidlt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen in den

HI-Motiven o und y aus pSSVHbs J*

pLuc ZpL* (a*B*y*)

enthalt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen in den

HI-Motiven o, B und y aus pSSVHbs L*

pLuc Zp O* (o*B*y*d*)

enthélt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen in den

HI-Motiven o, J3; yund 6 aus pSSVHbs O*

Promotorkonstrukte vorhanden aus Vorarbeiten:

pluc Zp a* enthélt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen im HI-
Motiv o aus pSSVHbsD*

pluc Zp p* enthilt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen im HI-
Motiv 3 aus pSSVHbsC*

pluc Zp v* enthdlt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen im HI-
Motiv y aus pSSVHbsA*

pluc Zp o6* enthélt den Promotor von BZLF-1 mit Mutationen im HI-

Motiv & aus pSSVHbsE*

Tabelle 5 Promotorkonstrukte fiir Transfektionsexperimente

Bei den pSSVHbs-Konstrukten handelt es sich um die am Institut vorhandenen Promotor-
Donatoren, die zur Herstellung der pLucZp-Konstrukte verwendet wurden.

Alle Konstrukte wurden durch Restriktionsanalysen und Sequenzierungen iiberpriift.
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HI-Motiv Originalsequenz Mutierte Sequenz Eingefiihrte /
zerstorte Schnittstelle
Hl o ACAGATGA CAAGCTTA Hind 111
HI B ACATATGG CATATGAC Netet
HIy CCATCTGT AAGCTTGC Hind 111
Bei Einzel/ Doppel/ 3-fach-
HI 6 ATGACAGAGGA Mutation: EcoRI
AGAATTCAGA
Bei Vierfach-Mutation:
GAATTCGAGGA

Tabelle 6 Ubersicht iiber die Mutationen in den HI-Motiven

Eingefiihrte bzw. zerstorte Endonuklease-Schnittstellen sind fett gedruckt.
Das Motiv HI-6 war in dem Konstukt pLucZp O* (Vierfach Mutante) im Vergleich zu den
anderen Konstrukten anders mutiert.
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HI beta*
Kpnl  Hl alpha* HI gamma*HI delta*  Nhel
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ON Kpnl — e— —‘ ON Nhel

distaler Promotorbereich aus pSSVHbsO*
PCR-Fragment

310 bp

Hl beta
Kpn 1(13) \"" alpha HI gamma

Hidelta ype 1 (303)
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Z Promotor

Ampr Luciferase - Gen

Ausgangsvektor mit
intaktem BZLF-1-Promotor

ColE1
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Einsetzen des distalen Promotorbereichs
mit 4 HI-Mutationen aus pSSVHbsO*
(Kpn1/ Nhel) in pLuc Zp* (Kpn 1/ Nhe l)
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(Mutationen in 4 HI-Motiven)

Abb. 8 Klonierung der BZLF-1-Luciferase Reporterkonstrukte mit Mutationen in den

HI-Motiven am Beispiel der Vierfach Mutante.

Mittels PCR wurde der distale in vier HI-Motiven mutierte BZLF-1-
Promotoranteil mit Hilfe der Primer ON Kpnl und ON Nhel aus dem Vektor
pSSVHbsO* isoliert und mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl und Nhel
geschnitten. Anschlieffend wurde das PCR-Fragment in den ebenfalls mit oben
genannten Enzymen verdauten Ausgangsvektor pLucZp* kloniert.
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Einfluff der HI-Motive auf die Aktivitit des BZLF-1-Promotors in lymphoiden
Zellen (DG 75)

Die Promotorregion von BZLF-1 enthidlt eine Reihe von Proteinbindungsmotiven, darunter
AP-1, SRE (serum response element), Anti-IgG-sensitive Motive, YY-1, sowie zwei ZRE’s
(Zta responsive elements). Um eine mogliche Wechselwirkungen zwischen den HI-Motiven
und diesen regulatorischen Sequenzen zu untersuchen, wurde eine Serie von BZLF-1-
Reporterkonstrukten mit verschiedenen Einfach -, Zweifach-, Dreifachmutanten sowie einer
Vierfachmutante (Abb. 8, Tabelle 6) in den HI-Motiven erzeugt. Die Plasmide wurden in die
lymphoide Zellinie DG75 transfiziert und nach 48 Stunden die Konzentration des
Reporterproteins (Luciferase) gemessen. In Abb. 9 sind die Ergebnisse dieser
Transfektionsexperimente dargestellt. Abb. 9A zeigt, daB3 tendenziell alle Mutationen in HI-
Motiven, egal ob einzeln oder in Kombination, zu einer Steigerung der Basalaktivitéit des
BZLF-1-Promotors fiihrten. Auffillig war dabei der Effekt bei Mutation im HIy-Motiv
(gamma*), die zu einer fast zwolffachen Steigerung der Basalaktivitdt fiihrte. Die anderen
untersuchten Einzelmutationen (alpha* oder beta*) fiihrten nur zu einer vierfachen
Steigerung. Eine Doppelmutation (2-fach*; alpha* / gamma®*) fiithrte zu einer achtfachen
Steigerung, wihrend die Dreifach Mutation (3-fach®*; alpha* / beta* / gamma®*), die
Basalaktivitdt nur verdoppelte. Im Gegensatz zu fritheren Ergebnissen (Schwarzmann et al.,
1994), bei denen die vierfach Mutante (4-fach*) in LCLs keinen Effekt zeigte, war hier eine
finffache Seigerung der Basalaktivitdt zu beobachten. Die Ursache fiir diesen Unterschied
wird spater ndher erlautert.

Abb. 9B zeigt den EinfluB der HI-Motive bzw. der Mutationen dieser Motive auf die
Transaktivierbarkeit des BZLF-1-Promotors. Die oben genannten Plasmide wurden mit dem
Expressionsplasmid fiir Zta kotransfiziert und nach 48 Stunden die Konzentration des
Reporterproteins gemessen. Es zeigten sich vergleichbare Ergebnisse wie bei den
Basalaktivititen der Promotoren: Mutationen in den HI-Motiven fiihrten zu einer deutlich
stirkeren Aktivierbarkeit des BZLF-1-Promotors im Vergleich zum unmutierten Promotor
(Zp + Zta). Wiederum zeigte die Mutation im HIy-Motiv (gamma* + Zta) den stirksten
Effekt.
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Abb. 9 Einfluf} der HI-Motive im Kontext des BZLF-1-Promotors auf die Basalaktivitiit
(A) und auf die Transaktivierbarkeit (B) in der lymphoiden BL-Zellinie DG 75.
A: zeigt die Basalaktivitit der Testpromotoren nach der Mutation einzelner oder
von Kombinationen an HI-Motiven.
B: zeigt die Aktivitdit der Promotoren nach co-Transfektion mit einem
Expressionsplasmid fiir das Transaktivatorprotein Zta.
Zp = unmutierter Promotor; n* = in den jeweiligen HI-Motiven mutierter
Promotor;
2-fach* = alpha* / gamma*; 3-fach™ = alpha™® / beta™® / gamma*; 4-fach™* = =
alpha* / beta™* / gamma* / delta™;

Vergleich des Einfluff der HI-Motive in lymphoiden (DG 75) und epithelialen (Tera

9117, H1299) Zellinien

Da sich epitheliale und lymphoide Zellen in ihrer Permissivitdt fiir die Virusvermehrung
unterscheiden, wurde der Effekt der HI-Mutationen auf die Basalaktivitit und auf die
Transaktivierbarkeit des BZLF-1-Promotors auch in nicht lymphoiden (epithelialen) Zellinien
getestet. Die Ergebnisse dieser Transfektionsexperimente werden im folgenden exemplarisch
an der Mutante im HIy-Motiv, sowie der Vierfach-Mutante (HI a*, B*, y* und &*) dargestellt
(siche Abb. 10, Abb. 11 und Abb. 12). Reporterplasmide wurden entweder alleine (schwarze
Balken) oder zusammen mit einem Expressionsplasmid fiir Zta (rote Balken) in die Zellinien
Tera 9117 und HI1299 transfiziert und nach 48 Stunden die Konzentration des
Reporterproteins gemessen. In Abb. 10 sind die Absolutwerte der Experimente

zusammengefalit.
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Abb. 10  Die HI-Motive verringern die Basalaktivitit und die Transaktivierung des
BZLF-1-Promotors in verschiedenen Zellinien.
Promotorkonstrukte mit Mutation in HI-Motiven wurden alleine (Spuren 1, 3, 5,
7,9, 11, 13, 15, 17) oder zusammen mit einem Expressionsplasmid fiir Zta
(Spuren 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18) in die Zellinien DG 75, Tera 9117 und
H1299 transfiziert. Dargestellt sind die Absolutwerte der Messung des
Reporterproteins Luciferase.

Im Gegensatz zur lymphoiden Zellinie DG 75 (A), wo eine deutlich erhohte
Transaktivierbarkeit beider mutierter Promotoren zu erkennen war (Spuren 4 und 6), hatte in
den epithelialen Zellinien Tera 9117 (B) und H1299 (C) nur die Mutation des HIy-Motivs
(Spuren 10 bzw.16) nicht aber die Vierfach Mutation (Spuren 12 bzw. 18) eine gesteigerte
Transaktivierung durch Zta bewirkt. Im Fall der Vierfach-Mutation sank die
Transaktivierbarkeit nahezu auf das Niveau des unmutierten Promotors (Spuren 8 bzw. 14).

In allen drei untersuchten Zellinien zeigte die Mutation im HIy-Motiv einen deutlichen

EinfluB} auf die Basalaktivitit der Reporterkonstrukte (Abb. 11). So stieg die Basalaktivitdt in
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der lymphoiden BL-Zellinie DG 75 (A) bei mutiertem HIy-Motiv (gamma*) um den Faktor
zwel, in den epithelialen Zellinien Tera 9117 (B) und H1299 (C) sogar um die Faktoren 26
bzw. 45 beziiglich des unmutierten Promotors an. Der Promotor mit Vierfach-Mutation (4-
fach*) zeigte hingegen in keiner der untersuchten Zellinien einen Effekt auf die Basalaktivitit,
was mit fritheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe iibereinstimmt (Schwarzmann et al.,
1994).

In Abb. 12 ist der Einflul der HI-Motive bzw. der Mutationen auf die Transaktivierbarkeit
des Promotors als relative Aktivititsverdnderung im Vergleich zur Aktivitit des unmutierten
Promotors dargestellt. Bei Kotransfektionen mit einem Expressionsplasmid fiir Zta wurden
die Promotoren mit zerstortem HIy-Motiv (gamma™* + Zta) in den Zellinien Tera 9117 (B) und
H1299 (C) etwa 15 mal bzw. sechs mal stirker aktiviert, als der Promotor mit intaktem HIy-
Motiv (Zp + Zta). In der lymphoiden Zellinie DG 75 (A) betrug die Steigerung nur
dreieinhalb mal. Der Vierfach-mutierte Promotor (4-fach* + Zta) hingegen lief sich nur in der
lymphoiden Zellinie DG 75 um das zweieinhalbfache besser aktivieren als der unmutierte
Promotor Zp. In den epithelialen Zellinien Tera 9117 und H1299 konnte kein signifikanter
Effekt beobachtet werden. Doppel- und Dreifachmutationen verhielten sich wie
Einfachmutationen, und wurden aus diesem Grund hier nicht dargestellt. In allen drei
untersuchten Zellinien zeigte die Mutation im HIy-Motiv einen deutlichen EinfluB3 auf die
Basalaktivitdt der Reporterkonstrukte. So stieg die Basalaktivitit in der lymphoiden BL-
Zellinie DG 75 bei mutiertem HIy-Motiv um den Faktor zwei, in den epithelialen Zellinien
Tera 9117 und HI1299 sogar um die Faktoren 26 bzw. 45 beziiglich des unmutierten
Promotors an. Der Promotor mit Vierfach-Mutation zeigte hingegen in keiner der
untersuchten Zellinien einen Effekt auf die Basalaktivitdt, was mit fritheren Ergebnissen

unserer Arbeitsgruppe iibereinstimmt (Schwarzmann et al., 1994).
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Abb. 11  Die HI-Motive reprimieren die Basalaktivitiit des BZLF-1-Promotors.
Dargestellt sind die Basalaktivititen in der lymphoiden BL-Zellinie DG 75 (A)
und den epithelialen Zellinien Tera 9117 (B) und H1299 (C) normiert auf Zp = 1.
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Abb. 12 Die HI-Motive unterdriicken die Transaktivierung des BZL F-1-Promotors
durch das Transaktivatorprotein Zta.
Gezeigt ist die Aktivitit der Testpromotoren nach co-Transfektion mit einem

Expressionsplasmid fiir das Transaktivatorprotein Zta in den Zellinien DG 75
(A), Tera 9117 (B) und H1299 (C) normiert auf Zp + Zta = 1.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, da3 die HI-Motive im Kontext des BZLF-1-
Promotors reprimierende Eigenschaften sowohl auf die Basalaktivitit, als auch auf die
autokrine Stimulation des Promotors durch das BZLF-1-Protein besitzen. Ein positiv

regulatorischer Effekt der HI-Motive, wie bei den Minimalpromotorkonstrukten mit isolierten
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HI-Motiven, konnte im originalen Kontext des Promotors in Transfektionsexperimenten nicht
bestdtigt werden. Somit zeigten sich eine starke Abhingigkeit der Funktion der HI-Motive

von der Umgebung innerhalb des Promotors.

3.13 Im Kontext des Originalgens (BZLF-1-Promotor und —Leserahmen)

co-stimulieren die HI-Motive eine Transaktivierung durch Zta.

Nachdem die Funktion der HI-Motive an gidngigen Reporterplasmiden getestet worden war,
sollte nun ihr Einflu} auf den Lebenszyklus von EBV und eventuelle Wechselwirkungen mit
anderen viralen Genen untersucht werden. Rekombinante EB-Viren wurden als fiir diesen
Zweck am geeignetsten angesehen. Zur Herstellung dieser rekombinanten EBVs mufliten
zunichst spezielle Rekombinationsplasmide hergestellt werden, die die mutierten BZLF-1-
Promotoren mit jeweils upstream und downstream 1000 Bp langen Originalsequenzen zur
homologen Rekombination in das Virus enthielten. Bevor diese Konstrukte fiir die
Rekombination in Bakterien eingesetzt werden konnten, wurden sie zunéchst in transienten
Transfektionsexperimenten auf ihre Funktion hin getestet. Dabei diente das BZLF-1-Protein

welches im Western Blot immunhistochemisch nachgewiesen wurde als Reporter.

Klonierung des Original-Gens von BZLF-1 (Promotor und ORF) in den Vektor
pCR-II"™MTOPO

Zur Herstellung rekombinanter EB-Viren, die Mutationen in den HI-Motiven im Promotor
von BZLF-1 enthielten, wurden spezielle Rekombinationsplasmide konstruiert, die das
BZLF-1-Gen (mutierter Promotor und ORF) und flankierende Bereiche zur Rekombination
trugen (Abb. 13). Zu diesem Zweck wurde aus genomischer DNA des EBV-Stammes B95-8
ein 2595 Bp langes Genom-Fragment von Position 102176 bis 104774 unter Verwendung der
PCR-Primer BZLF-1 forward und BZLF-1 reverse mittels PCR isoliert. Dieses Fragment
umfalite den BZLF-1-Promotor, sowie beidseitig je 1000 Bp, wobei die 1000 Bp von +1 bis
+1000 dem BZLF-1-ORF entsprachen. Diese Bereiche links und rechts des Promotor wurden
zur Herstellung rekombinanter EB-Viren als Bereiche fiir die homologen Rekombination
benotigt. Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCRII™TOPO (Invitrogen) einkloniert. Das
Konstrukt wurde pCRII-BZLF-1 genannt. Zur Einfilhrung von Mutationen in den HI-
Motiven, die auch in den Plasmiden pLucZp- und pSSVHbs verwendet wurden, wurden unter
Verwendung der Primer PCR-BZLF-1* forward und PCR-BZLF-1* reverse der 266 Bp

lange, distale Teil des Promotors mit den HI-Mutationen aus den Konstrukten pLucZp y* und
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pLucZp O* (a*B*y*8*) mittels PCR isoliert und mit Hilfe der abgewandelten quick-change-
Methode (Kapitel 2.5.8) in das Konstrukt pCRII™BZLF-1 eingefiihrt. Daraus resultierten die
Konstrukte pCR-II-TOPO-BZLF-1/y* und pCR-II-TOPO-BZLF-1/0*. In Abb. 13 sind die

einzelnen Schritte der Klonierung dargestellt.
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Hlgamma  Age 1(103747)
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(Rekombinations-  BZLF-1 Promotor | | Hl alpha
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sequenz “ -1000”)
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BZLF-1-Promotor mit Rekombinationssequenzen
aus B95-8
2597 bp
in pCR-II-TOPO-TA via
TA-cloning
ColE1 origin Sp6-Promotor
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| Eco R1(326)
/ BZLF-1 ORF (+1 bis +1000)

pCR-II-TOPO-BZLF-1
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Hl delta
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Eco R1(2941)
1-ori T7-Promotor

Abb. 13 Herstellung von Rekombinationsplasmiden mit dem Originalgen von BZLF-1
und HI-Mutationen im Promotor (am Beispiel der vierfach Mutante).
A: Mittels PCR wurde der Bereich von 102176 bis 104774, der den BZLF-1-
Promotor, 1000 Bp vor dem Promotor, sowie der BZLF-1-ORF (1000 Bp nach
dem Promotor) enthdlt, mit Hilfe der Primer BZLF-1 forward und BZLF-1
reverse aus genomischer DNA des EBV-Stammes B95-8 isoliert und in den
Vektor pCR™-II-TOPO (Invitrogen) kloniert.
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B: Der nicht mutierte distale Promotoranteil (Position —243 bis —541) mittels
gerichteter Mutagenese gegen den mutierten distalen Promotoranteil, der mit
Hilfe der Primer PCR-BZLF-1* forward und PCR-BZLF-1* reverse aus den
jeweiligen pLuc-Plasmiden gewonnen wurde, ausgetauscht.
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Um die Funktion der Rekombinationsplasmide zu kontrollieren, wurden diese alleine oder
zusammen mit einem Expressionsplasmid fiir Zta (pCMVZ’) in die epitheliale
Lungenkarzinom-Zellinie H1299 transfiziert (Abb. 14). 48 Stunden nach Transfektion wurden
die Zellen geerntet und ausgezéhlt. Fiir die quantitative Auswertung wurden gleich viele
Zellen jedes Ansatzes auf einem SDS-Gel aufgetragen und anschlieBend liber Westernblot-
Analysen mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers gegen Zta die Aktivitdt der Promotoren
gemessen. Um zu zeigen, dal nicht nur das vom Expressionsplasmid fiir Zta stammende
Protein nachgewiesen wurde, wurden das Expressionsplasmid fiir Zta alleine in die Zellen
transfiziert (Spur 6 und 7). Da die Sensitivititsgrenze fiir das von dem Expressionsplasmid
stammenden Zta-Protein nicht sicher war, wurden zwei verschiedene Mengen des
Expressionsplasmids transfiziert um einen Nachweis desselben sicherzustellen. Spur 6 zeigt
die Menge des Proteins alleine, die auch zu den Rekombinationsplasmiden zur Aktivierung
des Promotors zutransfiziert wurde, Spur 7 stellt die doppelte Menge dar.

Es war deutlich zu erkennen, da3 sowohl der nicht mutierte (Spur 9), als auch in HI-Motiven
mutierte BZLF-1-Promotor (Spur 10 und 11) in der epithelialen Zellinie H1299 keine
Aktivitdt zeigte. Dies stimmte mit den Ergebnissen der Luciferasereporter iiberein, die eine
negativ-regulatorische Wirkung der HI-Motive auf die Basalaktivitit zeigten. Nach
Kotransfektion mit einem Expressionsplasmid fiir Zta war eine deutliche Aktivierung des
nicht mutierten Promotor zu beobachten (Spur 3). Dabei war deutlich sichtbar, dafl das
nachgewiesene Zta-Protein nicht ausschlieBlich der Menge des vom zutransfizierten
Expressionsplasmid (Spur 6) stammenden entsprach. Im Gegensatz zu den Luciferase-
Reportern fithrten Mutationen in den HI-Motiven nicht zu einer stirkeren Expression von Zta-
Protein, sondern im Gegenteil zu einer drastischen Reduktion (Spuren 4 und 5). Auch hier
zeigte die Mutation im HIy Motiv (Spur 4) den weitaus stirkeren Effekt als die Vierfach-
Mutante (Spur 5). Die Expression der Negativkontrolle erreichte in etwa das Niveau des

nicht-transaktivierten Reporterplasmids.
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Abb. 14  HI-Motive verstiirken eine Transaktivierung iiber das Transaktivatorprotein Zta

im epithelialen Lungenzellkarzinom H1299.

48 Stunden nach Transfektion der Reporterplasmide alleine oder zusammen mit
einem Expressionsplasmid fiir Zta wurde das Gesamtprotein aus 2 x 10° Zellen
mittels einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieffend mittels
Western Blot-Analyse das Zta-Protein durch einen monoklonalen Antikorper
nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente ein rekombinantes bakterielles Zta-
Protein (Spur 8), das eine geringfiigig langsamere Laufgeschwindigkeit zeigt als
Zta in den Extrakten. Als Negativkontrolle wurden die Reporterplasmide pCR-1I-
BZLF1 (ohne Mutation, Spur 9), pCR-1I-BZLF1 v* (HIy mutiert, Spur 10) und
PpCR-II-BZLFI 4-fach* (vierfach mutiert, Spur 11) ohne das Expressionplasmid
fiir Zta transfiziert. Spur 12 und 13 zeigen Kontrolltransfektionen ohne
Reporterplasmide und ohne Zta. Spur 6 und 7 zeigen Transfektionen mit
unterschiedlichen Mengen des Expressionsplasmids fiir Zta, pCMVZ’, ohne
Reporterplasmide wobei Spur 6 der kotransfizierten Menge entspricht.
Kotransfektionen der Reporterplasmide mit dem Expresionsplasmid sind in Spur
3 (nicht mutierter Promotor), Spur 5 (im HI'y mutierter Promotor) und Spur 6 (in
4 HI-Motiven mutierter Promotor) gezeigt. Zur Kontrolle gleicher Mengen an
Proteinextrakt wurde ein monoklonaler Antikorper gegen das zelluldre Protein
YYI verwendet.

3.14 Untersuchungen zur unterschiedlichen Funktion der HI-Motive in zwei

verschiedenen Reportersystemen

Es stellte sich nun die Frage, wodurch die unterschiedliche Funktion der HI-Motive in dem

Reporterplasmid pLucZp*, in dem eine Mutation der HI-Motive zu einer stark erhdhten
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Transaktivierung durch Zta fiihrte (Abb. 14) und dem Reporterplasmid pCR-II-TOPO-BZLF-
1 (Abb. 14), wo eine Mutation die Transaktivierbarkeit stark reduzierte, zustande kam. Dafiir
wurden zunéchst die Unterschiede zwischen beiden Reporterkonstrukten untersucht

Im Bereich der Promotoren konnten keinerlei Unterschiede gefunden werden. Beide
Promotorbereiche stammten aus der DNA des Labor-EBV-Stammes B95-8. Im Falle des
Konstruktes mit dem gesamten BZLF-1-Gen (Promotor und Leserahmen) beinhaltete das
Konstrukt 2500 Bp der Original-EBV-DNA. Bei den Luciferase-Konstrukten wurde der
Promotor von —-551 bis +1 mitels PCR isoliert, einkloniert und sequenziert. Fiir die
unterschiedlichen Auswirkungen der Mutationen der HI-Motive kamen daher nur Sequenzen
im Bereich der Reportergene in Frage. Bei genauer Betrachtung des Startbereichs des
BZLF-1-Gens fiel auf, daB sich neben dem reguliren Startkodon fiir die Translation
(ATGATG) in Position +40 im BZLF-1-Gen ein weiteres ATG in Position + 68 befindet. Die
Positionsangaben beziehen sich jeweils auf den Transkriptionsstart von BZLF-1. Im Plasmid
mit dem Luciferasegen als Reporter befindet sich hingeneg nur ein ATG-Codon im
5’-untranslatierten Bereich.

Unsere Arbeitshypothese, dargestellt in Abb. 15, war nun, daf3 die HI-Motive an der richtigen
Positionierung der Transkriptionsmaschinerie beteiligt sein konnten und durch eine Mutation
diese so verschoben wiirde, dall das regulire ATG (+40) bei der Translation nicht benutzt
werden konnte. Stattdessen wiirde das nachfolgende ATG (+68) verwendet. Dies wiirde
jedoch zu einer Leserahmenverschiebung fiihren, was zu einem vorzeitigen Abbruch der
Translation und somit zu einem nicht funktionellen Protein fiihren wiirde. Eine autokrine
Transaktivierung des Promotors wire folglich nicht mehr mdglich. Bei anderen
Reporterplasmiden wie z.B. den Luciferase- oder den SEAP-Plasmiden scheint die
Positionierung der Transkriptionsmaschinerie von den HI-Motiven unabhingig zu sein. Dies
wiirde auf eine BZLF-1 spezifische Wirkungsweise der HI-Motive hinweisen. Um dies zu
untersuchen, wurden Primer Extention-Experimente durchgefiihrt (Kapitel 2.6.4), um
moglicherweise BZLF-1-Transkripte mit unterschiedlichen 5’-Enden nachzuweisen, die durch

falsche Positionierung der Polymerase entstanden sein konnten.
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Positionierung
der DNA-Polymerase

HI delta

BZLF-1-Promotor

o BZLF-1 mRNA

BZLF-1-Protein

HI delta*
Hl gamma*

ATGATG

BZLF-1-Promotor

BZLF-1-Protein — Stop
mRNA

HI delta

C
Luciferase-Gen

< Luciferase mRNA

Abb. 15  Hypothese zur Regulation des BZLF-1-Gens durch die HI-Motive im Promotor.

A zeigt den intakten BZLF-1-Promotor. Der 5 -untranslatierte Bereich des Gens
verfiigt iiber zwei dicht beieinander gelegene Startpunkte der Translation (ATG
in Position +40 und +68). Durch richtige Positionierung der RNA-Polymerase
wird eine mRNA generiert, die das AUG in Position +40 beinhaltet und von der
aus ein intaktes Zta Protein translatiert werden kann.
B zeigt den in HI-Motiven mutierten Promotor. Die RNA-Polymerase kann nicht
mehr richtig positioniert werden. Bei der Translation wird das ndchste,
aufserhalb des Leserahmens bei Position +68 liegende, AUG als
Translationsstart benutzt, wodurch kein intaktes Zta Protein mehr generiert wird.
C zeigt das Luciferase-Reporterplasmid. Hier ist die Positionierung der RNA-
Polymerase unabhdngig von HI-Motiven, da nur ein ATG existiert. Somit kann
nur das intakte Luciferase-Protein translatiert werden.

80



Ergebnisse

Zur Etablierung des Primer Extention-Experimentes fiir die genaue Bestimmung des 5’-Endes
der BZLF-1-mRNA wurden H1299-Zellen mit den Reporterplasmiden pCR-II-TOPO-BZLF-
1 (intakter Promotor), pCR-II-TOPO-BZLF-1 y* (HIy mutiert) und pCR-II-TOPO-BZLF-1
O* (Vierfach mutiert) alleine oder zusammen mit dem Expressionsplasmid fiir Zta
transfiziert, und nach 48 Stunden die Gesamt-RNA mit Hilfe von 7ri-Reagent™ von Sigma
(Kapitel 2.6.1) isoliert. Da die nachzuweisenden RNAs nur zu einem sehr geringen Anteil in
der Gesamt-RNA vorlagen, wurden je 50 pg in den Hybridisierungsansatz eingesetzt. Um
Sekundérstrukturen moglichst zu vermeiden und so die Hybridisierung spezifischer zu
gestalten, wurde den Ansétzen 10 % DMSO zugesetzt. Nach Hybridisierung (Kapitel 2.6.4.1)
mit dem 5°-**P markierten Extention-Primer (5’-AAG GCA CCT GGT ATG GGT CAG G-3”) wurde
die Verlingerungs (Extention)-Reaktion durchgefiihrt. Dabei wurde der anhybridisierte
Primer durch die MULV-Reverse Transkriptase in Richtung 5’-Ende der nachzuweisenden
mRNA verldngert. Unterschiedliche Startpunkte der Transkription, beispielsweise aufgrund
der Mutation der HI-Motive, sollten unterschiedlich lange RT-Primer erzeugen (Abb. 17).
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Abb. 16

ATGATG ATG

g = b

Markiertes DNA - Oligonukleotid

T IIT=, b

Reverse Transkriptase
dNTP's

RNase A

32 P

DNA - Produkte
32 P

Harnstoff - Gel
Autoradiographie

Vollangen - DNA —

Verkiirzte DNA

Das Prinzip des Primer-Extention-Experiments.

mRNA wurde aus unterschiedlichen Zellen und Transfektionsansdtzen isoliert.
Nach Hybridisierung der mRNAs mit einem DNA-Oligonukleotid, das nahe dem
5’-Ende der zu untersuchenden mRNA bindet, wurde dieses in einer reversen
Transkriptase-Reaktion bis zum 5’-Ende der mRNA verldngert. Nach Verdau mit
RNase A blieben im Falle unterschiedlicher 5°-Enden unterschiedlich lange
DNA-Produkte 1tibrig, die gelelektrophoretisch auf einem Harnstoffgel
aufgetrennt und anschlieflend autoradiographisch detektiert wurden.
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Bei intakten HI-Motiven wurde ein DNA-Produkt mit einer Linge von 102 Bp erwartet.

Sollte die Hypothese zutreffen, und die HI-Motive den Startpunkt der Transkription

beeinflussen, so sollte sich bei mutierten HI-Motiven ein um mindestens 45 Bp kiirzeres

Produkt ergeben. Die Ansdtze wurden auf einem 8 %-Harnstoffgel aufgetrennt und

anschlieend autoradiographisch detektiert (Abb. 17).

Abb. 17

100bp —>

12 3 4567 8 9

Primer-Extention-Experiment zur exakten Bestimmung des 5’-Endes von
BZLF-1-mRNAs

Die Reporterplasmide pCR II-BZLF-1, pCR II-BZLF-1v* und pCR II-BZLF-10*
(vierfach mutiert) wurden alleine oder zusammen mit dem Expressionsplasmid
fiir Zta in H1299 Zellen transfiziert. Nach 48 h wurde die Gesamt-RNA isoliert
und je 50 ug in den Primer-Extention-Assay eingesetzt. Die resultierenden DNA-
Produkte wurden auf einem 8 % Harnstoffgel aufgetrennt und autoradio-
graphisch detektiert

Spur 1 = Extention Primer; Spur 2 = leer;

Spur 3 = pCR-1I-TOPO-BZLF-1; Spur 4 = pCR-1I-TOPO-BZLF-1 + Zta;,

Spur 5 = pCR-1I-TOPO-BZLF-1/y*; Spur 6 =pCR-1I-TOPO-BZLF-1/y* + Zta;
Spur 7 = pCR-II-TOPO-BZLF-1/0%*; Spur 8 = pCR-1I-TOPO-BZLF-1/0* + Zta;

Spur 9 = Zta,
100 Bp = Laufhéhe eines 100 Bp Markers, extrapoliert aus einem anderen
Versuch, entspricht der Vollingen-DNA.

Abb. 17 zeigt das Ergebnis des Primer Extention-Experiments. Alle drei nicht transaktivierten

Promotoren zeigten keinerlei DNA-Produkte (Spur 3, 5, 7). Wurden die Promotoren hingegen
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zusammen mit dem Expressionsplasmid fiir Zta transfiziert, konnte deutlich DNA
nachgewiesen werden (Spur 4, 6, 8). Um auszuschlieBen, dal die nachgewiesene DNA von
der vom Expressionsplasmid fiir Zta stammenden RNA synthetisiert worden war, wurde als
Kontrolle das Expressionsplasmid alleine ohne Reporterkonstrukte transfiziert und in gleicher
Weise wie die anderen Transfektionen ausgewertet. Das Ergebnis ist in Spur 9 zu sehen. Man
kann erkennen, dafl zwar Banden der gleichen Lénge detektiert wurden, diese aber deutlich
schwicher in der Intensitit waren. Daher kann man davon ausgehen, dal} eine
Transaktivierung der Promotorkonstrukte durch das Expressionsplasmid stattgefunden hat,
und die detektierte DNA vom Reporterplasmid stammte. Allerdings war kein Unterschied in
der Linge der detektierten DNA beim unmutierten Promotor (Spur 4), bei dem im HIy
mutierten Promotor (Spur 6) oder bei dem in allen 4 HI-Motiven mutierten Promotor (Spur 8)
zu erkennen. Somit konnte die Hypothese, da3 die unterschiedliche Expression von Zta bei
intakten und mutierten HI-Motiven auf eine Verschiebung des Transkriptionsstartpunktes
zuriickzufiihren sei, nicht bestdtigt werden.

Neben den von BZLF-1 stammenden Banden wurden bei den Reporterplasmiden (Spur 4, 6,
8) im Gegensatz zu dem Expressionsplasmid noch weitere, lingere DNA-Fragmente
nachgewiesen. Wir gehen davon aus, dal3 hier der Extention-Primer auch unspezifisch im

Plasmid gebunden hat, und die zusétzlichen Banden daher stammen.

3.2 Herstellung rekombinanter Epstein-Barr-Viren

Traditionell wurden rekombinante Epstein-Barr-Viren durch homologe Rekombination von
DNA-Fragmenten oder Plasmiden, die das mutierte Allel trugen, in infizierten eukaryotischen
Zellen hergestellt. Bei dieser Methode ist die Fahigkeit der Viren, B-Zellen zu
immortalisieren, essentiell. Daher konnten bisher auf diese Methode keine Gene, die an der
Immortalisierung von B-Zellen beteiligt sind, untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Herstellung rekombinanter Epstein-Barr-Viren nach
einem von Dr. H.-J. Delecluse (Delecluse ef al., 1998) (Abb. 18) modifizierten System der
Methode von Messerle (Messerle et al., 1997) in E.coli. Diese Methode bietet gegeniiber der
traditionellen Methode den Vorteil, daBl prinzipiell jede denkbare Verdnderung des
EBV-Genoms, auch in essentiellen Genen des Virus, vorgenommen werden kann. Das hierfiir
verwendete BAC (bacterial artificial chromosome) 2089, das Plasmid pCP16 (Cherepanov
und Wackernagel, 1995) sowie pBZLF1 (Hammerschmidt und Sugden, 1988) wurden uns

freundlicherweise von Dr. Delecluse (GSF, Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Die gesamten
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Klonierungs-, Rekombinations- und Selektionsschritte finden dabei zundchst in E.coli statt
und sind von der immortalisierenden FEigenschaft des EBV unabhéngig. Das hierbei
verwendete BAC 2089, welches das gesamte EBV (B95-8)-Genom umfaflit, kodierte
auBerdem fiir EGFP und vermittelte Hygromycinresistenz, wodurch eine spitere Selektion auf
EBV-positive Zellen moglich war. Die Technik zur Herstellung rekombinanter EB-Viren
nach Delecluse ef al. ist in Abb. 18 schematisch dargestellt:

Ein Rekombinationsplasmid, das mutierte und zum Zweck der homologen Rekombination
von wt-EBV flankierte EBV-Sequenz enthélt (A), wird in den Bakterienstamm BJ 5183, der
den EBV-Klon 2089 (HygR, F-Faktor, GFP) triigt, transformiert (B). Uber die wt-EBV-
Sequenzen findet homologe Rekombination statt (C). Bakterienklone mit einrekombinierten
DNA-Sequenzen koénnen durch Zugabe von Tetracyclin selektioniert werden (D). Um
Riickrekombination zu vermeiden, wird das rekombinante EBV in den recA™ Bakterienstamm
DHI10B transformiert (E). Um die Funktionsfahigkeit des mutierten EBV zu testen, wird das
Genom des rekombinanten EBV in 293-Zellen transfiziert und eine Hygromycinselektion
durchgefiihrt (F). Durch das im Genom enthaltene GFP wachsen griine Kolonien mit

mutierter EBV-Sequenz heran (G) die dann weiter kultiviert werden.
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(A)
Mut.
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(G)
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GFP
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Hygromycin - Selektion

(F)

Abb. 18

(D)
in BJ 5183

mut. BZLF-1
(HygR, TcR)

Reinigung der
rekombinanten,
viralen DNA via CsCl-
Gradient und
Transformation in
DH10B (recA’)

(E)

DH10B

Reinigung der
rekombinanten,
viralen DNA via
CsCl-Gradient und
Transfektion in
293-Zellen

Schematische Ubersicht des Systems zur Herstellung rekombinanter EB-Viren.

Beschreibung siehe vorangehender Text.
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3.2.1.1 Ausgangsplasmide fiir die homologe Rekombination

Ziel war es, in den HI-Motiven mutierte EBV-Varianten herzustellen. Aufgrund der deutlich
zu beobachtenden Auswirkungen der HIy- und der Vierfach Mutante in transienten
Transfektionsexperimenten, sollten diese Mutation bzw. die Kombination von Mutationen
auch zur Herstellung der rekombinanten EB-Viren verwendet werden. Die Herstellung der
Plasmide zur Rekombination ist in Abb. 19 schematisch dargestellt. Ausgangspunkt fiir die
homologe Rekombination in E.coli waren die Plasmide pCR-II-TOPO-BZLF-1 y* (mutiert in
HIy) und pCR-II-TOPO-BZLF-1 O* (Vierfach mutiert) (Kapitel 3.1.3). Diese enthielten den
mutierten BZLF-1-Promotor flankiert von beidseitig je 1000 Bp wt-EBV-Sequenz. Fiir die
Selektion der rekombinanten Viren in Bakterien wurde eine Tetracyclin-Resistenz-Kassette
aus dem Plasmid pCP16 eingebracht, welche von FRT-DNA-Motiven flankiert ist. Diese
Motive bewirken in Hefe den Wechsel zwischen den mating types a und .. In E. coli kann das
System dazu genutzt werden, um iiber die transiente Expression der dafiir verantwortlichen
Flp-Rekombinase die Motiv-spezifische Rekombination zwischen den FRT-Bereichen zu
initiieren. Dadurch kann der zwischen den FRT-Motiven liegende DNA-Abschnitt
zirkularisiert und aus der Ursprungssequenz nach gelungener Rekombination und Selektion
wieder entfernt werden (Cherepanov und Wackernagel, 1995).

Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Sma I und Hind III wurde die Tetracyclin-Resistenz-
Kassette ausgeschnitten und durch Klenowbehandlung die liberhingenden Enden aufgefiillt.
Das DNA-Fragment wurde in die mit dem Restriktionsenzym Age I linearisierten Vektoren
pCR-II-TOPO-BZLF-1y* und pCR-II-TOPO-BZLF-10* blunt-end, direkt neben die
mutierten Promotoren, einkloniert (Abb. 19). Dadurch war sichergestellt, dal das
Resistenzgen spdter gemeinsam mit der mutierten DNA-Sequenz in das BAC 2089
einrekombinierte. Die resultierenden Plasmide wurden mit pCR-II-TOPO-BZLF-1 y* / tc und
pCR-II-TOPO-BZLF-1 O* / tc bezeichnet.
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Abb. 19  Klonierung der Vektoren fiir die homologe Rekombination in E.coli am Beispiel

der Vierfach Mutante.

Aus dem Plasmid pCP16 wurde mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Sma I

und Hind Il die Tetracyclin-Resistenz-Kassette — ausgeschnitten — und
tiberhingende Enden mit Klenow-Polymerase aufgefiillt. Das DNA-Fragment

wurde in den mit Age I linearisierten Vektor pCR-II-TOPO-BZLF-1 O%, der den
mutierten BZLF-1-Promotor und beidseitig flankierende wt-EBV-Sequenz trdgt,
eingesetzt. Analog wurde das Konstrukt pCR-II-TOPO-BZLF-1 y* hergestellt.

88



Ergebnisse

Homologe Rekombination in E.coli

Die entsprechenden pCR-II-TOPO-BZLF-1-Konstrukte wurden mit Pvu I gespalten, so dal3
jeweils ein lineares Fragment von 7100 Bp Linge erhalten wurde, welches den mutierten
Promotor sowie die flankierenden Sequenzen zur Rekombination enthielten. Diese
DNA-Fragmente wurden {iber die Hitzeschock-Methode in E. coli BJ5183-2089
transformiert. In diesem recA” Bakterienstamm fand die homologe Rekombination iiber die

flankierenden Sequenzen statt (siche Abb. 20).

Sp6-Promotor

ColE1 origin 5
X BZLF-1 ORF (+1 bis +1000)

BZLF-1 Promotor
HI delta*

Ampicilln-Resistenz ORF
Py 1(7769),
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fl-or
Pvu 1(5750) Tc - Resistenz - Kassette
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BZLF-1 (-529 bis -1529)
FRT
i Pvul
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HI alpha* | Pvul
FRT | FRT
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v
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e
B3
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HI delta Hl alpha

BZLF-1 ORF (+1 bis +1000) BZLF-1 (-529 bis -1529)

Hl gamma HI beta

Rekombinantes EBV 2089
(GFP / HygR)

HI gamma* i

HI delta*

HI beta*

FRT FRT

I

/
~~. BZLF Promotor

Rekombinantes EBV 2089-O*
(GFP / HygR / TcR)

Abb. 20  Schematische Darstellung der homologen Rekombination in BJ5183.
Beschreibung siehe Text.
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Die Anzucht von BAC-haltigen E. coli- Klonen erfolgte stets durch Kultivierung auf Platten,
da sich in Fliissigkultur sehr schnell Rekombinationsmutanten etablieren, welche Deletionen
vor allem in Wiederholungssequenzen des BamW-Fragments von EBV aufwiesen. Die
analytische Prédparation von BACs erfolgte nach einem modifizierten Verfahren der
alkalischen Lyse (Kapitel 2.5.1.1). Nach Selektion rekombinanter Klone iiber BamHI-Verdau
wurden die BAC-DNA-positiven Klone {iiber einen CsCl-Gradienten (Kapitel 2.5.1.4)
prapariert. Da sehr gro3e Plasmide in BJ5183-Zellen sehr instabil sind, wurden von intakten
rekombinanten BACs CsCI-DNA in den rekombinations-inkompetenten E. coli-Stamm
DH10B durch Elektroporation eingebracht und Chloramphenicol-Tetracyclin-resistente Klone
erneut auf Vollstdndigkeit der rekombinanten 2089-BACs mittels Restriktionsverdau (Abb.
21) getestet. Da die Tetracyclin-Resistenz in das BamHI g-Fragment (80 Bp) einkloniert
wurde, war im BamHI-Restriktionsmuster rekombinanter Klone eine zusétzliche Bande bei

ca. 2700Bp gegeniiber der wt-EBV-DNA zu sehen.

kb
12,0

7,0
6,0
50

4,0

3,0

2,0

1,6

1,0

0,5

Abb. 21  BamHI-Restriktionsmuster rekombinanter 2089-tc*-DNA.
Zwei  2089-tc*-y*-Klone wurden nach BamHI-Spaltung elektrophoretisch
aufgetrennt. Das in der wt-DNA 80 Bp lange BamHI-g-Fragment lduft aufgrund
der Insertion der Tetracyclin-Resistenz bei ca. 2700 Bp (dicker Pfeil). Der neg.
Klon zeigt bei ca. 11000 Bp eine Doppelbande und bei ca. 9500 Bp eine
zusdtzliche Bande. Positive Klone wurden durch Vergleich mit vorhandenen wt
2089-Bam HI-Restiktionsmustern detektiert.
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Um grofBere Mengen dieser BACs zu prédparieren wurden diese in einem 5 | Fermenter
gezogen. Die Bakterien wurden bei einer ODggp von ca. 2 durch Zentrifugation geerntet, die
DNA iiber einen CsCl-Gradienten gereinigt und in 100 pl TE-Puffer aufgenommen. Die
Endkonzentration der Losungen betrug 1-2 pg/ul. Die so gewonnene DNA der rekombinanten
BAC-Klone 2098-y* und 2098-O* konnte zur Virusvermehrung in 293 Zellen verwendet

werden.

Virusvermehrung in 293-Zellen

Mit Hilfe von Lipofektamin (Gibco) wurden 293-Zellen mit den BAC-DNAs 2089, 2098-y*
bzw. 2098-O* transfiziert und anschlieend positive Klone iiber Hygromycin selektioniert.
Die auf dem BAC-2089 codierte Hygromycin-Resistenz stellte sicher, dal nur transfizierte
Zellen unter diesen Bedingungen iiberleben konnten. Die EBV-spezifischen DNA-Elemente
OriP und das EBNA-1-Genprodukt erlaubten weiterhin eine Zellzyklus-synchrone
Replikation des Episoms sowie dessen Weitergabe an die Tochterzellen. Ein spontaner
Ubergang des Virus in den lytischen Zyklus und die Produktion von Viruspartikeln ist in
293-Zellen jedoch bisher nicht beschrieben worden. 3 Wochen nach Transfektion hatten sich
die ersten Klone aus Einzelzellen gebildet, von denen 80 % im Fluoreszenz-Mikroskop
EGFP-positiv waren (Abb. 22). Diese wurden mit sterilen 200 pl-Pipettenspitzen in wenig
RPMI resuspendiert und in 6-Loch-Platten tiberfiihrt. Nach weiteren 2 Wochen wurden die
Zellen in 176 cm*-Zellkulturschalen mit 30 ml RPMIy,, ausgesit und bis zur Konfluenz

wachsen gelassen.
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2089 O*

Abb. 22 Rekombinante EB-Viren in 293-Zellen
Oben: Fluoreszenzaufnahme der EGFP-positiven 293-Zellinien, die das
rekombinante EBV-Episom 2089 (wt-EBV), 2089-v* oder 2089-O* tragen.
Unten: Phasenkontrastaufnahme der selben Zellen.

Die Zellen wurden fiir die Induktion der Virusproduktion weiterkultiviert. Ein Teil wurde zur

dauerhaften Lagerung in fliissigem Stickstoff weggefroren.

3.2.2 Erste Untersuchungen zur Replikationskompetenz der rekombinanten

EBV-Varianten.

Die Mutation der HI-Motive verhindert die Induktion der lytischen Replikation.

Nach Hygromycinselektion positiver 293-Klone sollte die rekombinanten EB-Viren auf ihre
Funktion hin untersucht werden. Dabei sollte zundchst untersucht werden, ob es moglich war,
in den 293-Zellen, die das rekombinante Genom von EBV enthielten, die lytische Kaskade
auszulosen. Die Induktion erfolgte durch Transfektion der Zellen mit dem
Expressionsplasmid fiir das virale Genprodukt Zta (pBZLF-1). Falls der lytische
Lebenszyklus von EBV durchlaufen wiirde, sollte das spite Protein VCA mittels
Immunfluoreszens nachweisbar sein. Es zeigte sich, dal} bei keiner der HI-Mutanten das spite
Strukturprotein nachweisbar war. Daraus war abzuleiten, da3 es zu keinem vollstdndigen
Ubergang von der Latenz zur lytischen Replikation gekommen war. Somit konnten auch
keine infektiosen Virionen gebildet werden. Erste Infektionen von Raji-Zellen mit

Virusiiberstand aus den transfizierten 293-Zellen waren ebenfalls negativ. Weitere
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Untersuchungen miissen zeigen, ob die Mutationen in den HI-Motiven dafiir verantwortlich

sind, daB der Ubergang des Virus in den lytischen Lebenszyklus verhindert wird.
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4 Diskussion

4.1 Die Bedeutung des BZLF-1-Gens fiir die lytische Virusvermehrung

und experimenteller Ansatz der Arbeit.

Nach einer Epstein-Barr-Virus-Infektion persistiert das Virus lebenslang im Organismus. In
nicht permissiven Zellen wird die lytische Virusvermehrung auf verschiedenen Wegen und
Ebenen kontrolliert. Das virale Gen BZLF-1 spielt dabei eine zentrale Rolle, da sein
Genprodukt Zta in der Lage ist, in B-Lymphozyten die Latenz des Virus zu beenden und die
lytische Replikation einzuleiten (Grogan ef al., 1984; Countryman et al., 1987). Aufgrund der
Schliisselstellung des BZLF-1-Gens wird dessen Aktivitdt wihrend der Latenz des Virus auf
allen Ebenen der Genexpression stark kontrolliert. In Vorarbeiten wurde von unserer
Arbeitsgruppe eine posttranskriptionelle Regulation des BZLF-1-Gens gezeigt (Prang et al.,
1995). Durch eine Antisense-vermittelte Komplexierung der ungespleifiten RNA von BZLF-1
mit einem Intron von EBNA-1 wird die Expression von Zta und die nachfolgende Kaskade
von Genen des lytischen Zyklus verhindert. Auf posttranslationaler Ebene wurde eine
Regulation durch Modifikationen oder durch heterologe Wechselwirkungen mit zelluldren
Faktoren beschrieben (Sista ef al., 1993; Gutsch et al., 1993), (Elshiekh et al., 1994).

Die Regulation auf Transkriptionsebene wird als wichtigster Schritt angesehen. Diese erfolgt
sowohl durch aktive Repression wéhrend der Latenz (Prang et al., 1995) als auch durch
Transaktivierung wihrend der lytischen Replikation. Repression erfolgt durch negativ
regulatorische Sequenzen hauptsichlich im distalen Promotorbereich von BZLF-1. So wurden
dort zwei Bereiche ZIVA und ZIVB identifiziert (Montalvo et al., 1995), iiber die der
zelluldre Transkriptionsfaktor YY1 mehrfach an die DNA binden kann. Die von unserer
Arbeitsgruppe lokalisierten HI-Motive, die in sechsfacher Kopienzahl im Promotor von
BZLF-1 vorhanden sind, stellen weitere regulatorische Sequenzen dar. Versuche mit dem
distalen Promotoranteil vor dem SV40-immediate-early-enhancer-Promotor zeigten einen
negativ-regulatorischen Effekt der HI-Motive auf die Promotoraktivitit (Schwarzmann et al.,

1994).
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In weiterfithrenden Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde nun untersucht, ob diese
Motive aufgrund ihrer negativ-regulatorischen Eigenschaften in nicht permissiven Zellen die
Latenz des Virus durch Herabregulieren der Transkription von BZLF-1 stabilisieren.

Aus diesem Grund wurden die HI-Motive mutiert und auf ihre Wirkung im natiirlichen
Umfeld anderer regulatorischer Elemente hinuntersucht. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene Reporterplasmide mit dem gesamten Promotor von BZLF-1 mit
unterschiedlichen Kombinationen von Mutationen in den HI-Motiven vor dem Luciferase-
Gen hergestellt. Um den Einflul der HI-Motive auf die Aktivitidt des BZLF-1-Gens auch im
Kontext anderer viraler Gene, die mdglicherweise auf posttranskriptioneller oder
posttranslationaler Ebene mit der Expression von BZLF-1 wechselwirken zu untersuchen,
wurden durch Rekombination neue Epstein-Barr-Virus-Varianten hergestellt. Mit den so
generierten rekombinanten Viren sollte der Einflu der HI-Motive auf die Kontrolle der

lytischen Virusvermehrung hin untersucht werden.

4.2 Die Bedeutung der HI-Motive in vivo und in vitro

Die Basalaktivitiit des BZLF-1-Promotors unterscheidet sich in vivo und in vitro.

Bei Transfektionsexperimenten mit Reporterplasmiden war der BZLF-1-Promotor nahezu
inaktiv und zeigte keine von der Negativkontrolle (promotorloses Plasmid) signifikant
abweichende Aktivitdt. In der parallel zu meiner Arbeit durchgefiihrten Dissertation von Arnd
Dankesreiter (Universitdt Regensburg, 2000) wurden mit den selben Reporterplasmiden in
vitro-Transkriptionsexperimente durchgefiihrt. In diesem experimentellen Ansatz zeigte der
BZLF-1-Promotor im Gegensatz zu den hier beschriebenen in vivo-Studien eine sehr hohe,
dem CMV-Promotor vergleichbare Basalaktivitit. Es stellte sich die Frage, wodurch dieser
Unterschied zustande kam. Eine mogliche Erkldrung konnte in einer unterschiedlichen
Organisation der DNA im Bereich des BZLF-1-Promotors liegen.

In den letzten Jahren zeigte sich deutlich, daf eine verdanderte Nukleosomenstruktur der DNA
aufgrund von Actetylierung bzw. Deacetylierung der core-Histone einen wichtigen
Regulationsmechanismus der Aktivitit von Genen darstellt (Randhawa et al, 1990; von
Baehr et al., 1999; Knowles et al., 1995). So binden nach Deacetylierung die Histone H3 und
H4 fester an die DNA und verhindern somit die Auflockerung der Nukleosomenstruktur.
Dadurch wird eine Wechselwirkung mit dem Transkriptionskomplex erschwert oder sogar
verhindert (Ziegler et al., 1984). Die Deacetylase wird durch Faktoren, die nach Bindung an

spezifische silencer-Motive mit dem Korepressor mSin3 wechselwirken, der wiederum mit
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Histonacetylasen assoziiert ist, an ithren Wirkungsort gebracht (Pazin und Kadonaga, 1997;
Kadosh und Struhl, 1997).

Eine aktuelle Arbeit der Arbeitsgruppe um Paul Farrell besagt, da3 die geringe Aktivitit des
BZLF1-Promotors in der Latenz in vivo auf einer repressiven Chromatinstruktur beruht, die
nach Induktion der Virusvermehrung, ausgelost durch Ig-Quervernetzung und vermittelt
durch ZI-FElemente, in einen transkriptions-begiinstigenden Zustand iibergeht. Aus der
Literatur war bekannt, dal die EBV-DNA in latent infizierten Zellen in Nucleosomen
organisiert vorliegt (Shaw et al., 1979; Dyson und Farrell, 1985). Die Arbeitsgruppe von Paul
Farrell konnte auBerdem zeigen, daB8 auch der BZLF-1-Promotor auf Plasmiden in einer
Nucleosomen—assoziierten Form der DNA vorliegt (Jenkins et al., 2000).

Die in vitro-Transkriptionsexperimente von Arnd Dankesreiter wurden mit Kernextrakten
durchgefiihrt. Darin waren niedermolekulare Proteinfraktionen, in denen u.a. Histon-Proteine
vertreten sind, unterreprdsentiert. Bei den in vitro—Transkriptionen lag die DNA deshalb in
nicht-komplexierter Form vor (Sierra et al., 1990).

Falls das zuvor beschriebene Modell zur Regulation des BZLF-1-Promotors von EBV
zutriftt, wére es vorstellbar, dal der Promotor in den in vitro-Transkriptionsexperimenten in
aktivierter Form vorliegt und nicht durch Histone reprimiert wird.

Eine andere Erkldrung fiir die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der in vitro-
Transkriptionsexperimente und der transienten Transfektionen (in vivo) konnte sein, da3 den
Kernextrakten fiir die in vitro-Transkriptionsexperimente neben den hemmenden Histon-
Proteinen auch noch weitere, negativ-regulatorische Faktoren gefehlt haben, was die
unerwartet hohe Promotoraktivitét in vitro erkliren wiirde.

Ein dritter Regulationsmechanismus, der auf CpG-abhéingiger Methylierung des Promotors
beruht, konnte ausgeschlossen werden, da in beiden experimentellen Ansédtzen Plasmid-DNA
aus Bakterien verwendet wurde, die keine entsprechende Modifikation der Fremd-DNA

durchfiihren.

Die Wirkung der HI-Motive unterscheidet sich in vivo und in vitro.

Bei Transfektionsexperimenten mit Reporterkonstrukten, die Mutationen in einzelnen oder in
Kombinationen von HI-Motiven trugen, konnte deutlich eine silencer-Funktion dieser Motive
nachgewiesen werden. Besonders aufféllig war die ausgeprigte Steigerung der Basalaktivitit
des BZLF-1-Promotors bei mutiertem HIy-Motiv sowohl in der lymphoiden Zellinie DG75
als auch in den epithelialen Zellinien Tera9117 und H1299. Doppel- und Dreifach-Mutationen

fiihrten zu keiner zusétzlichen Steigerung der Promotoraktivitidt. Daraus kann man ableiten,
96



Diskussion

daB die HI-Motive nicht additiv wirken. Offensichtlich reicht die Mutation bestimmter
einzelner HI-Motive, wie die des HIy-Motivs, um ihre reprimierende Eigenschaft zu
zerstoren. Moglicherweise handelt es sich um einen kooperativen Effekt, der beispielsweise
mit der palindromischen Anordnung der HI-Motive im Promotor zusammenhidngen konnte.
Durch diese spezielle Anordnung wére die Ausbildung einer Sekundérstruktur denkbar, die
die Bindung eines reprimierenden Faktors ermoglicht und / oder die Bindung eines
aktivierenden Faktors verhindert.

Im originalen Promotor haben die HI-Motive in vivo demnach reprimierende Eigenschaften
in Bezug auf dessen Basalaktivitit. Dies stimmt mit den Ergebnissen mit kiinstlichen
Minimalpromotoren (Diplomarbeit Heide Sommer, Universitit Regensburg 1995) und mit
den fritheren Arbeiten mit distalen Promotoranteil (Schwarzmann et al., 1994) iiberein.
Vergleicht man die Ergebnisse der Transfektionsexperimente hinsichtlich der Wirkung der
HI-Motive auf die Basalaktivitit mit den Ergebnissen aus den in vitro-
Transkriptionsexperimenten von Arnd Dankesreiter, so zeigt sich, da3 Mutationen in diesen
Motiven in beiden Ansétzen genau entgegengesetzte Auswirkungen hatten.

Die Mutation einzelner HI-Motive fiihrte bei in vitro-Transkriptionsexperimenten zu einer
starken Verminderung der Aktivitit des Promotors, was auf eine positiv—regulatorische
Eigenschaft der HI-Motive schlieBen lieB. Da die HI-Motive, wie oben gezeigt, in
Transfektionsexperimenten eindeutig silencer-Funktion zeigten, deutete dies auf eine duale
Funktionsweise der HI-Motive hin, die schon in frilheren Experimenten unserer
Arbeitsgruppe mit kiinstlichen Promotorkonstrukten beobachtet werden konnte (Diplomarbeit
Heide Sommer, Universitdt Regensburg, 1995). So scheinen sie in vivo, unter Bedingungen,
die eine Komplexierung der DNA mit Histonen moglich macht, negativ-regulatorisch zu
wirken. In vitro hingegen, wenn diese Struktur aufgelost war, zeigen die Motive positiv-
regulatorische Eigenschaften. Die Wirkungsweise der HI-Motive wire folgendermalien
vorstellbar:

Liegt die DNA in einer Nukleosomenstruktur vor, so fungieren die HI-Motive als oben
beschriebene silencer-Motive. Durch die Bindung eines Faktors, der beispielsweise fiir die
Rekrutierung einer Deacetylase verantwortlich ist konnten sie die Nukleosomenstruktur der
DNA stabilisieren, und somit die Repression des BZLF-1-Promotors bewirken. Dieser
Zustand spiegelt die Latenz des Virus wieder. Von weiteren silencer-Motiven z.B. im LMP-1-

Promotor (Sjoblom-Hallen et al., 1999) konnte gezeigt werden, dal3 sie Deacetylasen binden,
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und so das Abdissoziieren der Histone von der DNA verhindern (Sjoblom-Hallen et al.,
1999).

Nach Auflockerung der repressiven Nukleosomenstruktur konnte die zweite, positiv-
regulatorische Funktion der HI-Motive durch das Zusammenspiel mit weiteren zelluldren oder
viralen Faktoren zum Tragen kommen. Diese ermdglicht dann die Expression des BZLF-1-
Proteins und die damit verbunden autokrine Stimulation des Promotors und den Eintritt des
Virus in die lytische Replikationsphase. Diesen Zustand spiegeln die in vitro-
Transkriptionsexperimente von Arnd Dankesreiter wieder.

Demnach bestiinden die HI-Motive aus mehreren, unterschiedlich regulatorischen Bereichen.
Gestiitzt wird diese Hypothese auch durch Ergebnisse aus der Dissertation von Arnd
Dankesreiter (Universitdt Regensburg, 2000). Mit einer Reihe von Mutationen konnte er am
HIo-Motiv eine 5’-upstream- und eine core-Region mit unterschiedlich regulatorischen
Funktionen nachweisen. Dal} sich der aktivierende Effekt in den Transfektionsexperimenten
nicht zeigte, deutet darauf hin, dal die beiden Effekte durch Bindung unterschiedlicher
Faktoren vermittelt werden. Aufgrund sterischer Hinderung durch die Histone bzw. die
Nukleosomenstruktur konnte die Bindung eines aktivierenden Faktors verhindern werden.
Dies wiirde sowohl mit der Hypothese der fehlenden Histonbindung und damit dem Verlust
der Repression der Basalaktivitdt, als auch mit der Hypothese der fehlenden negativ-
regulatorischen Faktoren in den Kernextrakten bei in vitro-Transkriptionsexperimenten
ibereinstimmen. Dies unterstiitzt die Hypothese einer dualen Funktion der HI-Motive, die
sowohl von der Struktur der DNA als auch von der Verfiigbarkeit von bestimmten
Transkriptionsfaktoren abhingt.

Dieses Modell, sowie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich, daf die Entscheidung iiber
latente oder lytische Replikation des EB-Virus ein komplexer Vorgang ist, der nicht auf der
Funktion eines einzelnen Promotorelements, sondern auf dem richtige Zusammenspiel vieler

verschiedenartiger regulatorischer Motive und Faktoren beruht.

Die Silencer-Funktion der HI-Motive: Wechselwirkung mit anderen regulatorisch
aktiven Bereichen im Promotor von BZLF-1

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Transfektionsexperimente in den drei untersuchten
Zellinien DG75 (lymphoide Zellinie), Tera9117 und H1299 (beide epitheliale Zellinien) fiel
auf, daB die Mutation des HIy-Motivs jeweils den stirksten EinfluB auf die Aktivitdt des

BZLF-1-Promotors hatte. Sequenzunterschiede in den HI-Motiven scheinen fiir diesen Effekt
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keine Rolle zu spielen. Vergleicht man die Sequenzen der vier HI-Motive, so zeigt sich kein
auffélliger Sequenzunterschied des HIy-Motivs im Vergleich zu den anderen HI-Motiven:

Hloo ACAGATGA

HIB ACATATGG

Hly ACAGATGG

HI6 ACAGAGGA
Des weiteren konnte Arnd Dankesreiter in Bandshift-Experimenten zeigen, dafl an die HI-
Motive o, B und y das selbe E-Box-Protein E2-2 bindet. Dabei handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor aus der Familie basischer Helix-Loop-Helix-Proteine.
Moglicherweise spielen andere regulatorische Elemente in der ndheren Umgebung des HIy-
Motivs eine Rolle fiir seine besonders starken regulatorischen Eigenschaften. Das Hly-Motiv
schlieBt direkt an das HI-Motiv an. Von diesem Motiv konnte gezeigt werden, daB} es mit
einer Bindestelle fiir den zelluldren Transkriptionsfaktor YY1 weitgehend {iberlappt
(Montalvo et al., 1995). An viralen Promotoren konnte fiir YY1 mit einer Ausnahme bislang
nur reprimierende Wirkung gezeigt werden. Mdglicherweise beeinfluf3t die Mutation des HIy-
Motivs aufgrund der raumlichen Néhe auf bisher nicht bekannte Weise auch die Bindung von
YY1 an HIP und fiihrt so zu dem ausgepragten Effekt der HIy-Mutation.
Einen Hinweis auf eine Wechselwirkung der HI-bindenden Faktoren mit YY1 gaben wieder
die Untersuchungen von Arnd Dankesreiter, der eine bisher unbekannte regulatorisch
wirksame Sequenz im 5’-Bereich des HI3-Motivs identifizierte. Er konnte zeigen, dall an
diesen Bereich der zelluldre Transkriptionsfaktor YY1 bindet. Im Promotor von BZLF-1
waren bereits drei weitere Bindestellen fiir YY1 lokalisiert und eine reprimierende Wirkung
dieses iibiquitdren Faktors auf die Transkription, nachgewiesen worden (Montalvo et al.,
1995). Somit konnte davon ausgegangen werden, dafl das im 5’-Bereich des HI-6-Motivs
bindende YY1 ebenfalls negativ—regulatorisch wirkt.
Durch die Mutationen waren unterschiedliche Bereiche bzw. Doménen des HIS-Motivs
betroffen. Denkbar wire, dal durch die Mutation des 5’-Bereichs von HId in der Vierfach-
Mutante kein Bindung von YY1 mehr méglich war, aber statt dessen nun in der unmutierten
core-Region ein Aktivator binden konnte.
Auch auf die autokrine Aktivierung des Promotors konnte in allen untersuchten Zellinien ein
deutlicher EinfluB der HI-Motive gezeigt werden. Die HI-Motive hemmten die Aktivitit des

mittels BZLF-1-Protein transaktivierten Promotors in DG75-Zellen im gleichen Malle wie die
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Basalaktivitdt. Dies lieB auf einen Zusammenhang zwischen Basalaktivitdt und
Transaktivierbarkeit der Promotoren schlief3en.

Dagegen zeigte die Vierfach-Mutante in den epithelialen Zellinien H1299 und Tera9117 keine
erhohte Aktivitdit im Vergleich zum unmutierten Promotor. Es ist denkbar, dal der oben
erwdhnte Aktivator zelltypspezifisch oder differenzierungsabhingig exprimiert wird, und
daher in den epithelialen Zellinien fehlt.

Es konnte gezeigt werden, dal die regulatorische Funktion der HI-Motive nicht unabhingig
vom Kontext des Promotors von BZLF-1 wirkt, sondern daf} eine Interaktion mit anderen
regulatorischen Sequenzen oder daran bindenden Faktoren stattfindet. Im Umkreis der HI-
Motive konnten verschiedenste Faktoren nachgewiesen werden, mit denen die HI-Motive
oder an sie bindende Faktoren wechselwirken konnten. So binden die Transkriptionsfaktoren
MEF2D, Spl und ATF/CREB, die nach Induktion eine Aktivierung am proximalen BZLF1-
Promotor vermitteln, bereits im nicht-induzierten Zustand (Borras et al., 1996; Liu et al.,
1998; Adamson et al., 2000). Von Spl und einer Vielzahl von Vertretern der ATF / CREB-
Familie ist eine direkte Wechselwirkung mit YY1 bekannt. Wie wir zeigen konnten,
beinhalten zumindest die HI-Motive B und & Bindestellen fiir YY'1. Die Interaktion von YY1
mit Spl spielt eine Rolle bei der Transkriptions-Initiation (Lee et al., 1993). Im c-fos-
Promotor konnte eine Unterdriickung der aktivierend wirkenden ATF / CREB-Faktoren durch
direkte Wechselwirkung mit der Repressordomidne von YY1 nachgewiesen werden (Zhou et
al., 1995). Diese Funktion konnte auch am BZLF1-Promotor wirksam sein. Moglicherweise
iibt YY1 seine Repressorfunktion durch Unterdriickung der ATF / CREB-Faktoren aus.

Dies wurde auch im unterschiedlichen Verhalten des Minimalpromotors gegeniiber dem
Originalpromotor deutlich. Im Minimalpromotor =zeigten isolierte HI-Motiven eine

kotransaktivierende Wirkung auf die Aktivierung durch Zta.

Die aktivierende Funktion der HI-Motive: Im Original-Gen (Promotor und
Leserahmen) von BZLF-1 ermdoglichen die HI-Motive die Expression des Z-
Transaktivators.

Von groBem Interesse war die Bedeutung der HI-Motive fiir die Regulation des BZLF-1-Gens
im Kontext des Gesamtgenoms von EBV. Zu diesem Zweck wurden rekombinante EB-Viren
mit Mutationen in den HI-Motiven hergestellt. Transfektionsexperimente mit Plasmiden, die
das Original-Gen (Promotor und BZLF-1-Leserahmen) trugen, zeigten iiberraschenderweise,

daB im Gegensatz zu den zuvor verwendeten Plasmiden mit Luciferase als Reporter die HI-
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Motive die Expression des BZLF-1-Proteins erst ermoglichten. Eine Mutation von HI-
Motiven fiihrte zu einer starken Abnahme der Aktivitit des Promotors. Bei mutiertem HIy-
Motiv konnte sogar iiberhaupt kein Reporterprotein mehr nachgewiesen werden.

Auf welche Weise die Mutation der HI-Morive im Promotor von BZLF-1 auf die Expression
des pCMVZ’-Plasmids wirken kann, ist bisher nicht bekannt.

Unklar war, auf welcher Ebene der Genexpression, Transkriptions- oder Translationsebene,
der Block lag. Ergebnisse der in vitro-Transkriptionsexperimente von Arnd Dankesreiter
zeigten bei mutierten HI-Motiven im BZLF-1-Promotor eindeutig, daB3 die Aktivitdt des
Promotors stark herabgesetzt war, und folglich deutlich weniger mRNA des Reporters
synthetisiert wurde.

Es gab mehrere Hypothesen, auf welche Art und Weise die Mutation der HI-Motive die
Expression des BZLF-1-Proteins beeinflussen konnten.

Eine Hypothese ergab sich aus der Anordnung der HI-Motive im BZLF-1-Promotor.
Aufgrund der palindromischen Anordnung wire es mdoglich, dafl ihre Wirkung durch eine
Verdnderung der DNA-Struktur vermittelt wiirde. Dies konnte allerdings nur im Kontext des
Original-BZLF-1-Leserahmens zur Wirkung kommen. In Abb. 23 ist das hypothetische
Modell einer solche strukturvermittelten Wirkung der HI-Motive dargestellt. Die
palindromische Anordnung der HI-Motive konnte eine Schleifenbildung der DNA
ermoglichen. Dadurch konnte ein weiter upstream gelegenes, positiv-regulatorisches Motiv
(Y) in den 5’-untranslatierten Bereich des BZLF-1-ORF gebracht werden. Uber den dort
direkt oder indirekt wechselwirkenden Faktor X wiirde die Transkription der BZLF-1 mRNA
aktiviert. Welche Bedeutung den einzelnen HI-Motiven bei dieser Strukturgebung zukidme, ist
unklar. Die Ergebnisse der Transfektionsexperimente zeigten eindeutig, dall die einzelnen HI-
Motive eine unterschiedlich wichtige Rolle bei der Regulation spielen. Sie deuten darauf hin,
dal dem HIy-Motiv eine dominante Rolle innerhalb der HI-Motive zukommt. Diese
Wirkungsweise der HI-Motive wire spezifisch fiir das BZLF-1-Gen und koénnte in den
Luciferasereportern durch den unterschiedlichen 5’-untranslatierten Bereich nicht zur Geltung

kommen.

101



Diskussion

JEXE

4_
[Hio ]
>< Faktor X
[HI& ]
—>

| BZLF-1 -ORF>

Abb. 23 Hypothetisches Modell der strukturvermittelten Wirkung der HI-Motive im
BZLF-1-Gen.
Zahlen = Positionsangaben bezogen auf den Transkriptionsstart +1;
Hlo-6 = HI-Motive im distalen Promotoranteil von BZLF-1;
Faktor X = Hypothetischer Faktor zur Aktivierung der BZLF-I-Expression in
vivo;
Y =Hypothetisches regulatorisches Motiv, das durch die Strukturgebung der HI-
Motive in die Umgebung des 5 -nichttranslatierten Bereichs des BZLF-1-ORF
gebracht wird.;

Eine weitere Hypothese geht von einer unkorrekten Positionierung der RNA-Polymerase nach
Mutation der HI-Motive aus. In deren Folge wird der Transkriptionsstart verschoben, was
eine verdnderten Leader-Sequenz zur Folge hat. Dies wiederum konnte zu einem frame shift
bei der Translation fithren, was ein nichtfunktionelles Protein zur Folge hitte. Aus einem
Vortrag am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Regensburg (Hengst
Ludger, November 1999) war bekannt, dal} dies eine mogliche Wirkungsweise regulatorischer
Sequenzmotive ist.

Primer-Extention-Experimente zeigten, dal} die entstandenen DNA-Produkte der unmutierten,
wie auch der mutierten Promotoren in der Léange der DNA-Fragmente identisch waren. Damit
konnte ausgeschlossen werden, da3 die Mutation der HI-Motive zu einer Verschiebung des
Transkriptionsstarts fiihrt und somit durch Verwendung des alternativen Startcodons (AUG)
der Translation kein intaktes Zta-Protein generiert wird.

Der experimentelle Ansatz des Primer-Extention-Assays ermoglichte auch eine Beurteilung,
ob die HI-Motive Einfluf} auf die Menge oder die Stabilitdt der synthetisierten mRNA nehmen
wiirden. Bei gleichen Mengen eingesetzter mRNA war die Intensitdt der Banden der DNA-
Produkte mit oder ohne Mutationen in den HI-Motiven nahezu gleich. Daraus wurde
geschlossen, dall bei allen Ansdtzen die gleiche Menge an mRNA synthetisiert wurde.
Weiterhin konnte aufgrund der experimentellen Vorgehensweise davon ausgegangen werden,
daB sich die entstandenen mRNAs in ihrer Stabilitdt nicht unterschieden. Somit konnte

angenommen werden, daf3 die beobachtete Regulation nicht auf Ebene der Transkription lag.
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Da nach Mutation des HIy-Motivs keine Expression des BZLF-1-Proteins mehr zu
beobachten war, die Menge der zuvor synthetisierten mRNA jedoch vergleichbar mit der des
unmutierten Promotors war, liegt die Vermutung nahe, daB die Regulation auf
posttranskriptionaler oder translationaler Ebene liegt. Der Mechanismus ist jedoch noch vollig

unklar.

4.3 Rekombinante Epstein-Barr-Viren: Die Wirkungsweise der HI-

Motive im Kontext des Gesamtgenoms von EBV.

Um die Bedeutung der HI-Motive fiir die lytische Vermehrung und die Latenz des EBV zu
untersuchen, wurden in Zusammenarbeit mit dem Labor von H.-J. Delecluse in Miinchen
(GSF) rekombinante EB-Viren hergestellt. Weder eine Uberinfektion von Rajizellen mit
Kulturiiberstand aus Zellinien, die mit dem rekombinanten Virus infiziert waren, noch
immunhistochemische Untersuchungen der latent infizierten 293-Zellinie nach Stimulation
der Virusvermehrung brachten Hinweise auf eine Einleitung des lytischen Zyklus und eine
Produktion von Nachkommenviren.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Ergebnisse war die Tatsache, dal3 bei der Klonierung der
Tetracyclin-Resistenz in das Genom von EBV der BRLF-1 Leserahmen zerstort worden war.
Dies war unvermeidbar, da der Leserahmen von BRLF-1 mit dem Promotor von BZLF-1
iiberlappt. Auch eine Koexpression beider Transaktivatoren erbrachte jedoch keinerlei
lytische Replikation. Daher war auszuschlieBen, dal das Fehlen des R-Transaktivators
Ursache der Replikationsunfdhigkeit der Viren war. Somit konnte davon ausgegangen
werden, daf} die Mutationen in den HI-Motiven eine Transaktivierung iiber Zta, und somit den
Ubergang in den reproduktiven Zyklus verhindern. Diese Ergebnisse stimmen mit den vorher
beschriebenen Ergebnissen der Transfektionen mit dem Originalgen von BZLF1 iiberein.
Auch dort war nach Mutation des HIy Motivs im Western-Blot keinerlei Z-Protein mehr

nachweisbar.

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, da3 die Funktion der HI-Motive im Promotor
von BZLF-1 stark von der Umgebung , in der sich diese Motive befinden abhédngt. Im Kontext
des Original-BZLF-1-Gens wirken sie deutlich positiv-regulatorisch auf die Expression von
Zta und ermdglichen somit in den untersuchten epithelialen Zellen den Ubergang in den

lytischen Zyklus. Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse ergibt sich eine wichtige
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Funktion der HI-Motive hinsichtlich der lytischen Vermehrung von EBV. Im Zusammenspiel
mit anderen, noch nicht genauer erforschten Elementen im Promotor von BZLF-1
ermOglichen die HI-Motive erst die Expression von Zta und somit die Autoregulation des

Gens.
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Anhang

Verwendete Ausgangs- und Expressionsplasmide

pGL2 basic (Promega)

Der Vektor der Firma Promega wurde fiir die Klonierung des Originalpromotors von BZLF-1
und verschiedener Mutationen der darin enthaltenen HI-Motiven verwendet. Der Vektor triagt
das Reportergen firefly—Luciferase, das jedoch aufgrund des Fehlens eines entsprechenden
Promotors nicht exprimiert wird. Durch Einsetzen geeigneter Promotorfragmente dient die
Expression des Reportergens als MaB fiir die Promotoraktivitit.

Bei Transfektionsexperimenten diente der Grundvektor als Negativkontrolle.

Pvu 1(5304) Hind 111 (48)

\

flori

Luciferase-Gen

pGL2 basic

Pw 1(4258)
e 1E28) 5597 bp

Ampr

/ SV 40 pdy Afor luc
CdE1 BamH 1 (2739)
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pGL3 control (Promega)

Der Vektor diente in Transfektionsexperimenten als Positivkontrolle, da durch den starken

SV40-Promotor das Luciferase-Gen konstitutiv hoch exprimiert wird.

upsteam palyA signal Multiple cloning site
NG e - Prmd-

F1origin

Luciferase gere (luct)

pGL3 control
Beta- Lactamase gene (AMpR)

© SVADlate palyA
ColE1 repl. arigin
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pSEAP (Tropix)

Dieser Vektor der Firma Perkin—Elmer / Tropix wurde fiir die Klonierung der
Minimalpromotorkonstrukte verwendet (Kapitel 3.1. Diplomarbeit Heide Sommer). Er enthalt
das Gen fiir die sekretierbare plazentale alkalische Phosphatase, das jedoch wegen des

Fehlens eines entsprechenden Promotors nicht exprimiert wird.

Asp718 Kpnl Miul Nhel Xho!l Bglll Hind 1l Sphl (9 - 61)

Pst| (189)
~ _BamH | (267)
SV40
M poly A
Xmn | (4689) ori
S ulg;;J- 2R
ca
pSEAP
o
Rk sva0  / SgrA1(1707)
intron .~
SV40 b
e polyA -~
s o

Sall (2947)" " BamH | (2941)
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pCMV-SEAP (Tropix)

In diesem Expressionsplasmid steht die plazentale 19sliche, alkalische Phosphatase unter der
Kontrolle des eukaryotischen CMV-Promotors. Somit wird das Gen konstitutiv hoch

exprimiert und wurde als Kontrolle der Transfektionseffizienz eingesetzt

Bglll (12) Ml (228)
Spe | (249)

Xmn | (7254)
Hind 11l (890)

Amp’  promoter
puC SEAP
“ pCMV/SEAP

Sv40 7.58 kb
poly A

Bsm 1 (5339) SV40
Spe | (3018)

Xba | (3024)

Kbnl(saas)/. Apa | (3030)
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pET 5¢c Z¢cDNA (Novagen)

In das bakterielles Expressionsplasmid pET 5c (Novagen) wurde die cDNA fiir das Zta-
Protein einkloniert (Promotion Nadja Prang). Das Plasmid enthdlt den T7-Promotor, die
Initiationsstelle fiir die T7-RNA-Polymerase, eine starke Ribosomen-Bindestelle aus dem T7-
Phagenkapsidprotein 10, die codierende Sequenz fiir die B-Lactamase (amp'), und den Col

E1-Origin (Graphische Darstellung von Nadja Prang).

BZLF1 cDNA

T 7-tag
T7-Promotor //
‘ PET 5c ZcDNA
(4,9 kBp)
lac |

Col E1 ori
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pCMV-Z2'

Dieses Expressionsplasmid fiir das Transaktivator-Protein Zta (Promotion Nadja Prang) fand
bei transienten Transfektionen in eukaryotische Zellen Verwendung. Es basiert auf dem

Vektor pcDNA I Amp (Invitrogen) (Graphische Darstellung von Nadja Prang).

CMV Promotor

BstXl|

(4,5 kBp)

Sphl
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pCMVZcDNA

Dieses in der Arbeitsgruppe vorhandene Plasmid basiert auf dem Vektor pCMVZ’ (Promotion
Nadja Prang). Es enthélt die cDNA des Zta-Proteins aus B95-8 unter der Kontrolle des T7-
Promotors und diente zur in vitro Transkription des BZLF-1 Proteins in Reticulocytenlysaten

(Promega) (Graphische Darstellung von Nadja Prang).

CMV Promotor

BstX]
amp’

pCMVZcDNA
(4,3 kBp)

BZLF1 cDNA

Sphl

Col E1 Neol
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pCR II™ TOPO (Invitrogen)

Dieser Vektor ermoglicht die effiziente Klonierung von PCR-Produkten, die iiber von der
Taq—Polymerase angehéngte 3'-Adeninreste verfiigt. Der Vektor besitzt die dazu
komplementiren 3'-iiberhdngende Thymidinreste. Durch die Klonierung in das lacZ—Gen ist
eine Blau—WeiB3—Selektion mdglich. Dieser Vektor war Ausgangspunkt fiir die Herstellung
des rekombinanten EBV.

Pwu 11 (56)
 Hind L (277)

CdEfai
. BamH]1 (295)
C Pw19)
Pu 1(550)

f1ori
pCRII-TOPO TA
3950 bp
 Pw TL(1213)
Ampr
Pw 1(2569)
Pw TL(1573)

Kerar
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pCP16 (Cherepanov & Wackernagel, 1995)

Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von H.-J. Delecluse, GSF, Miinchen iiberlassen.
Basierend auf pUC 19 enthédlt es eine Kassette mit dem Tetracyclinresistenzgen aus dem
Transposon Tnl0, flankiert von zwei FRT-Sequenzen. Diese Zielsequenzen fiir die flp-
Rekombinase ermdglichen, die einklonierte Resistenz nach Abschlufl der Selektion bei Bedarf
wieder aus zu rekombinieren. Die Tc®"FRT-Kassette kann durch Restriktionsenzymverdau

mit Hind /I] und Sma I herausgeschnitten werden.

Sma | (415)

Aj/ FRT

bla

pCP16
5249 bp

Tc - Resistenz - Kassett

/(/

Hin d 11 (3010)
FRT
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BZLFI-Promotorsequenz

AGTTTGGGTCCATCATCTTCAGCAAAGATAGCAAAGGTGGCCGGCAAGGTGCAATGTTTA

TCAAACCCAGGTAGTAGAAGTCGTTTCTATCGTTTCCACCGGCCGTTCCACGTTACAAAT

N P D M M *1
<

GTGAGTTACCTGTCTAACATCTCCCCTTTAAAGCCAAGGCACCAGCCTCCTCTGTGATGT

TATA-Box Hle
CATGGTTTGGGACGTGCTAAATTTAGGTGTGTCTATGAGGTACATTAGCAATGCCTGTGG
+------=--- +------=--- +------=--- +------=--- +------=--- +------=---

GTACCAARCCCTGCACGATTTAAATCCACACAGATACTCCATGTARTCGTTACGGACACC
CTCATGCATAGTTTCGAGGCAGTTTTCAGAAGTGTCTAAAATAAGCTGG
GAGTACGTATCARAGATTTTCTCCTCCTCCGTCARAAGTCTTCACAGATTTTATTCGACC
TGTCARAAATAGACAGCCCAGTTGARATATGCATGGCATGCAGCAGACATTCATCATTTA
ACAGTTTTTATCTGTCGGGTCAACTTTATACGTACCGTACGTCGTCTGTAAGTAGTARAT
GARATGTATCCAAGATTTCATTAAGTTCGGGGGTCAGGGGGGAGTCCAGATTCARATCCT
CTTTACATAGGTTCTAAAGTAATTCAAGCCCCCAGTCCCCCCTCAGGTCTAAGTTTRGGA
CTGTCATGGACTCTAGTGTTETGETCACTTCGTCCAAATGECCACGAGGGEACAGETERE
GACASTACCTGAGATCACAACACCAGTCAAGCAGGTTTACCGGTGCTCCCCCGCCCACCE

HIB
TCAGGTCCATCTGTCCACATATGGLCTGCTTCCTCCTTCTGGGGAATAACAGTGTCAGCCA

i s d-mmmm - dmmmmm - dmmmmm - dmmmmm -
AGTCCAGGTAGACAGGTGTATACCGACGAAGGAGGAAGACCCCTTATTGTCACAGTCGGT

Hly Hl o
TCTCCCTTAGGGCCTTCACGGCCTGACTGGTTTCTTCATCAGGGTCCTCCAACAGATGA
Fommm - Fommm - Fommm - Fommm - Fommm - o -

AGAGGGAATCCCGGAAGTGCCGGACTGACCAAAGAAGTAGTCCCAGGAGGTTGTCTACTG

TTGCCTCGGGGGTTACTGCGGGGGCCGGGTCAAGTGGCTGGGGCACCGGGGCTGGCGTTA

AACGGAGCCCCCAATGACGCCCCCGGCCCAGTTCACCGACCCCGTGGCCCCGACCGCAAT
-550

GGGATC
too o +1 Transkriptionsstart ATG Translationsstart
CCCTAG <! M

Abb. 24  Promotorsequenz des Leserahmens BZLF1.

Die HI-Elemente sind durchgehend gerahmt und beschriftet. Die TATA-Box
wurde durch einen gestrichelten Rahmen markiert. Transkriptions- und
Translationsstart sind wie in der Legende gezeigt markiert.
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