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Zusammenfassung

Die Vertreter innerhalb der Familie der Herpes-Viren weisen neben ihrer einheitlichen
Partikelmorphologie und vergleichbaren biologischen Eigenschaften auch ahnliche
Mechanismen in ihrer Genregulation auf. Durch Homologie-Vergleiche konnten oftmals
ahnliche Funktionen oder Regulationsmechanismen einzelner Gene bei den verschiedenen
Vertretern identifiziert werden. Den Ansto3 zu der vorliegenden Arbeit, der
Charakterisierung des BPLF1-Gens von EBV, gab ein Hinweis auf eine Homologie von
BPLF1 zu VP16 von Herpes-Simplex-Virus 1 (HSV-1). Dabei handelt es sich um ein
spates Gen des Virus, dem wahrend der lytischen Vermehrung eine Funktion als
Transaktivator fir die sehr frihen Gene des Virus zukommt und das eine zentrale Rolle fur
das Virusassembly spielt (Kieff, 1996). Ubereinstimmungen von etwa 30 % auf
Proteinebene zwischen BPLF1 und VP16 deuteten darauf hin, dass das EB-virale Gen
ahnlich wie VP16 an der frihen Kontrolle von Latenz oder lytischer Vermehrung beteiligt
sein konnte. Um jedoch Aussagen Uber die Funktion des Gens machen zu kdnnen, musste
zunachst seine Aktivitat und die Existenz eines Genproduokts/o nachgewiesen werden.

Grundlage fur alle experimentellen Untersuchungen war eine ausflhrliche
Computeranalyse, die sowohl auf Nukleinsaure- als auch auf Proteinebene durchgefuhrt
wurde. So konnten bereits vorab wichtige Eigenschaften des BPLF1-Gens identifiziert
werden. Die Genstruktur von BPLF1, d.h. Gr6R3e, Spleif3stellen, Polyadenylierung etc., war
dabei ebenso von Interesse wie die Charakterisierung der Sekundarstrukturen und
Modifikationen des BPLF1-Proteins.

Das Ziel der praktischen Arbeit bestand darin, sowohl die Transkription als auch die
Expression eines Genprodukia vivo nachzuweisen. Mit Hilfe von RT-PCR und
Northernblot-Analysen  konnten zunéchst zwei BPLF1-spezifische Transkripte
nachgewiesen werden. Trotz fehlendmnsensusplei3stellen zeigte sich neben dem
erwarteten Vollangetranskript von 9,5 kbp auch eine gespleildte, polyadenylierte BPLF1-
MRNA mit einer Grofl3e von ca. 3 kbp. Der Nachweis der Genaktivitdt von BPLF1 zu
einem bestimmten Zeitpunkt wahrend der Virusvermehrung wurde mittels einer Reversen-
Tranksriptions-PCR und anschlielender Southernblot-Hybridisierung, sowie durch
Northernblot-Analysen mit BPLF1-spezifischen Sonden durchgefihrt. Als Ausgangspunkt
dienten unterschiedliche Burkitt’'s-Lymphom- und lymphoblastoide Zellinien mit latenter
bzw. (chemisch induzierter) Iytischer Virusvermehrung. Der Nachweis der RNA lieferte
Informationen Uber das Transkriptionsmuster des Gens in diesen Zellen. So konnte
ausschlief3lich nach chemischer Induktion in der Burkitt's-Lymphom-Zellinie P3HR1/16
Genaktivitat gezeigt werden. Dadurch war eine Eingrenzung der Transkription auf die
spate lytische Phase der Virusvermehrung maglich.

Das Genprodukt des BPLF1-Leserahmens konnte durch einen indirekten Nachweis gezeigt
werden. Dazu wurde in Bakterien kloniertes, exprimiertes und gereinigtes BPLF1-Protein
als Antigen fur verschiedene Westernblot-Analysen mit Humanseren eingesetzt. Der
Nachweis von Antikérpern gegen das Protein lieferte indirekt den Beweis fiir ein BPLF1-
spezifisches Genprodukt vivo. Weder in seronegativen noch seropositiven Gesunden
konnten Antikorper gegen BPLF1 detektiert werden. Hingegen wurden in Seren von
Patienten mit starker Iytischer Virusvermehrung, z.B. aufgrund einer Reaktivierung oder
bei NPC-Patienten (Nasopharynxkarzinom), Antikbrper gegen das BPLF1-Protein
nachgewiesen. Ein direkter Nachweis des BPLF1-Proteins mit Hilfe von BPLF1-
spezifischen Antikorpern wurde angestrebt. Dazu wurde ein bakteriell exprimiertes und
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aufgereinigtes BPLF1-Proteinfragment fir die Immunisierung eines Kaninchens
verwendet. Mit Hilfe des polyklonalen Serums konnte aufgereinigtes BPLF1-Protein
eindeutig detektiert werden, ein Nachweis des BPLF1-Proteins in verschiedenen Zellinien
bzw. in Viruspartikeln war jedoch nicht erfolgreich.

Insgesamt konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich bei BPLF1 um ein aktives Gen
des Epstein-Bar-Virus handelt. Die enorme Grol3e des Gens, seine Expression wahrend der
spaten lytischen Vermehrungsphase des Virus und der Vergleich mit anderen herpes-
viralen Proteinen, bestatigte Vermutungen, dass es sich bei BPLF1 méglicherweise um ein
Strukturprotein oder eine Tegumentkomponente des Virus handelt. Des weiteren zeigte das
BPLF1-Gen eine vollig neue SpleiRvariante, bei der die Ausgangs-RNA trotz fehlender
bekannterconsensuspleil3stellen in einer reifen, prozessierten mRNA resultierte. Die
Ergebnisse zeigten, dass es sich bei BPLF1 keineswegs um ein Pseudogen des Virus
handelt, sondern dass diesem Leserahmen offensichtlich vielmehr eine Funktion im viralen
Lebenszyklus von EBV zukommt.
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1 Einleitung

1.1 Das Epstein-Barr-Virus

1.1.1 Die Entdeckung des Epstein-Barr-Virus

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) wurde im Jahre 1964 durch M.A. Epstein, B.G. Achong
und Y.M. Barr entdeckt und erstmals beschrieben (Epstein und Barr, 1964 b; Egistéjn
1965). Der Weg, der zur Entdeckung des Virus fuhrte, geht Giber den englischen Chirurgen
Denis Burkitt, der sich im Mulago Hospital in Kampala, der Hauptstadt Ugandas, mit der
Verbreitung bestimmter Krebserkrankungen in Afrika beschaftigte. Insbesondere kam er
zu dem Schluss, dass mehrere Tumorarten, die gehauft bei Kindern auftraten, als
einheitliches malignes Lymphom eingeordnet werden sollten, also als Krebserkrankungen
eines Typs der weil3en Blutkérperchen, namlich der B-Zellen (spater als Burkitt's
Lymphom (BL) bezeichnet) (Burkitt, 1958). Burkitt erkannte, dass mehrere Faktoren im
Zusammenhang mit dem Auftreten der Krankheit standen: Temperatur (geringe Hohe),
haufige Regenfalle und reichliche Wasservorkommen (Burkitt, 1962). Es zeigte sich eine
Ubereinstimmung mit dem afrikanischen Malariagurtel. Burkitt behauptete: "Die Tatsache,
dass die Verteilung der Krebserkrankung von klimatischen Faktoren abhangt, legt den
starken Verdacht nahe, dass ein Ubertrager, vielleicht eine Miicke, fir ihre Verbreitung
verantwortlich ist. Das lasst vermuten, dass der Erreger ein Virus sein konnte".

Als Burkitt diese Vermutung aul3erte, kannte man bereits zahlreiche Viren, die bei Tieren
Tumoren hervorriefen, aber noch kein einziges menschliches Tumorvirus. Im Jahr 1964
berichteten Epstein und Barr (Epstein und Barr, 1964 a), sowie unabhéngig von ihnen auch
R.J.B. Pulvertaft (Pulvertaft, 1964), sie hatten die krebsartig veranderten B-Zellen eines
Patienten mit Burkitt's-Lymphom unbegrenzt lange in Zellkulturen weitergezichtet. Nach
zytologischer Charakterisierung wurden die Zellen von beiden Arbeitsgruppen als schwach
differenzierte, primitive Lymphoblasten beschrieben. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
gelang es Anthony Epstein und seiner Assistentin Yvonne Barr aul3erdem in einer kleinen
Burkitt's-Lymphom-Zellpopulation virale Partikel nachzuweisen, die aufgrund ihrer
morphologischen Beschaffenheit den Herpesviren zugeordnet werden konnten. (Epstein
und Barr, 1964 b). Die Viruspartikel waren jedoch mit einem Durchmesser von etwa 110
nm bis 115 nm kleiner als das bereits bekannte Herpes-Simplex-Virus (HSV). Somit war
zu diesem Zeitpunkt weder die Identitdt des Virus noch eine mdgliche Rolle in der
Pathogenese des Burkitt's Lymphom geklart. In den Jahren nach der ersten Beschreibung
der viralen Partikel hatten verschiedene Arbeitsgruppen das Virus, das spater nach seinen
Entdeckern als Epstein-Barr-Virus (EBV) bezeichnet wurde, untersucht. Die
Wissenschaftler Werner und Gertrude Henle, die beide am Kinderkrankenhaus von
Philadelphia arbeiteten, entwickelten einen Test, mit dem sich bei Patienten mit Burkitt's-
Lymphom Antikdrper nachweisen lie3en, die nicht mit gesunden B-Zellen, aber mit
solchen, die aus dem Burkitt's-Lymphom stammten, reagierten. Dies war moglicherweise
ein Nachweisverfahren fir den Erreger in den Zellen des Burkitt's-Lymphoms. Dann
erlebten die Henles eine Uberraschung. Nachdem sie zuerst feststellten, dass die meisten
Afrikaner Antikdrper hatten, die Burkitt's-Lymphom-Zellen erkannten, fanden sie diese
auch bei ihren Labormitarbeitern und schliel3lich bei einem hohen Anteil der Bevoélkerung
aus aller Welt, von denen man nach dem Zufallsprinzip Proben entnommen hatte (Henle
und Henle, 1966; Levy und Henle, 1966). Die Untersuchungen ergaben, dass das Epstein-
Barr-Virus ein neues, vermutlich menschliches Herpesvirus sein musste, das offensichtlich
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uberall auf der Welt verbreitet war. Wie so oft in der Geschichte kam auch den Henles der
Zufall zu Hilfe. Eine ihrer technischen Assistentinnen erkrankte 1967 an Pfeiffer’'schem
Drusenfieber (Infektioser Mononukleoséls sie wieder zur Arbeit kam und man ihr
routinemaRig eine Blutprobe entnahm, um sie auf Viren zu untersuchen, enthielt das Blut
in hoher Konzentration Antikbrper gegen die B-Zellen des Burkitt's-Lymphoms, obwohl
der gleiche Test vor der Erkrankung negativ war. Die B-Zellen der Assistentin wurden in
Gewebekulturschalen gezichtet. Sie vermehrten sich unbegrenzt weiter (sie waren
immortalisiert), enthielten ein Antigen, das mit den Antikérpern aus Patienten mit
Burkitt's-Lymphom reagierte und setzten schlieZlich Viruspartikel frei, die von dem EBV
aus dem Burkitt's-Lymphom nicht zu unterscheiden waren. Weitere Untersuchungen von
Blutproben im Rahmen einer prospektiven Studie zu Infektioser Mononukleose erharteten
den Verdacht der Henles, dass EBV der Erreger des Pfeiffer'schen Drisenfiebers war.
(Henle et al, 1968). Eine weitere Beobachtung, namlich dass Antikorper gegen das
Epstein-Barr-Virus sehr lange bzw. lebenslang nachweisbar blieben, deutete darauf hin,
dass EBV nach der Erstinfektion eine Persistenz in den Zellen des hamatopoetischen
Systems etablierte, wie sie fur andere Herpesviren bereits bekannt war.

1.1.2 Die Assoziation des Epstein-Barr-Virus mit weiteren Erkrankungen des
Menschen

Das Epstein-Barr-Virus zahlt zu den am haufigsten auftretenden Viren des Menschen.
Aufgrund der serologischen Untersuchungen, die zeigten, dass EBV weltweit verbreitet ist
und dass Antikorper gegen EBV auch in mononukledren Zellen des peripheren Bluts
gesunder Menschen nachgewiesen werden konnen (Biedll, 1968), wird heute davon
ausgegangen, dass weltweit bis zu 95 % der erwachsenen Bevolkerung mit EBV infiziert
sind. Neben Erkrankungen, die gekennzeichnet sind durch eine lytische Vermehrung des
Virus (z.B. Infektibse Mononukleose, siehe Tabelle 1.1) treten auch immer mehr EBV-
assoziierte Tumorerkrankungen in den Vordergrund. Diese Erkrankungen basieren auf der
Eigenschaft des Virus, latent infizierte Zellen zur Proliferation anzuregen. In Folge der
Expression latenzassoziierter Genprodukte von EBV wird die Zellteilung stimuliert und
gleichzeitig die apoptotische Eliminierung der infizierten Zellen unterdriickt. Maligne
Tumoren oder anderweitige proliferative Erkrankungen treten jedoch nur auf, wenn die
Infektion mit unzureichender Immunkompetenz einhergeht. Einige EB-virale
Mechanismen tragen dabei direkt zur Storung der immunologischen Kontrolle bei. In den
letzten 10 bis 15 Jahren wurde EBV in einer Vielzahl von Tumorzellen verschiedenster
Neoplasien detektiert. Neben dem seit langem bekannten Burkitt’s-Lymphom (BL) und
dem Nasopharynxkarzinom (NPC) reihen sich nun auch die Hodgkin-Erkrankung (HD),
lymphoproliferative  Erkrankungen nach Organtransplantatiopost( transplant
lymphoproliferative diseasé”TLD); AIDS-assoziierte Non-Hodgkin-Lymphome (NHL),
verschiedene T-Zell-Lymphome und mdglicherweise Brust- und Leberzell-Karzinome, in
die Liste der EBV assoziierten Tumoren. Die Rolle, die EBV in der Pathogenese dieser
verschiedenen Tumorarten spielt, ist in den meisten Fallen nicht geklart. Lediglich im Falle
des Burkitt's-Lymphoms und dem Nasopharynxkarzinom kann bislang von einer
ursachlichen Beteiligung des Virus bei der Ausbildung des Tumors ausgegangen werden.
Das International Agency for Research on Cand@ARC) klassifizierte EBV als ein
Gruppe | Karzinogen. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick (iber die durch EBV induzierten
Krankheiten bzw. Giber die mit EBV-assoziierten Tumoren.
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Tabelle 1.1 Epstein-Barr-Virus-assoziierte Erkrankungen

Erkrankung Ursachen und Symptome

Erkrankungen charakterisiert durch eine lytische Vermehrung des Virus

Infektidse Mononukleose (IM, Pfeiffer’'scheSelbstlimitierende lymphoproliferative Erkrankung, die bei 50 % der

Driisenfieberkissing diseage Erstinfektionen mit EBV im Erwachsenenalter auftritt. Die charakteristischen
Symptome (Schwellung der lymphatischen Organe v.a. Tonsillen und
Lymphknoten, Rachenentziindung, Fieber, Leukozytose, evtl. Milz- und
LebervergrofRerung) sind auf eine massive T-Zell-Antwort gegen die
virusinfizierten Zellen zuriickzufiihren.

Chronisch aktive EBV-Infektion (CAEBV) Das Krankheitsbild &hnelt haufig der IM, es kann aber auch zu
schwerwiegenden Verlaufen mit Entstehung EBV-assoziierter Tumoren
kommen. Wichtigstes Kriterium fiir eine CAEBV: serologischer und
molekularbiologischer Nachweis der lytischen Vermehrung des Virus Uber
einen Zeitraum von mehr als 6 Monaten. Ursachen: vermutliche eine
verminderte Aktivitdt von zytotoxischen T-Zellen und Natirlichen
Killerzellen, sowie eine Stérung der Immunglobulinsynthese.

X-gebundenes lymphoproliferatives Syndro®eltene Erbkrankheit bei Mannern. Durch die Mutation eines x-chromosomal

(XLPS, Duncan Syndroin codierten T-Zell-spezifischen Proteins kommt es zu einer unkontrollierten
Proliferation virusinfizierter B-Zellen. Das Krankheitsbild resultiert in einer
fatalen IM, bei der die starke Proliferation der lymphoiden Zellen nicht
kontrolliert werden kann. Dies fihrt zur Zerstdérung des peripheren
Immunsystems und zur Infiltration und zum Versagen verschiedener Organe
wie Leber, Niere, Thymus und des Knochenmarks.

EBV-assoziierte Tumoren und Erkrankungen bei immunsupprimierten Personen

Burkitt’s Lymphom Schnell wachsender, monoklonaler B-Zell-Tumor, von dem eine endemische
(97 % EBV-assoziiert, in Aquatorial Afrika und Papua Neu-Guinea), eine
sporadische (15-85 % EBV-assoziiert) sowie eine AlDS-assoziierte Variante
existiert (30-40 % EBV-assoziiert). Bei allen drei Formen ist eine
Chromosomentranslokation nachweisbar, bei der das auf Chromosom 8
befindliche Protoonkogerc-myc in die Nachbarschaft genregulatorischer
Abschnitte der Immunglobulin-Gene auf den Chromosomen 1, 2 oder 22

gebracht wird.
Halsrachen-Karzinom (Nasopharynx&tark metastasierender Tumor von meist undifferenzierten Epithelzellen des
Karzinom, NPC) Halsrachenraums. In allen Biopsien undifferenzierter NPCs konnte EBV-

DNA nachgewiesen werden. Weltweit verbreitete Erkrankung mit besonders
hoher Inzidenz in Bevdlkerungsruppen Sidchinas, Nord- und Ostafrikas und
bei Eskimos. Neben einer genetischen Pradisoposition scheinen
Umwelteinflisse und Erndhrungsgewohnheiten eine wichtige Rolle zu
spielen.

Lymphoproliferative  Erkrankungen naclbiese Erkrankungen werden bei Organ- und Knochenmarksempfangern,

Organtransplantationen sowie bei HIV-infizierten Patienten beobachtet und sind auf eine mangelnde
oder fehlende immunologische Kontrolle der EBV-induzierten
Zellproliferation zurtickzuftihren

Hodgkin Lymphom (HD) Sporadisch auftretendes Lymphom, das gekennzeichnet ist durch das
Auftreten von Reed-Sternberg-Zellen (RS-Zellen). In den vier histologisch
unterscheidbaren HD-Subtypen kann EBV mit unterschiedlicher Haufigkeit
und nur in den RS-Zellen nachgewiesen werden.

Orale Haarleukoplakie (OHL) Infolge einer lytischen EBV-Vermehrung kommt es zu gutartigen L&sionen
des lateralen Zungengrundes. Diese Erkrankung tritt vor allem bei AIDS- und
immunsupprimierten Patienten auf.
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1.2 Die Biologie der EBV-Infektion

1.2.1 Model der EBV-Infektion im Menschen

EBV ist, wie andere Herpesviren auch, ein wenig umweltresistentes Virus und ist deshalb
so gut wie nie frei nachzuweisen. Die Ubertragung von EBV erfolgt in erster Linie tiber
den Speichel, insbesondere beim Kussen oder engem kérperlichen Kontakt. Eine
Ubertragung durch Blutprodukte oder Knochenmarkstransplantationen ist nicht
auszuschlieBen (Qu und Rowe, 1992; Masucci und Ernberg, 1994) Durch zwei vollig
verschiedene Vermehrungsstrategien gelingt es dem Virus nach dem Eindringen in den
Wirtsorganismus seine Erbinformation zu vermehren und Nachkommenviren freizusetzen.
Die lytische Infektion dient der Produktion und Freisetzung infektibser Viruspartikel,
durch die latente Infektion wird in der Wirtszelle ein viraler Ruhezustand etabliert, der sich
der immunologischen Kontrolle des Wirtsorganismus weitgehendst entzieht. Auf diese Art
und Weise steht ein permanentes Virusreservoir zur Verfligung, das nach geeigneter
Reaktivierung in eine produktive Phase mit erneuter Virusfreisetzung zurtickkehren kann

Initial infiziert das EBV Epithelzellen und B-Lymphozyten im Oropharyngealtrakt Gber
den Komplementrezeptor CD21. Dabei ist die Identitat der primaren Zielzellen von EBV
bislang nicht eindeutig geklart. Friher wurden differenzierte Epithelzellen der Parotis als
Hauptort der Ilytischen Virusvermehrungn vivo und damit Epithelzellen des
Halsrachenraums als priméres Ziel wahrend der Infektion angesehen (®ixakyl1984;
Allday et al, 1988). Neuere Studien postulieren jedoch, dass die Primarinfektion auch
direkt Uber die Infektion epithelstandiger B-Zellen erfolgen kann, welche insbesondere in
den Tonsillen in groRer Zahl vorhanden sind (Rickinson und Kieff, 1996; Anagnostopoulos
et al, 1995). Infolge der Primarinfektion kommt es neben der Produktion und Freisetzung
von infektiosen Viruspartikeln aufgrund lytischer Vermehrung des Virus auch zur
Ausbildung einer persistierenden Infektion. Als Ort der Persistenz von EBV im Korper
werden heute ruhende B-Gedachtnis-Zellen angesehen (Babtatk 1998; Yaoet al,

1989; Gratamat al., 1988). Ca. 1-50 pro £@B-Zellen im peripheren Blut sind mit EBV
infiziert und die Zahl dieser latent infizierten Zellen in einem Patienten bleibt Gber Jahre
hinweg stabil (Babcoclet al., 1998; Birx et al, 1986). Um der Eliminierung durch das
Immunsystem zu entkommen, werden wahrend dieser persistierenden Vermehrungsphase
verschiedene latente Genprodukte exprimiert, die die Erkennung virusinfizierter Zellen
durch zytotoxische T-Lymphozyten verhindern (siehe unten). Durch Reaktivierung kénnen
wahrend dieser asymptomatischen Persistenz des Virus in den ruhenden B-
Gedéachtniszellen auch immer wieder B-Zellen erfolgreich in den lytischen Zyklus
ubergehen. Die Produktion von Nachkommenviren bleibt dann jedoch auf Zellschichten
und Gewebe beschrankt, die dem Immunsystem nicht zugénglich sind éiVallf 1984;
Greensparet al., 1985; Sixbeyet al, 1986). So wird EBV standig an einigen Orten des
Korpers, wie der Ohrspeicheldrise oder der Gebarmutterschleimhaut, produziert, ohne
vom Immunsystem erkannt zu werden. Im peripheren Blut manifestiert sich die lytische
Replikation nur in Abwesenheit einer EBV-spezifischen Immunantwort. Genprodukte der
lytischen Vermehrung konnen daher in der Regel nur bei Patienten mit IM, bei
Immunsupprimierten nach Organtransplantation, sowie im Falle einer CAEBV im
peripheren Blut nachgewiesen werden (Pran@l., 1997). Die lytische Replikation des
Virus fuhrt letztendlich zur Infektion differenzierter Epithelzellen der Speicheldriisen und
zur Freisetzung infektioser Viruspartikel in die Speichelfltissigkeit des Wirts.
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Die Untersuchung der Infektionsablaufe von EBV wird durch den Umstand erschwert, dass
viele Infektionsmechanismein vivo nicht zuganglich undn vitro nicht nachvollziehbar

sind. Einerseits steht kein permissives Zellkultursystem zur Verfiigung, das den naturlichen
Ablauf des Iytischen Zyklus vollstandig reproduzieren kdnnte, andererseits beschranken
sich latente Infektionsstadien vitro auf wenige Phanotypen. Diese Phanotypen zeichnen
sich aus durch diskrete virale Expressionsmuster, sind jedoch nicht in der Lage, ein
vollstandiges Abbild der Interaktionen zwischen Virus und verschiedenartigen Wirtszellen
wie siein vivo auftreten, wiederzugeben.

1.2.2 Struktur und Organisation des Epstein-BarrVirus

Das Epstein-Barr-Virus (EBV, humanes Herpesvirus 4) bildet mit Herpes-Simplex-Virus 1

und 2, dem Varicella-Zoster-Virus (humanes Herpesvirus 3), dem Zytomegalievirus

(humanes Herpesvirus 5) und den Herpesviren 6, 7 und 8 die Gruppe der humanen
Herpesviren. Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften (Zelltropismus, Neigung zu

lytischer Infektion, Persistenz oder Tumorigenese) werden die Herpesviren in drei

Subfamilien Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae eingeordnet. Mit einigen anderen
Primatenherpesviren gehért das EBV zur SubfamilieG@mmaherpesvirinadier wieder

in die Gattund_ymphocryptovirus

Hullmembran

(envelopg mit
eingelagerten
GlykoproteinSpikes
Tegument

Kapsid mt

Viruskern €ore)

Abbildung 1.1 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Herpesviren bei der Adsorption an die
Wirtszelle.

Das Epstein-Barr-Virus zeigt den klassischen Aufbau der Herpesviren (siehe Abbildung
1.1). Die Virionen haben einen Durchmesser von 120 bis 180 nm und bestehen aus
insgesamt mehr als 30 Strukturproteinen. Sie sind von einer Hillmemerarelopg
umgeben, die sich wahrscheinlich von der inneren Kernmembran der Wirtszelle ableitet
und in die verschiedene glykosylierte und nicht glykosylierte Proteine eingelagert sind
(Roizman, 1996). Letztere, auch adpikes bezeichnete Strukturen, erfullen wichtige
Funktionen bei der Adsorption der Partikel an die Zellrezeptoren, bei der Penetration und
der Aufnahme in die Zelle. Im Falle von EBV dominiert das Glykoprotein gp 350/220 in
der aufReren Hullmembran. Unter der Membran folgt eine Tegumentschicht, die das
Viruskapsid von der Hullmembran trennt. Hierbei handelt es sich um eine unstrukturierte
Proteinmatrix, die bis zu 20 Virusproteine enthalt und unterschiedlich dick sein kann
(Roizman, 1996). Die in ihr eingelagerten Proteine gelangen bei der Infektion mit in die
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Zelle und Ubernehmen zum Teil wichtige regulatorische Funktionen wéhrend der
Frihphase des Replikationszyklus. Das Kapsid aller Herpesviren weist eine ikosaedrische
Struktur auf. Es besteht aus 162 Kapsomeren und besitzt einen Durchmesser von ca. 100
nm (Wildy und Watson, 1963). Im Inneren des Kapsids findet man das Uans-
(Viruskern), eine fibrillare Proteinmatrix mit der das doppelstrangige DNA-Genom
assoziiert ist (Furlongt al., 1972).

Das Genom des Epstein-Barr-Virus liegt in den Virionen als lineare, doppelstrangige DNA
mit einer Lange von 172 281 Basenpaare vor (Brael., 1984) (siehe Abbildung 1.2).

Durch homologe Rekombination terminaler Sequenzwiederholunigemifal repeats

TR) wird die lineare DNA bei der Infektion in ein zirkulares Molekul tberfihrt, das dann
als Episom im Kernplasma vorliegt (Lindadt al., 1976). Fur EBV konnte in einigen

Fallen auch die Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom beobachtet werden
(Delecluseet al., 1993). Neben determinal repeatsdenen auch eine funktionelle

Bedeutung bei der Verpackung der DNA in die Viruspartikel zukommt (Hammerschmitdt
und Sugden, 1989), wird das Genom von EBV durch vier interne Sequenzwiederholungen
(internal repeatsIR) in finf nicht repetitive BereichauiqueU1-U5) unterteilt. Innerhalb

des Genoms konnten drei Replikationsstartpunkte identifiziert werden. Im Verlauf der
latenten Infektion wird ein aleriP bezeichneter Startpunkt verwendet (Yatesal., 1984),
wahrend die Replikation im lytischen Zyklus alternativ an einer der beiden homologen
oriLyt-Sequenzen (Hammerschmitdt und Sugden, 1988) erfolgt.

Beide Strange des EBV-Genoms codieren fur insgesamt tber 100 Genprodukte, die
teilweise unter Verwendung unterschiedlicher Leseraster von miteinander tberlappenden
Leserahmen exprimiert werden. Dabei werden die viralen Leserahmen nach Lage und
Orientierung im Genom bezeichnet. Die Spaltung des Genoms von EBV mit der
Restriktionsendonukleag&amHIresultierte in 29 Fragmenten, die entsprechend ihrer
Grol3e mit einem Buchstaben bezeichnet wurdgan{HI A [fur das langste Fragment], B,
....Z, a,b, biBamHIh). Zusatzlich wird die Orientierung des jeweiligen Leserahmens nach
rechts (ight frame RF) oder links left frame LF) fur die Nomenklatur herangezogen

(z.B. BPLF1:BamHFFragment P, erster Leserahmen in linker Orientierung). Als Standard
fur diese Nomenklatur wurde der Laborstamm B95-8 (Bael., 1984) verwendet, der

eine 11,8 kbp lange Deletion besitBamHIFragmente in diesem Bereich werden mit
einem Apostroph gekennzeichnet (z.B. das sehr frihe Genprodukt BI'LF4). Eine
schematische Ubersicht des EBV-Genoms mit den wichtigsten Leserahmen und deren
Genprodukten ist in Abbildung 1.2 dargestelit.
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Abbildung 1.2 Das EBV-Genom mit den wichtigsten Leserahmen und deren GenproduktenTR =
Terminal RepeatlR = Internal RepeatU = Unique RegionOri = Origin; Cp, Wp, Fp, Qp =
verschiedene EBNA-Promotoren; LMP = Latentes Membranprotein; EBNA = EBV-Nukleédres
Antigen; EA = Early Antigen MA = Membranantigen; VCA =Virus Capsid Antigengp =
Glykoprotein.

1.2.3 Der Infektionszyklus des Epstein-Barr-Virus

Adsorption an die Zellmembran, Penetration Wwhttoating

Als zellularer Rezeptor fur das Epstein-Barr-Virus wurde der Komplementrezeptor CD21
(CR2) identifiziert, dessen eigentliche Funktion in der Bindung des Komplementfaktors
C3d liegt (Fradeet al., 1985). Die Adsorption von EBV an den zellularen Rezeptor erfolgt
uber einen Komplex aus den Glykoproteinen gp220 und gp350 (Nenedraiw1987).

Dabei ist die Affinitat des gp220/350-Glykoproteines zum CD21-Rezeptor im Vergleich
zum naturlichen Liganden C3d um ein Vielfaches hoher (Coepal, 1990). CD21 wird
primar auf B-Lymphozyten, follikularen dendritischen Zellen, aber auch auf T-Zellen
exprimiert (Fingerotlet al., 1988; Watryet al., 1991). Ob CD21 auch als EBV-Rezeptor
epithelialer Zellen fungiert, ist noch nicht eindeutig geklart. Im Rahmen verschiedenster
Studien, die sich mit der Infizierbarkeit von Epithelzellen und deren Bedeutung als
Virusreservoir beschaftigen, sollte jedoch geklart werden, inwieweit der CD21-Rezeptor
fur die Infektion von Epithelzellen verantwortlich ist (Anagnostopowdtial.,, 1995; Tacet

al., 1995; Karajannigt al., 1997; Fingerotket al., 1999). Nach der Adsorption an die
Wirtszelle erfolgt die Aufnahme der Virionen in zytoplasmatische Vesikel (CGaral,

190). Durch die Fusion von Vesikelmembran und Virushille werden anschlie3end
Nukleokapsid und Tegumentkomponenten ins Zytoplasma freigesetzt (Tetralerl987).
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Bei EBV wird diese Reaktion durch das virale Glykoprotein gp85 vermittelt (Miller und
Fletcher, 1988). Nach Auflésung des Nukleokapsids und dem Transport der Virus-DNA in
den Zellkern kommt es zu einer Zirkularisierung des EBV-Genoms durch Rekombination
der TR-Sequenzen. In episomaler Form verbleibt das Genom in den meisten Féllen
extrachromosomal in der Zelle. Welche Vermehrungsstrategie das Virus daraufhin
verfolgt, ist im Wesentlichen davon abhéngig, welche EB-viralen Genprodukte exprimiert
werden. Entweder Produktion und Freisetzung infektioser Viruspartikel aufgrund einer
lytische Genkaskade oder die Etablierung einer persistierenden Infektion durch Expression
latenter Genprodukte.

Die Latenz des Epstein-Barr-Virus

Die latente Vermehrung des Epstein-Barr-Virus ist dadurch gekennzeichnet, dass es in
dieser Phase zu keiner Produktion infektitser Viruspartikel kommt. Die Virus-DNA liegt

in den Zellen als extrachromosomales Episom im Kernplasma vor, wird parallel mit dem
Zellgenom repliziert und an die Tochterzellen weitergegeben. Im Gegensatz zu anderen
Herpesviren, wie z.B. Herpes-Simplex-Virus, synthetisiert das Epstein-Barr-Virus auch
wahrend der latenten Infektion bis zu neun verschiedene Proteine. Die B-Lymphoyzyten,
in denen das Virus persistiert, werden durch die Aktivitat dieser Proteine immortalisiert.
Sie erhalten also die Fahigkeit, sich unendlich zu teilen mndtro zu kontinuierlichen
Zellinien auszuwachsen (Pomt al, 1967; Lewinet al, 1990). Bei den Proteinen der
latenten Vermehrungsphase handelt es sich um sechs Kernproteine (EBNA-1 bis 6), zwei
Membranproteine (LMP-1 und LMP-2), sowie Transkripte des Leserahmens BARF-0
(Sadler und Raab-Traub, 1995; Fregsal., 1997; Kienzleet al., 1999), die fir ein Protein
unbekannter Funktion kodieren [Ubersicht in (Rickinson and Kieff, 1996)]. Zusatzlich
konnen zwei untranslatierte RNA-Transkripte detektiert werden (EBER-1 und EBER-2),
deren Funktion noch nicht eindeutig geklart ist. In Abh&ngigkeit der exprimierten latenten
Genprodukte und des Phénotyps der infizierten Zellen werden verschiedene Latenzstufen
unterschieden (siehe. Tabelle 1.2).
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Tabelle 1.2 Unterschiedliche Formen der Latenz des Epstein-Barr-Virus.

Latenz-Typ EBNA-1 EBNA-2 EBNA-3 LMP-1 LMP-2A EBER Erkrankung

Lat-0 +/- - - - + + Gesunde serpositive Personen
Lat-I + - - - - + Burkitt's Lymphom
Lat-11 + - - +/- + + Nasopharynx-Karzinom,

Hodgkin-Erkrankung, peripheres
T-Zell-Lymphom

Lat-1I + + + + + + Lymphoproliferative
Erkrankungen, XLPS, IM

So wurde der vom Immunsystem unerkannte, virale Ruhezustand in nicht aktivierten B-
Gedéachtnis-Zellen als Latenz-Typ O (Lat-O) eingestuft. In diesen Zellen ist die virale
Genexpression vermutlich auf das LMP2A-Protein und die EBER-Transkripte beschrankt.
Inwieweit auch das virale EBNA-1-Protein exprimiert wird, ist noch nicht eindeutig
geklart (Qu und Rowe, 1992; Tiernat d., 1994; Thorley-Lawsoret al., 1996) Durch
LMP2-A wird eine Aktivierung der infizierten Zellen durch deren B-Zellrezeptor
verhindert, was zur Aufhebung der Latenz und zur Induktion der lytischen viralen
Reaktivierung fuhren wirde (Burkhardt al., 1992; Longnecker und Miller, 1996) (siehe
auch Abbildung 1.3 B). Wahrend der Erstinfektion, bei B-Lymphozyten in Zellkultur,
sowie bei immunsupprimierten Patienten kommt es zur Ausbildung des Latenz-Typs Il
(Lat IlI). Hierbei werden alle latenten Genprodukte exprimiert, was eine Aufrechterhaltung
der Langzeitpersistenz sichert. Vermutlich gehen auch ruhende B-Zellen der Latenz-Stufe
0 und I nach Aktivierung durch Antigen und T-Helferzellen in diese Latenzstufe Uber
(Thorley-Lawson et al, 1996; Rowe, 1999). Burkitt's-Lymphome sowie Hodgkin-
Lymphome und Nasopharynxkarzinome werden den Latenz-Typen | und Il zugeordnet, die
ebenfalls durch spezifische Expressionsmuster latenter Gene charakterisiert sind (siehe
Tabelle 1.2).

Die Expression der latenten Genprodukte hat einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die
Regulation des viralen Vermehrungsverhaltens von EBV, als auch auf die Steuerung der
infizierten Wirtszelle in Richtung Immortalisierung oder Apoptose bzw. auf die
Modulation des Immunsystems. Abbildung 1.3 zeigt einen schematischen Uberblick tiber
die wichtigsten latenten Genprodukte und ihre Funktion in diesem komplizierten
Regulationsnetzwerk.
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Abbildung 1.3 Wichtige latente Genprodukte und ihre Funktion im Rahmen der latenten Infektion
A) Funktion und Eigenschaften des EBNA-1-Proteins. B) Regulationsnetzwerk der latenten
Genprodukte LMP-1, LMP-2, EBNA-2 und EBNA-3 (EBNA-3A, -3B, -3C). C) nicht-
translatierte RNA-Transkripte EBER-1 und EBER-2, deren Funktion bislang nicht geklart ist.
Die roten Balken bezeichnen eine Hemmung der entsprechenden Funktion (Erlauterung siehe
Text).

Die ersten viralen Genprodukte, die in latent infizierten Zellen nachgewiesen werden
konnen sind EBNA-2 und EBNA-LP (EBNA-5) (Roonest al., 1989; Hittet al, 1989;
Alfieri et al., 1991) (siehe Abbildung 1.3B) Durch die Wechselwirkung mit dem zellularen
Transkriptionsfaktor RBRj (CBP-1) (Henkel et al, 1994) (bt EBNA-2 eine
transaktivierende Eigenschaft auf verschiedene zellulare (CD21, CD23, c-frg, c-myc) und
virale Promotoren (Cp-Promotor, LMP-1 und LMP-2) aus (Wan@l., 1990b; Abbotet

al., 1990; Knutson, 1990; Kaiseries al., 1999). Zusammen mit EBNA-5 bewirkt EBNA-

2 in der frihen Phase der Infektion von B-Zellen einen Wechsel der Zelle von der
Ruhephase &in die Phase Gdes Zellzyklus (Sinclaiet al., 1994). EBNA-2 ist absolut
essentiell fur die Immortalisierung der B-Zellen (Coledral.,, 1989; Hammerschmidt und
Sugden, 1989).

EBNA-3A, 3B und 3C (= EBNA 3, 4, 6) stellen eine Familie von Genen dar, die nahe
verwandt sind. Alle Mitglieder dieser Familie fungieren als Transkriptionsregulatoren mit
entweder aktivierenden oder reprimierenden Eigenschaften. Die EBNA-3 Proteine besitzen
ebenfalls die Fahigkeit, an RBR-Zu binden (Robertsoet al., 1995; Robertsort al.,

1996). Dadurch wird die Bindung von EBNA-2 an den Transkriptionsfaktor verhindert und
die Aktivierung der entsprechenden Zielgene unterdrickt. Versuche mit rekombinant
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hergestellten Proteinen der EBNA-3-Familie zeigten, dass EBNA-3C essentiell fur die
Immortalisierung von B-Zellen ist (Tomkinsaat al., 1993) (siehe Abbildung 1.3B)

Das latente Protein LMP-1 ist das einzige fur die Immortalisierung notwendige Protein bei
EBV, fur das zweifelsfrei onkogenes Potential beschrieben wurde (Véaray, 1985;
Kulwichit et al, 1998). Es gehort zur Familie von TNF-Rezeptor-adhnlichen Proteinen
(TNF-Rezeptor, CD40, Lymphotoxin-Rezeptor) und bindet an verschiedene TNF-
Rezeptor-assoziierte Faktoren (TRAFs) (Mosiakgsal., 1995; Liebowitz, 1998). Die
Expression von LMP-1 resultiert in einer Aktivierung von MB-(Eliopouloset al., 1996;
Floettmannet al, 1998; Kilgeret al, 1998) und fuhrt zur Induktion verschiedenster
Signal-Transduktions-Kaskaden [JNK/AP1-Signalkaskade (Kiesetied, 1997), JAK-
STAT-Signalkaskade, GTPase cdc42 (Gietsl, 1999)]. Dabei verhalt sich LMP-1 wie

ein konstitutiv aktiver Rezeptor, der unabhangig von der Bindung extrazellularer Liganden
seine Funktion ausiben kann (Giretsal., 1997). Durch die Hochregulierung von bcl-2
und A20 (Hendersoet al., 1991; Lahertyet al.,, 1992) kann LMP-1 die Apoptose sowohl

in Epithelzellen (durch A20) (Friest al.,, 1996) als auch in B-Zellen (durch A20 und bcl-

2) verhindern (siehe Abbildung 1.3B).

Die beiden Proteine LMP-2A und LMP-2B werden von ein und demselben Gen codiert
und unterscheiden sich lediglich im ersten Exon, welches LMP-2B fehlt. Aufgrund dieser
Tatsache wurde spekuliert, dass LMP-2B als ein negativ wirkender Regulator zu LMP-2A
fungieren konnte. Ebenso wie bei LMP-1 handelt es sich bei LMP-2A um ein integrales
Membranprotein mit 12 Transmembran-Domé&nen. Der intrazytoplasmatische Anteil des
Proteins enthalt eine ITAM-Domanar(munoreceptor tyrosine based activation motiie
Kinasen der src- und syk-Familien rekrutieren kann. Diese Tyrosin-Kinasen sind involviert
in die Signal-Transduktions-Kaskade des B-Zell-Rezeptors. Die Bindung der Kinasen an
die phosphorylierte ITAM-Domane von LMP-2A reprimiert die Aktivierung der B-Zell-
Rezeptor-Kaskade und verhindert somit die Induktion der lytischen Replikation des Virus
(Fruehlinget al., 1996; Fruehling und Longnecker, 1997; Fruehlgtgal,, 1998) (siehe
Abbildung 1.3B).

Bei der Aufrechterhaltung der Latenz spielt auch das EBNA-1-Protein eine grol3e Rolle. Es
ist das einzige Protein, das in jeder EBV-infizierten Zelle exprimiert wird. EBNA-1 halt
den episomalen Status des EBV-Genoms in der infizierten Zelle aufrecht (Middleton und
Sugden, 1992) (siehe Abbildung 1.3A) und stellt somit die Verteilung der viralen Genome
auf die Tochterzellen sicher. Die Bindung von EBNA-1 an den Replikationsursprung oriP
fuhrt zur Aktivierung des Cp-Promoters (Reisman und Sugden 1986) und initiiert dadurch
die Transkription der allgemeinen EBNA-RNA von der die verschiedenen EBNA-Proteine
translatiert werden. Um eine Eliminierung des Virus durch EBNA-1 spezifische T-Zellen
zu verhindern, besitzt das EBNA-1 Protein eine charakteristische Glycin-Alanin-
Sequenzwiederholung. DieBepeatSequenz verhindert den Abbau des Proteins durch das
Proteasom und somit die Erkennung und Zerstérung der EBV-infizierten Zellen durch
zytotoxische T-Zellen (Levitskayat al., 1995; Levitskayaet al.,, 1997) (siehe Abbildung
1.3A).

EBER-1 und EBER-2 sind nicht-polyadenylierte RNA-Molekile ohne Cap-Struktur
(Clarkeet al.,, 1992), die hauptsachlich im Zellkern der Wirtszelle lokalisiert sind (Howe
und Steitz, 1986). Die genaue Regulation dieser beiden Transkripte, die sowohl im latenten
wie im lytischen Zyklus detektierbar sind, ist bislang noch nicht eindeutig geklart. Eine
immunologische Funktion der EBER-RNAs ist moglicherweise die Vermeidung der
Interferon-induzierten Immunantwort (Rosgal., 1981; Shart al., 1993).
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Die lytische Vermehrung des Epstein-Barr-Virus

Ziel der lytischen Infektion ist die Produktion und Freisetzung infektidser Virionen, durch
deren Ubertragung im Speichel die Verbreitung des Epstein-Barr-Virus gewahrleistet wird.
In vitro kann das in den lymphoiden Zellen latent vorliegende Virusgenom durch die
Behandlung mit verschiedenen Agentien (z.B. Phorbolester, Buttersdure, Ca-lonophoren
oder durch Quervernetzung von Oberflachenimmunglobulinen) reaktiviert und der Iytische
Zyklus eingeleitet werden (Luket al., 1979; Bauet al., 1982; Mellinghofet al., 1991).

Im Verlauf der produktiven Vermehrungsphase erfolgt die Transkription etwa 100 viraler
Gene (Baeket al,, 1984) in einer dreiteiligen Aktivierungskaskade, die aus der ,unmittelbar
frihen” (mmediate-earlyder ,friihen® arly) und der ,spaten“late ) Phase besteht.

In der ersten Phase erfolgt die Umstellung von der latenten Genexpression in die lytische
Kaskade. Dabei werden zunachst die sehr frihen Gemaddiate-earlyalpha) abgelesen,

die unabhangig von der Synthese anderer Virusproteine exprimiert werden kénnen. Zu
ihren wichtigsten Aufgaben zéhlt zum einen, Gene der Latenz abzuschalten (EBNA-
Promotoren im BamHI-C/W-Fragment, LMP-Promotor) und zum anderen die Gene der
zweiten Stufe €arly-Gene) zu aktivieren (Kennegt al., 1989). Somit kommt den sehr
frihen Genen eine regulatorische Funktion bei der Entscheidung Uber latente oder Iytische
Replikation zu. Bei EBV konnten bislang drei funktionell essentielle, sehr friihe
Genprodukte identifiziert werden: BZLF-1(Zta, Z-Transaktivator, Z, ZEBRA), BRLF-1
(Rta, R-Transaktivator, R) und BI'LF-4 (I'ta, I'-Transaktivator, I"). Eine besondere
Stellung nimmt dabei Zta ein, das unverzichtbar fir den Beginn der Iytischen Replikation
ist. Es ist das einzige der drei sehr frihen Gene von EBV, das in der Lage ist, ohne
Mitwirkung weiterer viraler Faktoren, in B-Lymphozyten die Latenz zu beenden (Grogan
et al., 1987; Countrymaret al., 1987). Die Regulation des BZLF1-Gens selbst unterliegt
dabei einer transkriptionellen (Kenney und Zalani, 1995), einer post-trankriptionellen
(Prang et al, 1995), einer posttranslationellen (Kenne al, 1989) und einer
immunologischen Kontrolle (Bogedain et al., 1995). Fur das zweite Genprodukt, Rta,
konnte eine ahnliche transaktivierende Eigenschaft in Epithelzellen (Zedaali, 1996)

und in B-Zellen (Ragocyet al, 1998) nachgewiesen werden. Die Transaktivierung
verschiedener friher Gene durch Rta verlauft allerdings in Koordination mit Zta (Holley-
Guthrieet al., 1990). Auch die Expression spater Gene scheint vom Vorhandensein beider
Faktoren abhéngig zu sein (Delecluse H.J., personliche Mitteilung). Das idritiediate-
early-Gen BI'LF4 scheint fur die Induktion der lytischen Vermehrung in B-Lymphozyten
nicht essentiell zu sein. Es wurde beobachtet, dass die transaktivierenden Eigenschaften
des Genproduktes I'ta zelltypspezifisch sind (Marschtll, 1991) und man vermutet,
dass die Funktion durch andere Faktoren komplementierbar ist. Bisher konnte lediglich die
Aktivierung des BMLF1-Promotorsérly-Gen) und des eigenen Promotors nachgewiesen
werden.

Bei anderen Herpesviren, wie z.B. HSV oder VZV, wird die Expressionirdenediate-

early Gene durch zusatzliche Transaktivatoren verstarkt. Dabei handelt es sich meist um
Tegumentproteine, die bei der Infektion in das Zytoplasma der Wirtszelle entlassen werden
und nach dem Import in den Kern transaktivierende Eigenschaften aufmdmediate-
early-Gene ausuben koénnen. Besonders gut untersucht ist diese Aktivierung bei den
Herpes-Simplex-Viren. Dabei fungiert die Tegumentkomponente VRIBIE, Vmw65,
ICP25) als Transaktivator (Greaves und O Hare, 1990). Das Protein, das wahrend der
lytischen Replikation selbst erst sehr spat synthetisiert vgasinmaGen) (Weinheimeet

al., 1992), ist fur die Replikation des viralen Genoms nicht unbedingt erforderlich; das
Virusassemblyedoch kann ohne VP16 nicht korrekt durchgefuhrt werden (Sméieat,
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1994). Seine Funktion als Transaktivator Ubt VP16 aus, indem es mit zwei weiteren
Faktoren, dem HCFhpst cell factoy (Simmenet al., 1997) und dem Octl-Bindeprotein
einen Multiproteinkomplex ausbildet (O Reilét al.,, 1997; Lai und Herr, 1997) und somit
indirekt an spezifische Promotorsequenzen der sehr frihen Gene binden kann. Eine
Viruskomponente, die in &ahnlicher Weise wie VP16 bei HSV die Regulation der
immediate-earhGene Ubernimmt, konnte auch bei dem Varicella-Zoster-Virus
identifiziert werden. Das Genprodukt d€3pen Reading FramdO (ORF10) ist im
Tegument des Virions lokalisiert und weist groRe Ahnlichkeiten zu VP16 auf (Moratchi

al., 1993). Ein Protein, das in &hnlicher Art und Weise wie VP16 bei HSV oder ORF10 bei
VZV eine zentrale Funktion bei der Aktivierung denmediate-earlyGene tbernimmt,
konnte bei EBV bislang nicht identifiziert werden.

In der nachsten Phase der lytischen Genkaskade werden die fréady beta) Gene
exprimiert. Dabei handelt es sich in erster Linie um Genprodukte, die fur die Iytische
DNA-Replikation benétigt werden wie z.B. die DNA-Polymerase (BALF5), die
Ribonukleotid-Reduktasen (BORF2 und BaRF1), die Thymidin-Kinase (BXLF1) und die
Alkalische Exonuklease (BGLF5) (Rickinson und Kieff, 1996). Insgesamt konnten bei
EBV etwa 30 friihe Gene identifiziert werden. In den meisten Promotorbereichen dieser
Gene sind Bindestellen fur ZtaZ{Response-ElementZRE) oder Rta R-Response-
Element RRE) enthalten, so dass diese ihre transaktivierende Funktion austuben kénnen.
Zu den Genprodukten, die durch Zta aktiviert werden, gehdéren zum Beispiel das post-
transkriptionell wirkende Transaktivator-Protein MSta (Buissbal., 1989) und auch das
Einzelstrang-DNA-bindende Protein p138 (BALF2) (Fixmenal, 1992). Ein weiteres
Genprodukt der friihen Phase, BHRF1, besitzt Homologien zu dem zellularen Faktor bcl-2
und scheintin vivo in der Lage zu sein, den im Verlauf der lytischen Replikation
induzierten apoptotischen Zelltod zu verhindern oder zu verzégern und so die Freisetzung
reifer Virionen sicherzustellen (Thoerley-Lawson, 1996).

Nach der DNA-Replikation wird schlie3lich das Virdssemblyeingeleitet. Die dazu
notwendigen Strukturproteine sind in den spéatete( gamma) Genen kodiert. Zu ihnen
gehoren die Glykoproteine gp220/350 (BLLF1), gp85 (BXLF2), gp110 (BALF4), gp 55/80
(BILF2) und das Protein p150 (BcLF1, VCAjrus capsid antigen Regulatorische oder
enzymatische Proteine konnten in der spaten Replikationsphase nicht gefunden werden
(Kieff, 1996).

Virusreifung und Freisetzung

Die lytische Vermehrungsphase resultiert in der Produktion und Freisetzung infektitser
Viruspartikel. Dabei ist Uber den Prozess der Virusreifulgseémbly, dem Transport der
Viruspartikel zur und der Freisetzung an der Zellmembran sehr wenig bekannt. Am besten
untersucht sind diese Vorgange bei den Alphaherpesviren zu denen auch HSV-1 gehort.
Fur die Mitglieder der Beta- (HCMV) und Gammaherpesvirinae (EBV) kdnnen zum
jetzigen Zeitpunkt kaum Aussagen getroffen werden.

Fur alle Herpesviren erfolgt zunéchst der Zusammenbau von unreifen Partikelvorlaufern
im Zellkern. Strukturproteine, kodiert von sehr spaten Genen der lytischen Genkaskade,
bilden dabei zusammen mit der neusynthetisierten Virus-DNA unreife Nukleokapside aus,
die mittels Knospunghudding)an der inneren Kernmembran in den perinukledren Raum

gelangen (Nii, 1992; Roizman und Sears, 1996). Alle folgenden Ereignisse, wie die
Assoziation der Tegumentproteine, der Transport der Vorlauferpartikel zur Zellmembran,
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die Ausstattung mit einer Hullmembran und der darin verankerten Glykoproteine, werden
kontrovers diskutiert. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen konnten im
Zytoplasma infizierter Zellen sowohl ,nackte” Kapside ohne jegliche Membran, teilweise
und komplett umhillte Virionen detektiert werden (Banfield und Tufaro, 1990;
Campadelli-Fiumeet al, 1991; Johnson und Spear, 1982; Toresial, 1992). Zwei
wesentliche Modelle zur Virusreifung wurden deshalb fur die Familie der Herpesviren
aufgestellt (Enquiset al.,, 1998; Whittaker und Helenius, 1998). Das erste Modell wurde
vor allem fir HSV-1 vorgeschlagen und postuliert ein einzigaddingEreignis. Dabei
binden zun&chst Tegumentproteine an die DNA-haltigen unreifen Nukleokapside und es
kommt zur Assoziation mit der inneren Kernmembran, wobei die Partikel ihre
Hullmembran mit eingelagerten Glykoproteinen erhalten. In Vesikeln verpackt erfolgt der
Transport der Virionen Uber den Golgi-Apparat, in dem die Glykoproteine weiter
modifiziert werden, an die Zellmembran, wo durch Exozytose die Freisetzung der reifen
Viruspartikel erfolgt (Stephens und Compans, 1988; Campadelli-Fiemal., 1991,
Campadelli-Fiumeet al., 1993; DiLazzareet al.,, 1995; Johnson und Spear, 1982; Roizman
und Sears, 1996). Fur andere Herpesviren wie z.B. EBV, Pseudorabies Virus (PrV), VZV
und HCMV wurde ein anderes Modell vorgeschlagen. Dabei kommt es zunachst zu einer
~Enthullung” der Vorlauferpartikel an der perinukledren Membran und in einem zweiten
Schritt zur Ausstattung mit einer Hullmembran in defransGolgi-Region
(Deenvelopment-Reenvelopment-Pathwéyard et al, 1993; Gong und Kieff, 1990;
Granzowet al., 1997; Johnson und Spear, 1982; Murakial,, 1996; Nii et al., 1968;
Radsalket al., 1996; Whealyet al., 1991; Zhuet al., 1995). Neuere Studien verweisen auch
fur HSV-1 auf diesen Reifungsprozess (Brovetal., 1996; Whiteleyet al., 1999).

Unabhangig davon wie die Virusreifung und die Freisetzung der reifen Partikel erfolgt, ist
fur den Zusammenbau der Virionen eine Komponente von entscheidender Bedeutung: das
Tegument. Laut Definition handelt es sich dabei um eine amorphe Region des
Viruspartikels, die sich zwischen dem Kapsid und der Hillmembran befindet. Die Dicke
dieser Schicht hat einen wesentlichen Einflul3 auf die Grol3e der Viruspartikel. Die Gruppe
an Proteinen, die diese Struktur ausbilden, ist wenig untersucht und ihre Funktionen meist
unbekannt. Insbesondere im Hinblick auf die duale Funktion, die den Tegumentproteinen
zukommt: Zum einen ihre Rolle zu Beginn der Infektion, wenn das Kapsid-Tegument in
die Zelle eindringt und Tegumentproteitrans-aktivierende Eigenschaften amimediate
early-Gene ausuiben und zum anderen ihre Aufgabe bei der Virusreifung und dem Austritt
aus der Wirtszelle.

Fur das Herpes-Simplex-Virus-1 konnten bislang die meisten Tegumentproteine
identifiziert und untersucht werden. Eine besondere Stellung nimmt dabei das bereits
erwahnte VP16-Protein ein, das sowohl als Transaktivator innerhalb eines
Multiproteinkomplexes mit HCFhost cell factoy und Oct-1 auf diemmediate earlyGene
Einfluss nimmt (Campbekt al., 1984; O Hareet al., 1988; Simmeret al., 1997; O'Reilly

et al, 1997; Lai und Herr, 1997), als auch essentiell fir die Virusreifung ist. Letztere
Funktion bewaltigt VP16 indem es in der spaten Phase des lytischen Replikationszyklus an
das vhs-Proteinvfrion host shutoijfdes Herpes-Simplex-Virus bindet. Die Aufgabe dieses
Proteins besteht normalerweise darin, den Abbau der zellularen und viralen mRNA zu
beschleunigen (Kwonget al, 1988). Spat im Infektionszyklus wird es in der Zelle
angehauft und durch die Bindung an VP16 in das Virion-Tegument verpackt. Diese
Bindung fihrt dazu, dass VP16 keinen Multiproteinkomplex mehr ausbilden kann und die
Transaktivierung der sehr frihen Gene unterbleibt (Smigeat, 1994).
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Weitere wichtige Strukturproteine bei HSV-1 sind VP1/2, VP13/14 und VP22.
Charakteristisch fur diese Tegumentproteine ist, dass sie als sehr spatarGeetd, )»)
exprimiert, posttranslationell modifiziert (z.B. VP1/2: Phosphorylierung an Serin-Resten)
und in relativ geringer Kopienzahl in das Virion eingelagert werden (150 Kopien flr
VP1/2; 1800 Kopien fur VP13/14). Die Funktion der Tegumentkomponenten ist
unterschiedlich. So wurde fur VP1/2, dem groRten Tegumentprotein von HSV-1, ein
Komplex mit einem virus-spezifischen 140 kDa-Protein beschrieben, der spezifisch an a-
Sequenzen von HSV-1 bindet. Diese Sequenzabschnitte spielen eine wichtige Rolle bei der
Spaltung und Verpackung der Virus-DNA in die Kapside wahrend \diessassembly
(McNabb und Courtney, 1992). Eine andere Funktion wurde fir VP13/14 gefunden. Als
bislang einziges Tegumentprotein weist VP13/14 ein Arginin-reiches Kernlokalisations-
Signal auf, wie man es bei Rev und Tat von HIV findet. Dies deutet auShintlingdes
Proteins zwischen Kern und Zytoplasma hin und spricht VP13/14 eine entscheidende Rolle
bei der Genexpression zu. Die Aktivitat des VP16-Proteins scheint ebenfalls von VP13/14
moduliert zu werden. Dabei konnte in Zellkultur gezeigt werden, dass das Protein nicht
essentiell fur die Virusvermehrung ist. VP13/14 kdnnte somit eine Rolle als akzessorisches
Protein zukommen (Donelly und Elliott, 2001a). Im Gegensatz zu VP13/14 wurde das
Strukturprotein VP22 von HSV-1 ausschlief3lich im Zytoplasma detektiert. Seine Funktion
konnte jedoch bislang nicht geklart werden (Donnelly und Elliott, 2001b).

Diese Beispiele des Herpes-Simplex-Virus-1 machen deutlich, welche unterschiedlichen
Funktionen die Tegumentproteine Ubernehmen konnen und inwieweit diesen
Strukturproteinen eine entscheidende Rolle bei der Virusvermehrung und der Produktion
infektioser Viruspartikel zukommt. Trotz alledem wurden bei anderen Vertretern der
Herpesvirus-Familie bislang kaum Tegumentproteine identifiziert und charakterisiert.
Tabelle 1.3 gibt einen schematischen Uberblick (ber bislang bekannte
Tegumentkomponenten.
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Tabelle 1.3 Wichtige Tegumentproteine von HSV, CMV und EBV und ihre Funktionen

Molekulargewicht (kDa)/Bezeichnung/Genort

HSV CMV EBV Modifikation Funktion

54/0-TIF,  ICP25, 71/-/UL82 -/-IBPLF1?
VP16, Vmw65/4 48

phosphoryliert Transaktives Protein, induziert die

74/NVP13-14/Y47

58/Vhs-
Protein/y 41

phosphoryliert,
glykosyliert

Transkription derimmediate-early
Gene

Moduliert die funktionelle Aktivitat

von VP16; besitzt ein arginin-
reiches Kernlokalisationssignal, das
auf ein Shuttling des Proteins

zwischen Kern und Zytoplasma
hindeutet

Virus-host-shutoff bewirkt Abbau
und Destabilisierung der mRNA-
Spezies der Wirstzelle

270/VP1-2/UL36 212/-/UL48 phosphoryliert Beteiligung an der Verpackung der
Virus-DNA in das Kapsid
18/-/Us11 myristyliert Bindet sich an die groRRe
Ribosomenuntereinheit und an die
mMRNA des U34-Gens, Antiterminator-
funktion?
150/-/UL32 phosphoryliert, Akzeptor von Phosphatgruppen
Ivkosvliert durch die virion-assoziierte
glykosy Proteinkinase, induziert virustyp-
Ubergreifende Antikdrperbildung
57/VP18,8/Y13 65/-/UL83 phosphoryliert Proteinkinase und Akzeptor von
Phosphatgruppen (bei CMV)
152/-/- Hauptkomponente des Teguments
85/-/UL25 phosphoryliert
38/VP22/ UL 49 phosphoryliert, Wahrend der frihen Phase der
Mono(ADP)- _Infektlon im Zytoplasma Iokalls_lert;
. . in der spaten Phase akkumuliert es
ribosyliert

im Kern

Ein weiteres erwdhnenswertes, jedoch wenig verstandenes Phanomen ist die Ausbildung
von sogenannteense-bzw. L-Partikeln. Dabei handelt es sich um Tegument-haltige
Partikel, die weder Kapsid- noch Nukleokapsidstrukturen besitzen. Fur das Equine-Herpes-
Virus 1, HSV-1, PrV und HCMV wurden solche Formen beschrieben (Irmiere and Gibson,
1983; McLauchlan und Rixon, 1992; Rixat al, 1992; Szilagyi und Cunningham, 1991;

Talbot und Almeida, 1977).

Die

Interaktion zwischen Tegumentproteinen und

Membranproteinen, unabhangig von der Anwesenheit der Kapsidstrukturen, scheint dabei
ausreichend fur den intranukledren und intrazytoplasmatischen Knospuomsss
(Granzowet al., 2001).
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1.3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel angefertigt, ein bislang unbekanntes Gen des
Epstein-Barr-Virus zu identifizieren. Auf verschiedenen Ebenen sollte der offene
Leserahmen BPLF1 genauer charakterisiert werden. Dabei stand eine zentrale Frage im
Mittelpunkt der Untersuchungen:

Handelt es sich bei BPLF1 um ein tatséchlich existierendes Gen, dasrmuvicio
transkribiert und exprimiert wird?

Literaturrecherchen lieferten nur wenige Hinweise auf die Existenz bzw. die Funktion des
BPLF1-Gens. In einem einzigen Verweis wurde eine Homologie von BPLF1 zu dem
Transaktivator VP16 von Herpes-Simplex-Virus 1 aufgefuhrt.

Grundlage fur alle experimentellen Arbeiten bildete deshalb eine ausfuhrliche
Computeranalyse des Gens, durch die der Leserahmen von BPLF1 eingehend auf
strukturelle Eigenschaften und Funktionen Uberprift werden sollte. Dabei stand sowohl die
Analyse der Genstruktur (GroRRe, Exon-Intron-Strukturen, Promotor-Elemente, usw. ) als
auch die Untersuchung des BPLF1-Proteins im Vordergrund. Neben der Charakterisierung
auf Nukleinsaure- und Proteinebene sollte in den Computeranalysen auch die in der
Literatur beschriebene Homologie zu VP16 genauer analysiert werden. Dadurch konnten
eventuell erste Hinweise auf die Funktion des BPLF1-Proteins erhalten werden.

Das Ziel der praktischen Arbeit bestand in erster Linie darin, sowohl die Transkription als
auch die Expression eines Genproduktsivo nachzuweisen.

Mit Hilfe von RT-PCR und Northernblot-Analysen konnten sowohl Aussagen bezlglich
des BPLF1-Transkripts selbst, d.h. Grol3e, Spleildvarianten, Polyadenylierung etc., als auch
bezuglich der Aktivitat des Gens getroffen werden. Der Einsatz verschiedenster Zellinien
erlaubte die Eingrenzung der Aktivitat des BPLF1-Gens auf einen definierten Zeitpunkt
wahrend der Virusvermehrung.

Im Anschluss an die genaue Charakterisierung der BPLF1-RNA und ihrer Eigenschaften
sollte dann das BPLF1-Protein identifiziert werden. Von besonderem Interesse war dabei,
ob es tatsachlich zur Expression eines BPLF1-spezifischen Genproduktes kommt und
welche Funktion dieses Protein im viralen Lebenszyklus tGbernimmt. Auch die in den
Computeranalysen identifizierten Eigenschaften und Modifikationen, wie z.B.
Phosphorylierung oder Lokalisation in der Wirtszelle, sollten genauer untersucht werden.

Durch die Charakterisierung des BPLF1-Leserahmens sowohl auf transkriptioneller als
auch auf translationeller Ebene sollte somit ein Gesamtuberblick Gber die Aktivitat und die
Funktion des BPLF1-Gens geschaffen werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Bakterienkultur

Fur Klonierungen und Plasmid-Préparationen wurde Esrherichia coliStamm DH®
verwendet, der sich vom Sicherheits-Stamm K12 ableitet. Die d#&@ilturen
entstammten dem Vorrat der Arbeitsgruppe und wurden urspriinglich aus der Deutschen
Sammlung fir Mikroorganismen in Gottingen bezogen. Spezielle Klonierungen
erforderten den Einsatz Methylierungs-sensitiver Restriktionsenzyme. Zu diesem Zweck
wurde der Bakterienstamm SCS 110 eingesetzt, dem die Gene fir die Addgin-und
Cytosin-Methylierung dcn) fehlen. Fir samtliche Klonierungen mit Hilfe d@©PO TA
Cloning” Kit der Firma Invitrogen (Groningen, Niederlande) wurde der Bakterienstamm
TOP10 verwendet. Die rekombinante Expression verschiedener BPLF1-Fragmente wurde
iIm Bakterienstamm TOPP3 durchgefuhrt. Dieser Stamm ist kein DerivaEaedi K12
Sicherheitsstammes und eignet sich besonders fiir die Produktion schwer exprimierbarer
Proteine (Er wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Thomas Dobner zur
Verfiigung gestellt).

E.coliK12 DH5a (Woodcocket al., 1989)

F'endAl hsdR17¢rmy") supE44 thi recAl gyrA (Nal relAl A(lacZYA —argF) U169
(080d laa\(lacZ) m15)

SCS 11QStratagen® , Heidelberg)
rpsL (Stf) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm
SUpE44\(lac-proAB)[F traD36proAB ladZAM15]

E. coliTOPP 3(Stratagen#', Heidelberg)
Rif" [F'proAB lacf ZA M15Tn10(Teb(Kan)]

E. coliTOP10(Invitrogen, Groningen, Niederlande; http://www.invitrogen.com)
FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC¥80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD139A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(SrendAlnupG

Die Anzucht von Flussigkulturen, Herstellung von Agar-Néhrbéden und die
Konservierung von Bakterienklonen erfolgte nach Angaben des Herstellers bzw. nach
Standardprotokollen (Sambroekal., 1989).
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2.1.2 Zelllinien

Die nachfolgenden Zelllinien wurden im Rahmen dieser Dissertation fur Arbeiten wie
Transfektionsexperimente, zur Gewinnung von Nukleinsauren und Proteinextrakten
verwendet.

B95-8 (Miller et al., 1972)

Die Zelllinie wurde durch Infektion von B-Lymphozyten aus Marmoset-Aff@al{ithrix
jacchug mit Rachenspilwasser eines Spenders mit akuter IM gewonnen. In einem
Prozentsatz von 3-5 % der Zellen repliziert EBV lytisch, wodurch sich die Zellen zum
Nachweis lytischer Antigene, auch ohne chemische Induktion, eignen. Suspensions-
Zelllinie.

Raji (Pulvertaft, 1964)

Die Raji-Zelllinie wurde aus einem afrikanischen Burkitt's Lymphom etabliert. Die
Zelllinie besitzt eine Deletion in der BALF2-Region, die fur das frihe Protein p138
kodiert. Die Zellen konnen daher keine infektiosen Viruspartikel produzieren.
Suspensions-Zelllinie.

LCL-EM (entspricht ATCC CRL 721.221)

Diese lymphoblastoide Zelllinie (LCL) stammt von einem Spender des Institutspersonals
und wurde mittels Immortalisierung der B-Lymphozyten durch Infektion mit dem EBV-
Stamm B95-8 gewonnen. In diesen Zellen persistiert EBV strikt latent. Suspensions-
Zelllinie.

P3HR1/16 (Tayloet al., 1989)

Diese latent mit EBV infizierte Burkitt’s-Lymphom Zelllinie ist ein Subklon der Daudi-
Zelllinie. Sie besitzt eine Deletion im rechten Teil des IR1, in der gesamten U2-Region und
ist vollstandig in IR2 deletiert. Dieser Zelllinie fehlen damit die fur die Immortalisierung
von lymphoiden Zelllinien entscheidenden Proteine EBNA5 und EBNAZ2. Durch
chemische Induktion mit TPA und Butterséure lasst sich EBV in dieser Zelllinie gut in den
lytischen Zyklus Uberfihren. Suspensions-Zelllinie.

DG75 (Ben-Bassatt al., 1977)

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine EBV-negative Zelllinie, die aus einem
Burkitt's Lymphom gewonnen wurde. Suspensions-Zelllinie.

COS7 (Gluzman, 1981)

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine Affen-Nieren-Zelllinie, die durch
Transformation der CV-1-Zelllinie (ATCC CCL-70) mit einerigin-defekten Mutante des
SV40-Virus, das fur das Wildtyp T-Antigen kodiert, gewonnen wurde. Die Zellen weisen
eine Fibroblasten &ahnliche Morphologie auf. Die Zelllinie ist besonders geeignet fir
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Transfektionen mit Vektoren, die die Expression des SV40 T-Antigens bendétigen.
Adharente Zelllinie (siehe Kapitel 2.4.3).

2.1.3 Antikdrper und Seren

Tabelle 2.1: Verwendete Antikdrper und Seren

Bezeichnung Ziel Firma

Maus-anti-BZ1 (Mak) BZLF1-Protein Dako Diagnostika, Hamburg

Maus-anti-PE2 (Mak) EBNA2-Protein Dako Diagnostika, Hamburg

Maus-anti-GST GST Amersham Pharmacia Biotech
Europe, Freiburg

NPC-Serum (polyklonales Serumgemisch Humane Antigene Max von Pettenkofer Institut,

von NPC-Patienten) Minchen

Polyklonales Kaninchen-Serum anti-BPLF1 BPLF1-Protein Eigene Arbeitsgruppe

Anti-Digoxigenin, AP konjugiert, Digoxigenin Roche Diagnostics, Mannheim

Fab-Fragments

Kaninchen-anti-Maus, AP konjugiert FC-Anteil von Maus-AK’s Dako Diagnostika, Hamburg

Kaninchen-anti-Mensch IgA, 1gG, IgM, Fc-Anteil von humanen IgA-, IgG-Dako Diagnostika, Hamburg

HRP konjugiert IgM-Antikdrpern

Kaninchen-anti-Mensch IgA, 1gG, IgM; Fc-Anteil von humanen IgA-, 1gG-,Dako Diagnostika, Hamburg

AP konjugiert IgM-Antikdrpern

Esel-anti-Kaninchen lg, HRP konjugiert Fc-Anteil von Kaninchen Antikbrpern  Amersham Pharmacia Biotech

Europe, Freiburg

2.2 Oligo-Desoxynukleotide

Die Oligo-Desoxynukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen.
Oligonukleotide mit einer Lange von mehr als 30 Basen wurden HPLC gereinigt
verwendet. In den folgenden Tabellen sind die Oligo-Desoxynukleotide mit ihrer genauen
Bezeichnung, ihrer Lage innerhalb des EBV-Gesamtgenoms und ihrer Basenabfolge in 5°-
3 Orientierung aufgeflhrt.
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Tabelle 2.2 PCR-Primer fur die Klonierung verschiedenster Abschnitte des BPLF1-Gens

Bezeichnung

Genomkoordinaten

Oligonukleotid-Sequenz (5°- 37)

bplfl-15
bplfi-1 3°
bplf1-1l 5°
bplf1-l 3°
bplf1-1ll 5°
bplf1-111 3°
bplfi-IV 5°
bplfl-Iv 3°
bplfl-v 5
bplfl-v 3
BPLF1-long 5
BPLF1-long 3°

BPLF1-long2 5°
BPLF1-long2 3°

BPLF1-Clal 5°
BPLF1-Clal 3°

BPLF1-Clal/2 3

rekl 5
rekl 3°
rek2 5°
rek2 3°
rek35°
rek3 3°
rek4 5°
rek4 3°
5" rabbit
3’ rabbit

71509-71527
69470-69487
69514-69532
67508-67526
67544-67564
64565-64582
64638-64657
62885-62901
62961-62977
62078-62100
71516-71536
61990-62009
71633-71652
61900-61921
67835-67857
67848-67872
67794-67814
72420-72437
71439-71456
68176-68194
67334-67351
68047-68063
67008-67025
62641-62657
61633-61651
66080-66097
64547-64554

CGCGGATCCAAGCTTATGAGTAACGGCGACTGGG
CGCGGATCCGGTGGGGATATCGGAGGC
GAAGATCTAAGCTTCCTTTCCTATCCATGTCCG
GAAGATCTTGGGATGAGCGTTTGGGAG
GAAGATCTAAGCTTGATGCCCTGAGACTACTCTC
GAAGATCTCCAGAGCTGCTGAAGGGC
GAAGATCTAAGCTTCTGGTCCACAACCAAAGTAC
GAAGATCTCAAGCCGGACCCCAGGG
GAAGATCTAAGCTTGGCGCAGCAGCCTCCGC
GAAGATCTTTACAGATACAAAAACTTGAGTC
CCGCCGAAGATGAGTAACGGC
GGACAACCCCACGACACCGC
AGACAGAGGAGAGGCGGAGG
TCATCTATTAGCAGCCTCCGGG
CCATCGATAACTACATTGCCTCC
TTATCGATGGTGTAGAAGGTGATGG
ACCGGCAAGTCACGATAGAGG
GTTCAAGCTTCGGGATTACACATTCGC
GGTTCAAGCTTCCGGGGGCATTCACATCC
GAACCCGGGGAGACCACCAGAGAAAACG
CTTGAGCTCTTTGTTGGG
CGCAAGCTTCAACCACGACAACCCCG
TCCCTCAAGCTTCTCACCCTCGTTATTCCC
GGAACCCGGGCAGGAGCAGACAGCAAC
CGGAGCTCGCTCAAAGAAGTTACCTGG
CGCGGATCCGGTCTTTCCGAAGGAGCC
CGCGGATCCCAGCGGGCGCAATGAGTG
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Tabelle 2.3 Oligonukleotide als Primer fur RT-PCR, Mutagenese-PCR und als Hybridisierungssonden fur
Southernblot-Analysen

Bezeichinung Genomkoordinaten Oligonukleotid-Sequenz (5°-3")

BPLF1-5" RT 64880-64898 AGATGGGGGTTTGGGAGAC

BPLF1-3' RT 64547-64555 CAGCGGGCGCAATGAGTG

SMART Il Oligo AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG
CDS AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC'I{30)N_1N1

5" Quick rek2/3 GGCGGGCTTAAAGCCTTCGGCCTCCAGG

3" Quick rek2/3 CCTGGAGGCCGAAGGCTTTAAGCCCGCC

DIG 64638-64657 CTCGTCCACAACCAAAGTAC

DIG-Bio-Sonde 64639-64668 BidACTTTGGTTGTGGACCAGGCCCAAGAACT

1 (N=A,C,GoderT; N,=A, Goder C

2 bio= biotinyliert



Material und Methoden 23

Tabelle 2.4 Sequenzierprimer fir Abschnitte des BPLF1-Gens und verschiedener Expressionsplasmide

Bezeichnung Genomkoordinaten Oligonukleotid-Sequenz (5°-3°)

Seq 1l 70567-70584 CGGCAGGGAATGAGTCGG
Seq 2 70212-70229 GTGGTGGAGGACAGAGGG
Seq2.2 70127-70144 GATTACTGGAGGGGGAAG
Seq 3 69796-69814 GCTGCTGAGGAAGAAGTGG
Seq 3.2 69746-69763 CTGCTGAGGAGGAAGAGG
Seq 3.3 70381-70397 TGAAGAGGGGAGGGCTGG
Seq 4 68569-68586 CAAAGGGGGGCACTGAGG
Seq 5 68218-68237 CTGTCTCAAACTCTGGAAGG
Seq 6 66464-66482 CTCTCGCCTTGTCAGCAGC
Seq 7 65995-66011 CCAGGAGCCGTGTTAGC
Seq7.2 65939-65957 GCCAACCTCAGCTCCTCC
Seq 8 65067-65084 GAGGCGATGAGACTGGCG
Seq 9 65466-65484 GTTTCCAGCCAGAGGGTGC
Seq 10 64198-64214 CCTCTACTGCGACGGGC
Seq 11 63698-63715 CAGTTGGGAGGAGGGGAG
Seq 12 71346-71364 CACTGGATGCCGGCAAAGC

pGEX 5" Sequencing
pGEX 3" Sequencing

GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG

pcplémucrek5” V TGTTGGGAAGGGCGATCG
pcpl6émucrek3’ V GAGCGAGGAAGCGGAAGA
pcplémucrek5” Tc ATAGATCGGGGATCTTGAAG
pcplémucrek3” Tc GCTTCAAATAAAACCTATCTATT
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC

2.3 Plasmide und Cosmide

Die folgenden Plasmide und Cosmide wurden flir Klonierungsarbeiten, Expression
rekombinanter Proteine und fiir vitro-Transkriptionen eingesetzt.

pCR®II-TOPO (Invitrogen, Groningen Niederlandittp://www.invitrogen.com

Klonierungsvektor fiir Tagcamplifzierte oder nachtraglich adenylierte PCR-Produkte
(TOPO TA-Klonierung); bidirektionaler Expressionsvektor mit T7- und Sp6-Promotor,
geeignet flin vitro Transkription.
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pcDNAZ3 (Invitrogen, Groningen, Niederlande;lgtp://www.invitrogen.com

Bidirektionaler Expressionsvektor mit T7- und Sp6-Promotor sowie einem CMV-
PromotorEnhancer und einem SV40origin of replication. Dieser Vektor wurde
verwendet fur Transfektionsexperimente in die Zelllinie Cos 7 zur Expression des
gesamten BPLF1-Gens.

pGEX2T (Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburdttg.//www.apbiotech.cojn

Dieses Plasmid ist geeignet zur bakteriellen Expression von Genen oder Genfragmenten
als Fusionsproteine miSchistosoma japonicum GSNeben demtac-Promotor zur
chemischen Induktion der Expression mit IPTG, besitzt das PlasmidaeifiGen zur
konstitutiven Produktion desac-Repressors, sowie eine Erkennungssequenz fir die
Thrombin-Protease zur Abspaltung des GST-Anteils.

pcpl6(Cherepanov und Wackernagel, 1995)

Dieses Plasmid basiert auf pUC19 und enthalt eine Kassette mit dem
Tetracyclinresistenzgen aus dem Transposon Tnl0, welches von zwei FRT-Sequenzen
flankiert wird. Diese Zielsequenzen fur dip Rekombinase ermdglichen, die einklonierte
Resistenz wieder aus zu rekombinieren. Die®™-F&T-Kasette kann mit Hilfe der
Restriktionsenzymélindlll und Smalwieder aus dem Vektor herausgeschnitten werden.
Das Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. H.-J. Delecluse an der GSF in Minchen zur
Verfiigung gestellt.

Cosmid cMB14(Polacket al.,1984)

Konstrukt aus einer Reihe von sechs Uberlappenden Cosmidklonen, die aus dem EBV-
Stamm M-ABA gewonnen wurden. Es enthalt die Bereiche des EBV-GeiidangH| H
bis M.

2.4 Zellkultur

2.4.1 Suspensionskultur und adharente Zellen

Die Kultivierung der Suspensions-Zelllinien erfolgte in supplementiertem RPMI-1640-
Medium. Je nach Wachstumseigenschaften der Zellen wurden diese alle 3-4 Tage im
Verhaltnis 1:3 mit frischem Medium versetzt. Die adharente Zelllinie COS7 wurde als
Einschichtkultur in supplementierteBulbecco’s Modified Eagle’'s Medium/NUT MIX F-

12 (DMEM/NUT MIX F-12) kultiviert. Bei 80 bis 90 % Konfluenz wurde das Medium
abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und 5 Minuten in 2 bis 4 ml Trypsin/EDTA-
Lésung (0,05/0,02 %; PAN Biotech, Aidenbach) inkubiert. Klopfen der Kulturflasche
beschleunigte das Ablésen der Zellen, die durch mehrmaliges Spulen aus einer Glaspipette
vereinzelt und mit einem 4fachen Volumen frischen DMEM-Mediums aufgefullt wurden.
4/5 dieser Suspension wurden abgegossen und die verbleibende Losung mit frischem,
vorgewarmtem Medium auf das Ausgangsvolumen der Kultur aufgefullt. Die Anzucht
aller Kulturen erfolgte im Inkubator bei 7 % G@nd 37 °C.
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RPMI-1640-Medium (suppl500 ml RPMI-Medium/L-GLN (Gibco Life Technologies, Karlsruhe)
50 ml Fotales Kalberserum (Gibco Life Technologies, Karlsruhe), hitzeinaktiviert
5 ml Antibiotikum 10 mg/ml (PAN Biotech, Aidenbach)
(Gentamycin, Kanamycin oder Penicillin/Streptomycin)

DMEM/NUT MIX F-12 (suppl.)500 ml Dulbecco’s modified Eagle’s Medium/NUT MIX F-12 (Gibco Life Technologies)
50 ml Fotales Kalberserum (Gibco Life Technologies, Karlsruhe), hitzeinaktiviert
10 ml L-Glutamin 200 mM (PAN Biotech, Aidenbach)
5 ml Antibiotika Penicillin/Streptomycin (PAN Biotech, Aidenbach)
(Penicillin (10000U)/Streptomycin (10mg) pro 100 ml)

Zur Bestimmung der Zelldichte wurden 50 ul Zellsuspension steril enthommen, in
Trypanblau-Lésung (0,5 % Trypanblau in PBS) verdinnt und unter dem Lichtmikroskop
im Raster einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Dabei wurden nur vitale Zellen
bertcksichtigt, die keinen Farbstoff aufgenommen hatten. Die Zellzahl pro ml
Ausgangskultur ergab sich nach Auszahlen von 16 Kleinquadraten durch Multiplikation
mit Faktor 1¢ und dem Verdiinnungsfaktor. Die Kryokonservierung von Kulturen erfolgte
in fétalem Kalberserum (FKS), dem 20 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt war.
Von der jeweiligen Kultur wurden 2 x T(Zellen abzentrifugiert (5 Min., 20 °C, 1200
Upm, Ausschwingrotor) und die Zellen in 4 ml vorgekuhlter FKS/DMSO-L6sung
resuspendiert, so dass die Zelldichte bei %10 lag. Um die Proben schonend
einzufrieren, wurden 1 ml Aliquots dieser Suspension (Einfriergefal3e von Nunc,
Wiesbaden) in Zellstoff gewickelt, in einer Styroporschachtel tber Nacht bei —80 °C
eingelagert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff.

2.4.2 Induktion der lytischen Replikation von EBV

Latent infizierte Lymphozyten-Zelllinien konnten mit chemischen Induktoren zur
Umschaltung in den lytischen Vermehrungszyklus des Virus angeregt werden. Hierzu
wurden in einer Endkonzentration von 40 ng/ml 12-O-Tetradecanoylphorpbol-13-Acetat
(TPA, gelost in DMSO), 3 mM Buttersaure (Sigma-Aldrich Firmengruppe, Deisenhofen)
und aktivierter TGFR (TGFR Tumor-growth-factar 50 pl/ml Zellen) zu exponentiell
wachsenden Kulturen zugegeben. Fir die Aktivierung TOasor-growth-factoravurden

10 ml fotales Kalberserum mit 1/10 Volumen 2 N NaOH (1 ml) versetzt und kurz
gemischt. Die pH-Wert-Anderung fiihrte zur Aktivierung von TGFR. Zur Neutralisierung
wurde 1 ml (1/10 Vol.) 2 N HCI zugegeben. Damit sich die Zellen zum Zeitpunkt der
Induktion in der exponentiellen Vermehrungsphase befanden, wurden sie 24 h vor Zugabe
der Reagenzien mit frischem Medium auf eine Zelldichte von 3%zkllen/ml verdiinnt.

Nach 72 h wurden die Zellen geerntet und z.B Gesamt-RNA wie unter 2.6.1 beschrieben,
isoliert.
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2.4.3 Transiente Transfektion von adhérenten Cos7-Zellen mittels Calcium-
Phosphat-Prazipitation

Durch die transiente Transfektion kann DNA bzw. ein Plasmid in hohere Zellen
eingeschleust werden. Im Gegensatz zur stabilen Transfektion sind hier die
eingeschleusten Gene nur voriubergehend in der Wirtszelle aktiv und gehen im Verlauf
weiterer Zellteilungen wieder verloren. Fir die Transfektion stehen verschiedene
Methoden und Zelllinien zur Verfiigung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Transfektion adh&renter Cos7-Zellen mittels Calcium-
Phosphat-Préazipitation durchgefiihrt. Bei dieser Technik wird die DNA in Form von
feinkdrnigen Calciumphosphat-Prazipitaten auf die Zellen aufgebracht und von diesen
durch Endocytose aufgenommen. Das Prazipitat erhalt man durch Mischung einer
DNA/Calciumchlorid-Losung mit einer Losung, die Phosophat-lonen enthélt. Bis zu 80%
der Zellen nehmen das DNA-Prazipitat auf. Der Mechanismus ist bislang unbekannt. Bei
den verwendeten Cos7-Zellen (siehe Kapitel 2.1.2) handelt es sich um eine Affen-Nieren-
Zelllinie, die mit einemorigin-defektem SV40-Virus transformiert wurde, welches in die
chromosomale DNA der Cos7—Zellen integrierte. Deshalb produzieren Cos7-Zellen das
grol3e Wildtyp SV40 T-Antigen, aber keine viralen Partikel. Transfektionsplasmide, die
einen SV40erigin tragen, replizieren hingegen in diesen Zellen in hoher Kopienzahl.
Tragt das Plasmid eine cDNA oder genomische DNA, so wird das gewtlnschte Protein,
unter der Kontrolle eines geeigneten Promotors (z.B. CMV), in grol3en Mengen Uber kurze
Zeit produziert. Bereits 24 h nach der Transfektion kann ein biologisch aktives und
teilweise posttranslationell modifiziertes Protein nachgewiesen werden. Als
Transfektionsplasmid wurde in dieser Arbeit der Vektor pCDNAS3 eingesetzt, der das
komplette BPLF1-Gen enthielt (siehe Kapitel 2.3 und Anhang A.6). Dieser Vektor besitzt
neben einem SV40 Replikatiomsigin einen Enhancer Promotor und ein
Polyadenylierungs-Signal. Fur die Selektion in Bakterien ist zudem ein prokaryotischer
origin und eine Ampicillin-Resistenz als genetischer Marker vorhanden. Im folgenden sind
die einzelnen Arbeitsschritte der transienten Transfektion von BPLF1 in adharente Cos7-
Zellen genauer beschrieben.

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen so gesplittet, dass sie am nachsten Tag
eine Konfluenz von ca. 40-60% aufwiesen (siehe Kapitel 2.1.2.). Dazu wurden in einer
Petrischale (Zellkulturschal€] ca 10 cm, Falcon, Becton Dickinson and Company) £x10
Zellen bzw. in einer Vertiefung einer Sechslochplatte (Multiwévell; Zellkulturplatte

mit 6 Vertiefungen, Falcon, Becton Dickinson and Company) 3llen ausgesat. Um

die Wahrscheinlichkeit der DNA-Aufnahme zu erhdhen, sollten die Zellen mdglichst
vereinzelt vorliegen. Am Tag der Transfektion wurde das Medium der Zellen durch
frisches DMEM/NUT MIX F-12-Medium ersetzt (ca. 14 ml bzw. 2,5 ml).

In Transfektionsréhrchen (5 ml Rundbodenréhrchen, Polystyrol, nicht pyrogen, Falcon,
Becton Dickinson and Company) wurden 300 ul 2x HEPES-Puffer vorgelegt.
AnschlieRend erfolgte die Vorbereitung des DNA/Calciumchlorid Gemisches. Dazu
wurden je nach Zellzahl 45 pug DNA fir eine Petrischale bzw. 15 pug DNA fur eine
Vertiefung einer Sechslochplatte eingesetzt. Die Komponenten wurden in der angegebenen
Reihenfolge pipettiert und durch vortexen gut gemischt: 300 pl Wasser wurden mit 30 pl
CaCb-Lésung und 15 pg DNA versetzt. Dieses DNA/Calciumchlorid-Gemisch wurde
dann unter standigem vortexen (Vortex Geni#/, 2BENDER & HOBEIN, Zirich,
Schweiz; Stufe 4-5) zu dem vorgelegten 2x HEPES-Puffer getropft und weitere 5 Sek.
gevortext. Nach 20 minutiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde das Prazipitat
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vorsichtig auf die Zellen gegeben und gut durchmischt. Das Prazipitat war im
Lichtmikroskop auf den Zellen sichtbar. Nach ca. 12 h wurde das Medium entfernt, die
Zellen mit PBSnne gewaschen und anschlie3end fir ca. 48 h bis 72 h weiterkultiviert. Die
Ernte und Auswertung des gesuchten Proteins erfolgte wie unter Kapitel 2.6.3.2
beschrieben.

PBSohne. 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM NaHPO,
1,8 mM KHPO, pH 7,4

CaCh: 2,5 M (steril filtriert, Lagerung bei —20°C)
2 x HEPES: 0,28 M NaCl

0,05 M HEPES

1,5 mM NaHPO,

ad 400 ml

pH 7,05 genauestens mit 5 N NaOH einstellen
ad 500 ml (steril filtriert, Lagerung in 5 ml Aliquots bei —20°C)

DMEM-Medium (suppl.500 ml Dulbecco’s modified Eagle’s medium/NUT MIX F- 12 (Gibco Lifbi@ogies)
10% Fotales Kalberserum, (Gibco Life Technologies, Karlsruhe) hitzeinaktiviert
2% L-Glutamin 200 mM (PAN Biotech, Aidenbach)
1% Antibiotika Penicillin/Streptomycin (PAN Biotech, Aidenbach)
(Penicillin (10000U)/Streptomycin (10 mg) pro 100 ml)

2.5 Allgemeine Methoden

Im Rahmen dieses Material und Methoden Teils wurde explizit darauf verzichtet,
allgemein bekannte und etablierte Methoden detailliert darzustellen. Folgende Techniken
und Experimente wurden entweder nach Angaben des Herstellers oder nach
Standardprotokollen (Sambroekal.,, 1989) durchgefuhrt:

Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen, Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von DNA-Enden, Ligation freier Enden, Alkohol-Prazipitation,
Phenolextraktion, Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren (photometrisch oder
durch Mengenvergleich), Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien, Schnellisolierung
von Plasmid-DNA aus Bakterien mittels alkalischer Lyse, Isolierung von genomischer
DNA aus eukaryontischen Zelllinien.
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2.5.1 Bakterien und DNA

2.5.1.1 Chemische Transformation von Bakterien (Rubidium-Chlorid-Methode)

Far chemische Transformationen wurden neben #&erooli-Stamm DH% auch TOPP3-

und SCS 110-Bakterien verwendet (siehe Kapitel 2.1.1). Fir die Herstellung
Transformations-kompetenter Bakterien wurden 100 ml LB-Medium ohne Antibiotika mit
5 ml Ubernachtkultur eineg. coli-Stammes beimpft. Beim Erreichen einer @&von 0,5

bis 0,6 wurden die Bakterien mit 500 x g fur 10 Min. bei 4 °C abzentrifugiert und in 10 m|
Losung A resuspendiert. Im folgenden wurde stets zugig und auf Eis gearbeitet. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien vorsichtig in 20 ml auf Eis vorgekuhlter
Lésung B aufgenommen und 10 Min. auf Eis inkubiert. Nach wiederholter Zentrifugation
wurden die Bakterien in 5 ml L6sung B resuspendiert und mit 575 pl sterilem 87 %igem
Glycerin (Endkonzentration 10 %) versetzt. Die Suspension aus kompetenten Bakterien
wurde in 200 pl Aliquots in vorgekihlte Reaktionsgefal3e transferiert und bis zur
Transformation bei —80 °C eingelagert. Die erzielte Kompetenz der Bakterien wurde durch
Transformation von 5 pg eines Testplasmids uberprift. Die Ausbeute sollte bei bis zu 500
stabilen Transformanden pro®lfehandelter Zellen liegen.

LBy-Medium: 5 g Bacto-Trypton (Difco, Detroit, USA)
5 g Bacto-Yeast Extract (Difco, Detroit, USA)
5 g NaCL (Roche Diagnostics, Mannheim)
ad 1l in H,0yg, pH 7,3

Ldsung A: 10 mM MOPS/NaOH pH 7,0
10 mM Rubidiumchlorid
steril filtriert

Ldsung B: 10 mM MOPS/NaOH pH 6,5
10 mM Rubidiumchlorid
50 mM Calciumchlorid
steril filtriert

Zur Transformation wurden 200 pl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut, in ein 15 ml
Plastik-Reaktionsgefald tberfuhrt, mit bis zu 100 ng DNA vermischt und 45 Min. auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 2 Min. 42 °C fur DHbzw. 1 Min. 42 °C fur
TOPP3- und SCS 110-Bakterien, wurden die Proben kurz auf Eis abgekunhlt, bevor sie mit
1 ml LB-Medium versetzt und fir mindestens 60 Min. im 37 °C Schdittler inkubiert
wurden. Je 200 pl der Suspension wurden auflds®latten ausgestrichen und tber Nacht

in einem Brutschrank bei 37 °C belassen.

Am folgenden Tag konnten Klone zur genaueren Charakterisierung in 5 galiNBedium
angeimpft und Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse prapariert werden. Die isolierte
DNA wurde im Anschlu3 daran mit geeigneten Kombinationen unterschiedlicher
Restriktionsendonukleasen so geschnitten, dass nach Agarose-Gelelektrophorese anhand
des Spaltungsmusters auf Lange des Vektors, sowie Lange und gegebenenfalls
Orientierung der inserierten Fremdsequenzen geschlossen werden konnte. Zur genaueren
Charakterisierung, insbesondere zur Uberprifung von Leserastern und auftretenden
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Mutationen, wurden alle neuen Plasmidkonstrukte mit geeigneten Oligonukleotiden in den
wichtigen Bereichen sequenziert (siehe Kapitel 2.5.1.4).

Ampicillin: 100 mg/mlin 70% ETOH (1:1000 in LB)

2.5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Agarose-Gelelektrophorese. Das Verfahren der Agarose-Gelelektrophorese wurde sowohl
zu analytischen als auch zu praparativen Zwecken eingesetzt. Dazu z&hlten vor allem die
Analyse von Restriktionsverdauen bzw. DNA-Charakterisierungen, die Uberpriifung von
PCR-Produkten, die Qualitatskontrolle und Konzentrationsbestimmung von DNA, sowie
die Isolierung von DNA-Fragmenten fir Klonierungen. Im Molekularsieb der
Agarosepolymere wandern Nukleinsduren aufgrund ihrer negativen Eigenladung in einem
elektrischen Feld zur Anode und werden dabei entsprechend ihrer Lange aufgetrennt. Je
nach GrolRRe der aufzutrennenden Fragmente variierte die Agarosekonzentration zwischen
0,7 % und 2,0 %. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 DNA-Auftragspuffer gemischt und auf
das Agarosegel aufgetragen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das TAE-Puffersystem und
Flachbrettapparaturen (Holzl, Dorfen) fur Gele mit 50 ml oder 100 ml Volumen
verwendet. Die anzulegende Spannung berechnete sich aus dem jeweiligen Abstand der
Elektroden und betrug 5 V/cm. Um die DNA im UV-Licht sichtbar zu machen wurde dem
Gel Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt. Um UV-
induzierte Schaden zu vermeiden wurden praparative Gele nur langerwelligem,
energiearmerem UV-Licht ausgesetzt und grundsétzlich so kurz wie moglich exponiert.

DNA-Laufpuffer 1 X TAE

40 mM Tris-HCIpH 7,8
20 mM Natriumacetat
2mM EDTA

DNA-Auftragspuffer

10 mM Tris-HCl pH 7,9

5 mg/ml Bromphenolblau
5 mg/ml Xylencyanol

50 % Glycerin

Ethidiumbromid-Lésungl0 mg / mi

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Zur Isolierung von DNA-Fragmenten
(von 100 bp bis 10000 bp Lange) aus Agarosegelen wurd€t&quick® Gel Extraction

Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Nach der Auftrennung der DNA in einem TAE-
Agarosegel, wurde das zu isolierende Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und nach
Anleitung des Herstellers prapariert. Das Prinzip des Kits besteht in einer
Affinitatsreinigung der DNA Uber eine Saulenmatrix. Im Anschluf3 an die Elution der
DNA von der Saule wurde die Konzentration des isolierten DNA-Fragments abgeschatzt,
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indem ca. 1/10 Vol. des Gesamteluats gleichzeitig mit einer definierten Menge an DNA
auf einem Agarosegel aufgetragen wurde. Ca. 100 bis 150 ng dieser DNA wurden fur
weitere Klonierungsschritte eingesetzt.

2.5.1.3 TOPO TACloning® und Tailing-Reaktionen

TOPO TACloning®. Da eine direkte Klonierung von PCR-Produkten (ber
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen oft nur sehr ineffizient funktioniert, wurde der
Klonierung in die entsprechenden Expressionsvektoren eine Zwischenklonierung in einen
sogenannten TOPO TA-Vektor vorgeschaltet. Zu diesem Zweck wurdd@&0O TA
Cloning®-Kit (Invitrogen, Groningen, Niederlande) eingesetzt. Das Prinzip dieses
Vektorsystems beruht darauf, dass wahrend der PCR voiatgPolymerase an die 3'-
Enden der Amplifikationsprodukte ein Adenin-Rest angefugt wird. Der TOPO TA-Vektor
(pCR®I-TOPO siehe Kapitel 2.3) hingegen besitzt einen iiberhdngenden Thymidin-Rest,
so dass eine Ligation zwischen Vektor- und Insert-DNA unabhé&ngig von jeglichen
Schnittstellen erfolgen kann. In die Reaktion wurden stets neu synthetisierte PCR-
Fragmente eingesetzt, um einen Verlust des Adenin-Restes zu vermeiden. Die
Klonierungsreaktion und die anschlieRende Transformation in TOP10 Bakterien (siehe
Kapitel 2.1.1) wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Verwendung des
TOP10-Bakterienstamms erlaubte die Selektion mittels Blau-W&gsseningsohne
Zugabe von IPTG. Positive Klone wurden durch Alkalische Schnellyse und
Restriktionsverdaue identifiziert. Fur die Weiterklonierung wurden die PCR-Fragmente
mittels geeigneter Restriktionsendonukleasen wieder aus dem TOPO-TA-Vektor
herausgeschnitten und fir die Ligation mit dem entsprechenden Expressionsvektor
eingesetzt.

Tailing-Reaktion. Da dieTagPolymerase wahrend ihrer Amplifikations-Tatigkeit eine
sehr hohe Fehlerrate aufweist, wurde fir die meisten PCR-Reaktionen ein Gemisch aus
einemproof-readingEnzym und deifagPolymerase eingesetzt (siehe Kapitel 2.5.2). Dies
hatte zur Folge, dass der von deag-Polymerase angehangte Adenin-Rest sofort von dem
proof-readingEnzym entfernt wurde und eine Klonierung in den TOPO-TA-Vektor nicht
mehr mdglich war. Um diesen Misstand zu umgehen, wurden die amplifzierten PCR-
Fragmente einerTailing-Reaktion unterzogen. Dazu wurden entweder nach der
Amplifikation zu dem Reaktionsansatz 5 U desigq-Polymerase zugefugt und weitere 10
Min. bei 72 °C inkubiert oder nach Aufreinigung der PCR-Fragmente tber ein Agarosegel
eine getrennt@ailing-Reaktion durchgefuhrt.

Tailing-Reaktion:
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DNA in H,0O

0,2 mM dATP

2,5 mM MgCh

1x PCR-Puffer

0,05 U/ulTagPolymerase in einem Gesamtvolumen von 30 pl

30 Min. 72 °C

1x PCR-Puffer 50 mM KCI
10 mM Tris-HCI, pH 8,3

2.5.1.4 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem institutseigenen Sequenzierautomaten 373A der
Firma PE Applied Biosystems (Langen) nach deffiaq Cycle-Sequencing-Prinzip
durchgefiihrt. Durch die hohe Sensitivitat des Verfahrens reichten geringe DNA-Mengen
von 0,3 pg bis 0,8 ug und 6 bis 10 pMol Primer in 8 w4y, aus, Sequenzanalysen von
Uber 700 bp Lange durchzufihren. Bei der mit thermostabilagPolymerase
durchgefuhrten DNA-Amplifzierung waren der Polmyerisierungsreaktion
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotid@Y{E-Terminatorenbeigemischt, die zu einem
Kettenabbruch nach de@angerPrinzip (Sangeret al, 1992) fuhrten. Dadurch, dass die
Didesoxynukleotide aller vier Basen jeweils mit einem individuellen Fluoreszenzfarbstoff
markiert waren, konnten die entstehenden Fragmente in einer einzigen Spur eines
hochaufldsenden, harnstoffhaltigen Sequenzgels aufgetrennt werden und die Basenabfolge
der Abbruchsleiter lasergestitzt ausgewertet werden.

2.5.1.5 Southern-Blot-Analysen und DIG-Detektion

Bei der Southernblot-Analyse werden DNA-Fragmente zunachst durch Gelelektrophorese
nach ihrer Gro3e getrennt und anschlielend aus der Gelmatrix auf eine geeignete
Tragermembran aus Nitrozellulose oder Nylon Ubertragen. Um genspezifische DNA-
Stucke sichtbar zu machen, bedient man sich der Nukleinsdure-Hybridisierung. Als
Gensonde dient hierzu zB. ein Digoxygenin- (DIG), endmarkiertes Oligonukleotid. Der
Nachweis erfolgt dann mit Hilfe eines gegen Digoxygenin gerichteten, spezifischen
Antikorpers, der seinerseits mit einem Enzym (Alkalische Phosphatase) gekoppelt ist. Die
enzymatische Spaltung eines chromogenen Substrates durch das am Antikdrper gebundene
Enzyms fuhrt zur Bildung eines Reaktionsproduktes, das autoradiographisch nachgewiesen
werden kann.

Southernblot mit Vacu Blot (Biometrd’, Goétingen). Die auf einem Agarosegel
aufgetrennten DNA-Proben wurden mit Hilfe der Vakuum-Blottechnik auf eine positiv
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geladene Nylonmembran (Roche Diagnostics, Mannheim) Ubertragen und immobilisiert
(Southernblgt Das urspringlich im Gel enthaltene Trennmuster der Molekile blieb nach
der Ubertragung auf den Filter erhalten, so dass man eine exakte Replik des urspringlichen
Gels erhielt.

Vor dem Transfer auf die Membran wurde die DNA einer Vorbehandlung unterzogen.
Dazu wurde das Gel mit den aufgetrennten Proben bei Raumtemperatur fur jeweils 45 Min.
in Denaturierungs-Losung und Renaturierungs-Losung geschwenkt. Dabei wurden die
doppelstrangigen DNA-Molekile im Trenngel zu Einzelstrdngen denaturiert und beim
anschlieRendeBlotting auch in einzelstrangiger Form auf die Tragermembran tbertragen.
Dies war eine wichtige Voraussetzung fir die nachfolgende Hybridisierung mit
spezifischen Sonden. Nach der Vorbehandlung der DNA, erfolgte der Aufbau der
Transfereinheit und der Transfer selbst nach Angaben des Herstellers. Hglotlieg-
Reaktion wurde 20-fach konzentrierter SSC-Puffer verwendet, da einzelstrangige DNA bei
Verwendung niederer lonenstarke weniger gut an die Tragermembran bindet. Bei einem
Vakuum von 500 mbar wurde fur 1 h geblottet. Das Vakuum sollte nicht gréRer als 500
mbar sein, da es bei hohem Unterdruck zu Geltorsionen kommen kann, wodurch die
Transfereffizienz stark abnimmt. Die DNA wurde anschlieRend durch UV-Quervernetzung
(UV Stratalinkef™ 2400; Stratagerig, Heidelberg) mittelsAuto-Crosslinkingauf der
Nylonmembran fixiert.

Denaturierungslésung

1 M NaCH
1 M NaCl

Renaturierungslésung:

0,5 M Tris-HCI pH 7,5
3 M NacCl

20 x SSC 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

Digoxygenin-Markierung der Oligo-Sonde. Zur Herstellung der Oligo-Sonde wurde das
Verfahren der Endmarkierung angewandt. Dabei konnten mit Hilfe der Terminalen
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Transferase die Enden des eingesetzten Oligonukleotids mit Dig-dUTP markiert werden.
Die Zusammensetzung der Reaktion zur Markierung war wie folgt:

100 pmol DIG-Oligonukleotid (siehe Tabelle 2.3)

4 pl 5 x TDT-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim)
4 ul CoCL (25 mM)
1l Digoxygenin-11-2"-desoxy-uridin-5 triphosphat
(Roche Diagnostics, Mannheim)
1 pl 10 mM dATP (PE Applied Biosystems, Langen)
2 ul 20 U Terminale Transferase (Roche Diagnostics, Mannheim)

ad 20 |J| mit HOpig.

Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurde die Reaktion durch Zugabe
von 2 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0 gestoppt und mit 2,5 pl 4 M LiCl und 75 pl 100 % Ethanol
fur 2 h bei —20°C gefallt. Es folgte eine Zentrifugation von 30 Min. mit 15000 Upm in
einer Eppendorf Tischzentrifuge bei 4°C. Der Niederschlag wurde einmal mit 70 %
Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in 50 pOpldl geldst. Zur
Uberprufung der Markierungseffizienz wurde eine Verdiinnungsreihe des Digoxygenin-
markierten Oligonukleotids ( 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 in Wasser) hergestellt und
je 1 pl auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche Diagnostics, Mannheim)
aufgebracht. Die DNA wurde durch UV-Bestrahlung im UV Strataliftke400
(Stratagen®, Heidelberg) mittelsAuto-Crosslinkingmit der Membran quervernetzt. Der
Nachweis der markierten Sonde erfolgte wie unten beschrieben (Hybridisierung und
Digoxygenin-Nachweis). Als Kriterium fur eine erfolgreiche Markierung wurde der
Nachweis einer 1:10000 Verdinnung herangezogen.

5 x TdT-Puffer 1 M Kaliumkakodylat
125 mM Tris
Rinderserumalbumin 1,25 mg/ml

Hybridisierung der BPLF1-Sonde und Digoxygenin-Nachweis. Zur Sondenhybridisierung

wurde die Membran des Southernblots (siehe oben) 5 h in 5 ml Hybridisierungslésung zum
Absattigen der freien Bindungsstellen der Membran bei 25 °C gerollert. 10 ul der

markierten Sonde wurden 5 Min. bei 95 °C in 500 pl Hybridisierungslésung denaturiert

und zur Prahybridisierungslosung zugefugt. Die Hybridisierung erfolgte fur markierte

Oligos bei 25 °C tber Nacht.

Zur Detektion der Signale auf dem Blot wurde die Membran 30 Min. in 0,1 x SSC/0,1 %
SDS bei Raumtemperatur gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des anti-
DIG-Antikorpers (siehe Tabelle 2.3) wurde die Membran nachfalgeh h bei
Raumtemperatur in 50 nBlockingL6sung inkubiert. Anschliel3end wurde das Anti-DIG-
Alkalische-Phosphatase-Konjugat 1:20000 in 50 ml Malat-Puffer (DIG-Puffer 1) verdinnt.
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Die spezifische Bindung des Konjugats an die gebundenen Sonden erfolgte fir 30 Min. bei
Raumtemperatur unter leichtem Schwenken. Nachfolgend wurde die Membran bei
Raumtemperatur zweimal 15 Min. mit DIG-Puffer 2 gewaschen und 5 Min. mit DIG-
Puffer 3 inkubiert, um einen fir die Alkalische Phosphatase geeigneten pH-Wert von 9,5
einzustellen. Danach wurde die Membran 5 Min. in 25 ml des 1:500 verduinnten Substrats
CSPD (TROPIX, PE Applied Biosystems, Langen; Verdinnung mit DIG-Puffer 3)
eingelegt und anschlieRend in eine Folie eingeschweildt. Zur Steigerung der AP-Aktivitat
wurde die Membran 5 Min. bei 37 °C gelagert, dann wurde die Chemolumineszenz durch
Auflegen eines Réntgenfilms (X-OMAT, Kodak) fiir 5 Min. bis 45 Min. nachgewiesen.

Der Film wurde in einem automatischen Filmentwickler (Kodak) entwickelt.

Hybridisierungslésung

5xSSC

0,1 % N-Lauroylsarkosin

0,02 % SDS

2 % Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim)
50 % (v/v) Formamid

Blocking-L&sung 1% Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) in DIG-Puffer 1

DIG-Puffer 1 (Malat Puffer):

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl
mit fester NaOH auf pH 7,5

DIG-Puffer 2 Dig-Puffer 1 mit 0,3 % Tween 20

DIG-Puffer 3 100 mM Tris-HCI pH 9,5
100 mM NaCl

2.5.2 Polymerase-Kettenreaktion

2.5.2.1 Amplifikation von definierten BPLF1-Genabschnitten

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt ein vitro-Verfahren zur selektiven
Anreicherung von Nukleinsduren definierter Lange und definierter Sequenzen aus einem
Gemisch von Nukleinsdure-Molekilen dar. Man nutzt hierzu die Eigenschaften von DNA-
Polymerasen aus, die einen Einzelstrang zum Doppelstrang aufpolymerisieren koénnen,
sofern ihnen ein kurzer, doppelstrangiger Bereich als Primer zur Verfigung steht. Fur die
Amplifikation definierter BPLF1-Genbereiche wurden verschiedene DNA-Polymerasen
(mit den entsprechenden Puffersystemen des Herstellers) eingesetZemjdatediente
entweder das Cosmid cMB14 (siehe Kapitel 2.3) oder genomische DNA der Zelllinie B95-
8 (siehe Kapitel 2.1.2).
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Amplifikation des gesamten BPLF1-Leserahmens mit Hilfe Blewer Script-Polymerase

Zur Klonierung des gesamten BPLF1-Leserahmens in den Vektor pCDNA3 (siehe Kapitel
2.3) wurde das BPLF1-Gen in zwei Schritten mit Hilfe de@ower Script-Polymerase
(PAN Biotech, Aidenbach) aus dem Cosmid cMB14 amplifziert. Dag/PweGemisch
generiert ausreichend Fragmente mit Uberhdngenden Adeninresten an den 3° Enden. Somit
konnen diese PCR-Produkte schnell und effizient in TOPO TA-Vektoren kloniert werden
(siehe Kapitel 2.5.1.3). Gleichzeitig besitzt diese Polymerase eine Korrekturleseeigenschaft
(proof reading, die den Fehleinbau wéhrend delongationdeutlich verringert. Fur die
Amplifikation des ersten Genabschnitts (BPLF1 long 5,9) wurden die Primer BPLF1 Clal
5 und BPLF1 long2 3 eingesetzt (siehe Tabelle 2.2), fir den zweiten Genabschnitt
(BPLF1 long 3,8) die Primer BPLF1 long2 5 und Clal 3 (siehe Tabelle 2.2) Der
Standardansatz wurde in einem Volumen von 100 ul durchgefihrt und enthielt folgende
Komponenten:

10 pul 10 x PCR Puffer (PAN Biotech, Aidenbach)

10 pul dNTPs (je 2 mM PE Applied Biosystems, Langen)

10 pul DMSO (Endkonzentration 10 %)

20 pl Enhancer(10 Min. bei 50 °C erhitzt; PAN Biotech, Aidenbach)
4 ul MgCl, (25 mM)

1ul Power-ScriptPolymerase (10 U/ul; PAN Biotech, Aidenbach)

100 pmol 5" Primer
100 pmol 3" Primer
2 ug cMB14 -DNA

ad 100 pl mit HOpjg.

Die PCR-Reaktion wurde in eineffhermocycle©600 (PE Applied Biosystems, Langen)
durchgefiihrt. Das Standardprogramm lautete wie folgt:
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2 Min. 94 °C (Denaturierung deBemplatep

30 Sek. 95 °C (Denaturierung désmplatep

1 Min. 55 °C Primer Annealing 35 Zyklen
4 Min. 68 °C (Elongatior)

10 Min. 68 °C (vollstandigé&longatior)

Die gewonnenen PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt, mit Hilfe des
QIAquick® Gel Extraction Kits(Qiagen, Hilden) aufgereinigt (siehe Kapitel 2.5.1.2) und in
den TOPO TA-Vektor pCRII-TOPO zwischenkloniert (siehe Kapitel 2.5.1.3). Die
endgultige Klonierung in den Vektor pCDNAS3 erfolgte wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben.

Amplifikation der BPLF1-Fragmente | bis V mit Hilfe dé&mpli Taq Gold®Polymerase

Die Einteilung des BPLF1-Gens in funf Uberlappende Fragmente (I bis V) erlaubte die
Amplifikation definierter Genbereiche zu verschiedensten Zwecken. So konnten die
Fragmente I-V in die gewtinschten bakteriellen Expressionsvektoren kloniert werden. Die
Herstellung von RNA-Sonden fiilorthern-BlotAnalysen wurde durch die Klonierung

der Fragmente I, Il, 36und IV in den Vektor pCRII-TOPO erméglicht. Als Ausgangs-
DNA diente das Cosmid cMB14. Fiur die Amplifikation wurde ddenpli Tag Gold” -
PolymerasgPE Applied Biosystems, Langen) verwendet. Mit dieser Polymerase konnten
die besten Amplifzierungsergebnisse fur das ausgesprochen GC-reiche BPLF1-Gen erzielt
werden. Mdogliche falsch eingebaute Nukleotide, die aufgrund des fehlepdswf
readings der Polymerase auftraten, wurden durch Sequenzierung der amplifizierten
Fragmente Uberpruft. Fur alle BPLF1-Fragmente wurden die Reaktionen in einem
Volumen von 100 ul durchgefiihrt und enthielten folgende Komponenten:

10 pl PCR-Puffer 1l (PE Applied Biosystems, Langen)
10 pl dNTPs (je 2 mM; PE Applied Biosystems, Langen)

%361 entspricht dem amplifizierten RT-PCR-Fragment
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10 pl DMSO (Endkonzentration 10 %)

4 ul MgCl,

100 pmol 5" Primer

100 pmol 3" Primer

200 ng cMB14 -DNA
1ul Ampli-Tag-Gold™Polymerase (5 U; PE Applied Biosystems,
Langen)

ad 100 pl mit HOpig.

Die PCR-Reaktionen wurden in eineifhermocycler9600 (PE Applied Biosystems,
Langen ) durchgefiihrt. Das Standardprogramm lautete wie folgt:

2 Min. 95 °C (Faltung der Polymeraddot Star)

30 Sek. 95 °C (Denaturierung désmplatep

1 Min. 55 °C Primer Annealing 10 Zyklen
2 Min. 72 °C (Elongatiorn)

30 Sek. 95 °C (Denaturierung désmplatep

1 Min. 65 °C Primer Annealing 25 Zyklen
2 Min. 72 °C (Elongation

10 Min. 72 °C (vollstandige Elongation)

Fur die Amplifikation des BPLF1-Fragments | wurden die Primer bplf-l 5/3° mit
angehangteBglll-Schnittstelle, fur die Fragmente 1l bis V die Primer bplfl-11 5/3" bis
bplfl-V 5/3" mit angehangteBamHLISchnittsttelle verwendet (siehe Tabelle 2.2). Die
Schnittstellen erlaubten eine direkte Klonierung der PCR-Produkte in die entsprechenden
Expressionsplasmide. Die gewonnenen PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel
aufgetrennt, mit Hilfe de®IAquick® Gel Extraction Kits(Qiagen, Hilden) aufgereinigt
(siehe Kapitel 2.5.1.2), mBglll bzw. BamHIverdaut, nochmals tber ein Gel aufgereinigt
und in die Klonierung eingesetzt. Das 361 bp Fragment wurde mit Hilfe der Primer 5°'RT
und 3'RT amplifziert und ebenso wie die BPLF1-Fragmente I, Il und IV zur Herstellung
von RNA-Sonden in den Vektor pCR-TOPO kloniert.

Amplifikation des BPLF1-cDNA-Fragments mit Hilfe delPower Script-Polymerase
Durch dasSMART” PCR cDNA-Synthese Systé@lontech, Palo Alto Ca, USA) konnte
ein ca. 1500 bp grofRes cDNA-Stiuck des BPLF1-Gens identifiziert und amplifziert werden
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(siehe Kapitel 2.6.2). Dieses Genfragment sollte im bakteriellen Expressions-System als
GST-Fusionsprotein exprimiert werden (siehe Kapitel 2.6.3.1). Die Klonierung in den
Vektor pGEX2T erforderte die Amplifizierung des cDNA-Fragments aus dem Cosmid
cMB14. Der Standardansatz wurde mit Hilfe dawer Script-Polymeras@AN Biotech,
Aidenbach) in einem Volumen von 100 pl durchgefuhrt und enthielt folgende

Komponenten:

10 pul
10 pl
10 pul
20 pl
4 ul
1ul
100 pmol
100 pmol

3ug

10 x PCR Puffer (PAN Biotech, Aidenbach)

dNTPs (je 2 mM, PE Applied Biosystems, Langen)

DMSO (Endkonzentration 10 %)

Enhancer(10 Min. bei 50 °C erhitzt) (PAN Biotech, Aidenbach)
MgCl, (25 mM)

Power-ScriptPolymerase (10 U; PAN Biotech, Aidenbach)

5" Primer

3" Primer

cMB14 -DNA

ad 100 pl mit HOpjg.

Die PCR-Reaktion wurde in eineffhermocycle©600 (PE Applied Biosystems, Langen)
durchgefiihrt. Das Standardprogramm lautete wie folgt:

2 Min. 95 °C (Denaturierung deBemplatep

30 Sek. 95 °C (Denaturierung désmplatep

1 Min. 55 °C Primer Annealing 10 Zyklen
2 Min. 68 °C (Elongatior)

30 Sek. 95 °C (Denaturierung désmplatep

1 Min. 65 °C Primer Annealing 25 Zyklen
2 Min. 68 °C (Elongation

10 Min. 68 °C (vollstandige Elongation)

Fur die PCR wurden die Primer 5'rabbit und 3 rabbit eingesetzt, die an ihrem 5 -Ende mit
einerBamHLFSchnittstelle versehen waren (siehe Tabelle 2.2). Diese erlaubte eine direkte
Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor pGEX2T. Die gewonnenen PCR-Produkte
wurden dazu auf einem Agarosegel aufgetrennt, mit Hilfe @esquick” Gel Extraction

Kits (Qiagen, Hilden) aufgereinigt (siehe Kapitel 2.5.1.2), B@&mHI verdaut, nochmals
uber ein Gel aufgereinigt und in die Klonierung eingesetzt.
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Amplifikation der BPLF1-Fragmente rekl bis rek4 mit Hilfe denue-Script-Polymerase

Bei den Fragmenten rekl bis rek4 handelt es sich um ca. 1000 bp lange Bereiche des
BPLF1-Gens, die zur Herstellung von Rekombinationsplasmiden fur ein rekombinantes
EBV hergestellt wurden. Fur die Amplifikation dieser Genbereiche aus genomischer B95-8
DNA eignete sich besonders di&rue-Script-Polymeraseder Firma PAN Biotech
(Aidenbach). Als Primer wurden die in der Tabelle 2.2 beschriebenen Oligonukleotide
rekl 5/3" bis rek4 5/3 verwendet. Die PCR-Bedingungen mussten fir jedes Fragment
optimiert werden und sind im folgenden genauer beschrieben:

Amplifikation von rekl, rek2 und rek3

6 ug cMB14-DNA
10 pl 10 x PCR-Puffer (PAN Biotech, Aidenbach)
10 pul dNTPs (je 2 mM; PE Applied Biosystems, Langen)

100 pmol 5" Primer

100 pmol 3" Primer

0,4 ul True-ScriptPolymerase ( 5 U/ul; PAN Biotech, Aidenbach)
10 pul DMSO (Endkonzentration 10 %)

ad 100 pl mit HOpjg.

Reaktionsbedingungen: Primer-Annealing-Temperaturen:
2 Min. 94 °C rekl rek2 rek3

30 Sek. 95 °C |

1Min.x°C [ 10 Zyklen 55 °C 50 °C 54 °C

1,5 Min. 72°C ~
30 Sek. 95 °C )
1 Min. x °C J‘ 25 Zyklen 65 °C 60 °C 64 °C
1,5Min. 72 °C
10 Min. 72 °C

Amplifikation von rek4
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6 ug cMB14-DNA
10 ul 10 x PCR-Puffer (PAN Biotech, Aidenbach)
10 pul dNTPs (je 2 mM; PE Applied Biosystems, Langen)

100 pmol 5" Primer

100 pmol 3" Primer

0,4 pl True-ScriptPolymerase ( 5 U/ul; PAN Biotech Aidenbach)
10 pl DMSO (Endkonzentration (5 %)

ad 100 pl mit HOpig.

Reaktionsbedingungen:

2 Min. 94 °C

30 Sek. 95 °C 1

1 Min. 52 °C 10 Zyklen
1,5Min.72°C ~
30 Sek. 95°C )
1Min.62°C [ 25Zyklen
1,5Min. 72 °C ~
10 Min. 72 °C

Die Amplifikation von rek 4 gelang nur bei relativ gering@mnealingTemperaturen und

unter Zugabe von 5 % DMSO. Dabei zeigten sich einige unspezifische Banden; eine gute
Ausbeute des gesuchten PCR-Produkts konnte jedoch nur durch diese Bedingungen
erreicht werden.

2.5.2.2 RT-PCR-Amplifikationen zur Uberpriifung der BPLF1-RNA

Die Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR) stellt eine besondere Form der Amplifizierung
von Nukleinsduren dar. Hierbei wird zunéchst die RNA in DNA umgeschrieben und diese
dann mittels PCR amplifziert. Die Amplifizierung der RNA lasst Aussagen Uber das
Transkriptionsmuster der Zelle zum vorgegebenen Zeitpunkt zu.

Um Aussagen uber die Aktivitat des BPLF1-Gens im viralen Vermehrungszyklus treffen
zu konnen, wurde sowohl Gesamt- als auch mRNA verschiedener induzierter und nicht
induzierter EBV positiver bzw. EBV negativer Zelllinien in die RT-PCR eingesetzt. Dazu
wurde die RNA wie unter 2.6.1 beschrieben prapariert und davon 5-10 pg Gesamt-RNA
bzw. 0,5 -1 pug mRNA in die RT-PCR eingesetzt. Unter Zugabe des spezifischen
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3 Oligonukleotids (BPLF1-3'RT, siehe Tabelle 2.3) wurde die RNA durch das Enzym
MMuLV (Reverse Transkriptase; PE Applied Biosystems, Langen) in DNA umgeschrieben
(Erststrangsynthese). Es schlof3 sich dann eine weitere, normale DNA-Amplifzierung unter
Zugabe vonTagPolymerase (PE Applied Biosystems, Langen) und spezifischem 5°
Oligonukleotid (BPLF1-5'RT; siehe Tabelle 2.3) an. Zur Kontrolle, ob es sich bei der
eingesetzten Matrize auch tatsachlich um RNA handelte, wurde jeder Ansatz parallel
sowohl mit DNasel als auch mit DNasel/RNase T1 verdaut. Die Bedingungen fur die RT-
PCR wurden wie folgt gewahlt:

Reverse Transkription (Erststrangsynthese)

2 ul Puffer Il (PE Applied Biosystems, Langen)

2ul dNTPs (je 2 mM; PE Applied Biosystems, Langen)

4 ul MgCl, (25 mM)

30 pmol 3" Oligonukleotid

X Ug Gesamt- bzw. mMRNA

1l DNase | (RNase frei, Ambion)

(Apl RNase T1, 100000 U/ ml; Roche Diagnostics, Mannheim)

ad 20 pl mit HO-DEPC

15 Min. 37 °C (DNasel-Verdau)
5 Min. 99 °C (Inaktivierung der DNasel)
15 Min. 37 °C Primer-Annealing

Nach dem Verdau wurde 1 (MMuLV (Reverse Transkriptase) zugegeben, 20 Min. bei 42
°C (Reverse Transkription) inkubiert und anschlieRend das Enzym fir 5 Min. bei 99 °C
inaktiviert.

PCR-Amplifizierung
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Die aus RNA entstandene DNA wurde im nachfolgenden Schritt mit Hilfelder
Polymerase amplifziert. Der Ansatz fur die Amplifikation lautete:

20 pl Erststrangsynthese

8 ul Puffer Il (PE Applied Biosystems, Langen)

4 ul MgCl, (25 mM)

8 ul dNTPs (je 2 mM; PE Applied Biosystems, Langen)

70 pmol 3" Oligonukleotid

100 pmol 5" Oligonukleotid

0,5 pl TagPolymerase (2,5 U; PE Applied Biosystems, Langen)

ad 100 pl mit HOpjg.

Es folgte das PCR-Protokoll:

30 Sek. 95 °C (Denaturierung désmplatep
45 Sek. 55 °CRrimer-Annealing

1 Min. 72 °C Elongation

10 Min. 72 °C (vollstandigé&longatior)

2.5.2.3 Sequenzspezifische DNA-Mutagenese

Zur zielgerichteten Mutation von DNA-Sequenzen wurde nach dem Protokoll des
QuikChangé®Mutagenes«&its von Stratageri® (Heidelberg) verfahren. Die
QuikChangé“Mutageneseberuht auf einer Polymerase-Kettenreaktion, die mit einem
zirkularen DNATemplate(Plasmid) startet, das die urspriingliche, zu mutierende Sequenz
tragt. Die Mutation wird von zwei synthetischen, komplementaren Primern kodiert, deren
5- und 3"-Enden so gewahlt sind, dass sie die gegenuberliegenden Strange der DNA-
Matrize im Bereich der Mutation binden kdnnen. Da die Primer gegenlaufig komplementar
sind, kann die DNA-Verlangerung nur an den parentalen Plasmidstrangen erfolgen,
weshalb die Vermehrung nicht exponentiell, sondern nur linear verlauft. Im Verlauf der
PCR werden somit zirkulare Plasmide mit Primer-kodierten Mutationen und versetzten
Einzelstrangbrichen erzeugt. Da PCR-amplifizierte DNA im Gegensatz zu bakterieller
DNA nicht methyliert wird, kdénnen durch anschlieBende Behandlung mit der
Restriktionsendonukleadepnl (die nur methylierte Zielsequenzen erkennt) selektiv alle
methylierten und hemimethylierten Ausgangsplasmide verdaut werden. Damit werden alle
Plasmide ausgeschlossen, bei denen nicht beide Strange mutiert sind. Voraussetzung ist,
dass das Ausgangsplasmid eindamMethylase positivem Bakterienstamm entstammt.
Nach Transformation eines geeigneten, kompetenten Bakterienstammes (XL1 Blue;
Kitbestandteil) mit dem neuen, mutierten Plasmid (nach Angaben des Herstellers), erfolgt
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die Reparatur der Einzelstrangbriiche. Die Gestaltung der Primer-Sequenzen (siehe Tabelle
2.3) und Durchfuihrung der Mutagenese erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.6 Spezielle Methoden

2.6.1 Northernblot Analysen

Die Northernblot-Technik erlaubt auf relativ einfache Weise eine qualitative und
guantitative Bestimmung einzelner RNA-Molekile in RNA-Gemischen, sowie deren
genaue Identifikation. Bei diesem Verfahren wird die RNA nach elektrophoretischer
Auftrennung aus der Gelmatrix auf eine Zellulose-Membran Ubertragen und dort
immobilisiert. Das urspringlich im Gel enthaltene Trennmuster der Molekile bleibt nach
der Ubertragung erhalten, so dass man eine exakte Replik des urspriinglichen Gels erhalt.
Die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgt unter alkalischen Bedingungen,
wobei es zu einer vollstandigen Denaturierung und einer partiellen Hydrolyse der RNA
kommt. So entstandene kleinere RNA-Fragmente kdnnen leichter auf die Trager-Membran
ubertragen werden. Der Nachweis spezifischer RNA-Molekile erfolgt durch
Hybridisierung der Membran mit einer geeigneten, markierten Gensonde. Im Falle von
BPLF1 dienten dazu inantisenseorientierte, in vitro transkribierte und radioaktiv
markierte RNA-Sonden. Enthalt eine RNA-Population die gesuchte Sequenz, so wird diese
nach Autoradiographie des hybridisierten Filters als Bande sichtbar. In den folgenden
Abschnitten sind die einzelnen Arbeitsschritte zur Durchfiihrung einer Northern-Blot-
Analyse genauer beschrieben.

Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe deSRI-REAGENT". Im Rahmen dieser Arbeit
wurde fur Northernblot-Analysen sowohl Gesamt-RNA als auch mRNA (s.u.) aus
verschiedensten EBV-positiven und EBV-negativen Zelllinien verwendet. (siehe dazu
Kapitel 2.1.2). Fiir die Praparation wurden jeweils ca. 2x2€llen eingesetzt und daraus
Gesamt-RNA mit Hilfe der TRI-REAGEN™-Losung nach Angaben des Herstellers
(Sigma-Aldrich Firmengruppe, Deisenhofen) isoliert. Das Reagent erlaubt die simultane
Aufreinigung von RNA, DNA und Protein. Mit dieser Methode konnten erfolgreich
Mengen zwischen 100 pg und 150 pg Gesamt-RNA erzielt werden. Die Nukleinsauren
konnten sofort sowohl in Northern-Blot-Analysen als auch in RT-PCR-Reaktionen
eingesetzt werden. Die RNA wurde in DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert und
konnte unter Zugabe des RNase-Inhibitors rRNAsin (40 U, Promega, Madison WI, USA)
und DTT (300 mM) bei —80 °C fur max. 6 Monate aufbewahrt werden.

Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser:

DEPC (Sigma Aldrich Firmengruppe, Deisenhofen)

1:1000 in Wasser verdiinnen
unter standigem Ruhren tUber Nacht bei Raumtemperatur inkubieren
Autoklavieren zur vollstandigen Zerstérung des DEPC
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Isolierung von mRNA mittelMACS-mRNA Isolation KiDer MACS-mRNA Isolation Kit
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) erlaubt die Aufreinigung poly-adenylierter mRNAs
aus Zellen oder Geweben. Das Prinzip der Reinigung beruht auf einer spezifischen
Bindung von magnetischeMACS Oligo (dT) MicroBeadsan das poly A-Ende
verschiedenster mRNAs. Die Aufreinigung selbst erfolgt in einem magnetischen Feld,
wodurch die spezifisch markierten mRNAs zurtickgehalten werden, wahrend Gesamt-RNA
und andere Zellbestandteile in mehreren Waschschritten entfernt werden. Letztendlich
erfolgt die Elution der mRNA von deklicroBeads

Fur die Aufreinigung wurden ca. 1xi0is 5x10 Zellen geerntet (siehe Kapitel 2.1.2) und

mit Hilfe eines Lysis/Binding Puffers lysiert. Um die Viskositat des Zell-Lysates zu
verringern wurde dieses zunachst 3-4 mal durch eine Spritze gedriickt und anschlieRend
Uber eine sogenanntearge Scale Lysate Clear Colunmentrifugiert. Das so erhaltene
klare Lysat wurde mit deMACS Oligo (dT) MicroBeadsersetzt und tUber eine spezielle
Saule (MACS Column Type M) innerhalb eines magnetischen Feldes aufgereinigt. Nach
mehreren Waschschritten erfolgte die Elution der mRNA von dé&icroBeads im
magnetischen Feld mit einem auf 65 °C erwarmten Elutionspuffer oder RNase-freiem,
DEPC behandeltem Wasser.

Um die so erhaltene RNA weiter aufzukonzentrieren, wurde ein Fallungsschritt mit 0,1
Volumen 3 M Natrium-Acetat pH 5,2, drei Volumen Ethagal,:und 20 pg Glycogen fir

1 h bei —80 °C angeschlossen. Die so erhaltene mRNA konnte direkt in Northernblot-
Analysen oder RT-PCR-Reaktionen eingesetzt werden. Aus’5@ilen wurden ca. 10

bis 20 pg mRNA isoliert.

Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese. Die Auftrennung von Gesamt- und mRNA
erfolgte in denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen nach einer Methode von Sambrook
(Sambrook et al., 1989) Durch die alkalischen Bedingungen war eine vollstandige
Denaturierung und eine partielle Hydrolyse, vor allem sehr grol3er RNA-Molekiile,
gewahrleistet. Letztere erleichterte mitunter deren spéatere Ubertragung auf die Trager-
Membran. Fur das Gel (150 ml) wurden 1,6 g AgaroSeaKeri LE Agarose; FMC
BioProducts, Rockland, Maine USA) mit 99 mLB&-DEPC und 32 ml 5x MOPS-Puffer
versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abklihlung der Gel-Lésung auf ca. 55 °C
wurden 28 ml einer 37 %igen Formaldehydlésung (Sigma-Aldrich Firmengruppe,
Deisenhofen) zugegeben und das Gel zlgig gegossen. Der Gellauf wurde in einer
Horizontal-Gelelektrophorese-Apparatur (Holzl, Dorfen) mit einer Laufstrecke von 16 cm
in 1 x MOPS-Puffer fur ca. 3 h bei 10 V/cm durchgefihrt.

Da RNA-Molekile die Eigenschaft besitzen, starke Sekundarstrukturen auszubilden,
musste die RNA vor der Auftragung auf das Gel folgendermal3en behandelt werden: Ca. 5-
20 ng Gesamt-RNA bzw. 1- 10 pg mRNA (max. 15 pl) wurden mit 2 Volumen (max. 30

ul) RNA-Probenpuffer versetzt und fur 5 Min. auf 65 °C erhitzt. Nach einer kurzen
Abklhlung der Proben auf Raumtemperatur wurden 2 pl RNA-Auftragspuffer und 0,5 ul
Ethidiumbromid zugegeben und diese auf das Gel aufgetragen. Um spater Aussagen uber
die Grof3e der gesuchten RNA treffen zu kénnen, wurde ein RNA-Standard mit auf das Gel
aufgetragen. Der RNA-Standard (0,2- 10 kb; Sigma-Aldrich Firmengruppe, Deisenhofen)
bestand aus einer Mixtur von 9 verschiedenen RNA-Standards mit einem Grol3enbereich
von 200 bis 10000 Nukleotiden.
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5x MOPS-Puffer: 40 mM Natriumacetat
0,1 MMOPS pH 7,0
0,5 mM EDTA pH 8,0

RNA-Probenpuffer

65 % Formamid (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

25 % 37 %-Formaldehyd (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
1 x MOPS-Puffer

in 500ul Aliquots bei -20°C wegfrieren

RNA-Auftragspuffer

50 % Glycerin

1 mM EDTA

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

Northernblot mittels Kapillar-Blot. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die
RNA-Molekile aus der Gelmatrix mittels Kapillar-Blot auf eine Nylon-Membran
ubertragen und dort immobilisiert. Das urspringlich im Gel enthaltene Trennmuster bleibt
nach der Ubertragung erhalten, so dass man eine exakte Kopie des urspriinglichen Gels
erhalt.

Um die Effizienz der Ubertragung vor allem groRer RNA-Molekiile zu erhohen, wurden
die zu transferierenden Nukleinsduren vor d@&lotting durch Saurebehandlung der
Gelmatrixin situ fragmentiert. Dazu wurde das Gel zunachst fur 1 h in DEPC behandeltem
Wasser bei Raumtemperatur geschwenkt, um das Formaldehyd zu entfernen. Anschliel3end
erfolgten zwei je 30 minutige Waschschritte bei Raumtemperatur mit Denaturierungs- und
Neutralisierungslosung. Letztendlich wurde das Gel zur Vorbereitung auldésg fur

45 Min. in 20 x SSC geschdttelt.

Beim Kapillar-Transfer liegt das Gel auf einem Saugpapier (WhatrRapier, Whatman
International, Maidstone, England ), das in die Transferlésung (20 x SSC) eintaucht. Uber
dem Gel liegen die Transfermembran (positiv geladene Nylon-Membran; BIOBYNE
PLUS MEMBRANE; PALL Gelman Laboratory, Dreieich) und Schichten von trockenen
Saugpapierlagen. Der ganze Aufbau wurde durch eine Glasplatte und ein Gewicht
beschwert. Das in das Pufferreservoir eintauchende Saugpapier sorgte fur einen standigen
Flussigkeitsstrom, der durch die Saugpapierlagen aufrecht erhalten wurde. Durch den
Flissigkeitsstrom wurden Uber Nacht die Nukleinsdure-Moleklle aus dem Gel auf die
Transfermembran Ubertragen. Zur Fixierung der RNA auf dem Filter wurde eine UV-
Bestrahlung durchgefuhrtA(to Crosslinkim UV Stratalinkef™ 2400; Stratageri®,
Heidelberg ). Die Nukleinsduren wurden hierbei durch Reaktion zwischen den durch UV-
Licht aktivierten Thymin- oder Uracil-Resten und den priméaren Amin-Gruppen der Nylon-
Matrix kovalent an den Nylon-Filter gebunden. Eine anschlieRende Methylenblau-Farbung
der Membran diente zur Uberpriifung des Transfers. Dazu wurde der Filter zunachst firr ca.
30 Sek. in der Methylenblau-Farbeldsung bei Raumtemperatur geschwenkt und daraufhin
fir ca. 4 Min. in destilliertem Wasser wieder entfarbt. Neben den Ubertragenen RNAs
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konnte somit auch der RNA-Standard sichtbar gemacht und fir die Auswertung nach der
Hybridisierung markiert werden.

Denaturierungslésung

0,05 M NaOH
1,5 M NaCl

Neutralisierungslésung:

0,5MTrispH7,4
1,5 M NacCl

20x SSC 3 M Natriumchlorid
0,3 M Natriumcitrat

Methylenblau-Farbelésung0,03% (w/v) in 0,3 M Natriumacetat pH 5,2

In vitro-Transkription und radioaktive Markierung von RNA-Sonden. Die auf der
Transfermembran befindlichen Nukleinsauren wurden durch Nukleinsaure-Hybridisierung
und anschlieBender Autoradiographie nachgewiesen. Zu diesem Zweck wurden im
Rahmen dieser Arbeih vitro-transkribierte RNA-Sonden hergestellt, welcheimtisense

zur eigentlichen mRNA des BPLF1-Gens orientiert waren. Dievitro-Transkription
erfolgte mit demRiboprobé& in vitro Transcription System Sp6/Tder Firma Promega
(Madison WI, USA). Dieses System erlaubte die Herstellung hochspezifischer
einzelstrangiger, radioaktiv markierter RNA-Sonden.

Ausgehend von einer Plasmid-DNA, die als Matrize diente, kam es durch die Sp6 bzw. T7-
Polymerase zur Transkription einer weitgehend homogenen RNA-Population. Durch die
Linearisierung des Plasmids entstanden sogenanni@-qff-Transkripte, wodurch
gewahrleistet war, dass die transkribierten RNAs frei von jeglicher Vektor-Sequenz waren.
Die Tabelle 2.5 zeigt neben den verwendeten Ausgangsplasmiden auch die
Restriktionsenzyme, die zur Linearisierung verwendet wurden und die jeweilige fiir die
vitro Transkription verwendete Polymerase. Nach der Linearisierung wurde die Plasmid-
DNA nochmals iber ein Agarosegel mit Hilfe de®lAquick®Gel-Extraction-Kits
(Qiagen, Hilden; siehe Kapitel 2.5.1.2) aufgereinigt. Die Aufreinigung war notwendig, da
eine unvollstandige Linearisierung zur Folge gehabt hatte, dass sehr lange Transkripte
entstehen, in die unspezifisch eine gro3e Menge an radioaktiv markierten Nukleotiden
eingebaut wirden. Ca. 1 pug der so vorbereiteten Plasmide konnte im digro-
Transkription eingesetzt werden.
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Tabelle 2.5 Ubersicht iiber dia vitro transkribierten RNA-Sonden zur Detektion der BPLF1-RNA

Bezeichnung derAusgangs-Plasmid RestriktionsenzyrRolymerase  Transkriptgréf3e
Sonde zur Linearisierung

BPLF1-I pCRII-TOPO-BPLF1-Frg.l Spel T7 ca. 2057 bp
BPLF1-II pCRII-TOPO-BPLF1-Frg.lI Xbal Sp6 ca. 2034 bp
BPLF1-361 pCRII-TOPO-BPLF1-361 Frg. Xbal Sp6 ca. 361 bp
BPLF1-IV PCRII-TOPO-BPLF1-Frg.IV Spel T7 cal772 bp

FUr einen Standard Transkriptions-Ansatz wurden folgende Komponenten in der
angegebenen Reihenfolge zusammenpipettiert und fur 1 h bei 37 °C inkubiert:

Transcription Optimized 5x Buffer 4 ul
DTT ( 100 mM) 2 ul
rRNAsir’ Ribonuklease-Inhibitor (20 U) 0,5 pl
rATP, rGTP und rUTP (je 2,5 mM) X ul
100 uM rCTP X Ul
linearisierte Plasmid-DNA (1 pg) X ul
[a-**P] rCTP (50 pCi/pl) 5 pl
Sp6 bzw. T7-Polymerase (15-20 U) 1l
Endvolumen 20ul

Nach 1 h wurde zu dem Ansatz 1 ul RQ1 RN#ase DNase (1 U/ul; Promega, Madison

WI, USA) zugegeben und fir 15 Min. bei 37 °C diemplateDNA verdaut. Bevor dien
vitro-transkribierte RNA-Sonde nun als Hybridisierungssonde eingesetzt werden konnte,
muf3ten nicht-inkorporierte Nukleotide entfernt werden. Dazu wurde die RNA-Sonde Uber
ein  Gelfiltrations-Saulchen QENTRISPIN+20 Spin  columns PRINCETON
SEPARATIONS, Adelphia, USA) nach Angaben des Herstellers zentrifugiert. Nicht
eingebaute Nukleotide wurden in der Matrix zurtickgehalten, die aufgereinigte RNA-Sonde
konnte direkt in die Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

Radioaktivitat: 1 x 9,25 MBq 5 p-%P] rCTP
(Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg)
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Transcription Optimized 5x Buffer

200 mM Tris-HCI pH 7,9
30mM  MgC}

10 mM Spermidin

50 MM NaCl

Hybridisierung und Entwicklung. Zur Absattigung unspezifischer Bindungen wurde der
Blot fur mindestens 4 h prahybridisiert. Dazu wurde die Northernblot-Membran in ein
Glas-Hybridisierungsrohrchen eingefiihrt und mit ca. 5 ml SSPE-Hybridisierungspuffer
benetzt. Die Prahybridisierung erfolgte bei 55 °C. Zu den 5 ml Prahybridisierungs-Losung
wurden 5-20 ul der radioaktiv markierten und denaturierten RNA-Sonde zugegeben (ca.
1x1C cpm; 5 Min. 95 °C in 500 pl Hybridisierungslésung) und tiber Nacht bei 60 °C im
Hybridisierungsofen hybridisiert. Am folgenden Tag wurde die hybridisierte Membran
einmal fur 5 Min. bei Raumtemperatur mit dem Puff#ashlund zweimal fur weitere 15

Min. bei 65°C mitWashll gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran in eine Folie
eingeschweiBt und fir 12 bis 24 h mit einem X-OMARSntgenfilm (Kodak,) bei —80 °C
exponiert. Die Entwicklung erfolgte in einem automatischen Filmentwickler (Kodak).

20x SSPE-Puffer 3,6 M Na ClI
0,2 M Na2HPQpH 7,7
2 mM EDTA

SSPE-Hybridisierungspuffer

5 x 20x SSPE

50 % Formamid

5 x Denhardt-Reagenz

0,5 % SDS

20 mg tRNA (aus Backerhefe,Roche Diagnostics, Mannheim)
ad 50 ml mit HO-DEPC

100 x Denhardt-Reagen2 % Ficoll
2% Polyvinylpyrolidon
2 % BSA
ad 100 ml mit DEPC-Wasser

Washl 2x SSC
0,1% SDS
Washlt 0,1x SSC

0,1% SDS
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2.6.2 Herstellung von cDNA mittelsSSMARTPCR cDNA-Synthese Systems

Basierend auf einer reversen Transkription und anschlieBender PCR-Amplifikation kann
mit Hilfe desSMART"PCR cDNA-Synthese Systedes Firma Clontech (Palo Alto, CA,
USA) aus geringsten Mengen Gesamt- oder POIRAIA hoch qualitative cDNA
hergestellt werden. Die Besonderheit des Systems liegt darin, dass in erster Linie
Vollange-cDNAs angereichert werden. Abbildung 3.8 in Kapitel 3.1.3 zeigt schematisch
das Prinzip des Systems.

Fur die Herstellung der BPLF1-cDNA wurde das Protokoll des Herstellers in einigen
Punkten variiert. Um eine Umschreibung und Amplifikation der ausgesprochen GC-
reichen und langen BPLF1-RNA (9,4 kb) zu erzielen, wurde das Experiment auf folgende
Art und Weise durchgefiihrt. Als Ausgansgmaterial fur die Erststrang-Synthese wurde
Gesamt- und mRNA aus induzierten P3HR1/16 —Zellen verwendet (siehe Kapitel 2.1.2
und 2.4.2). Die RNAs wurden dazu wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben aufgereinigt. Fur die
reverse Transkription wurden ca. 5 pg Gesamt-RNA und 0,5 ng mRNA eingesetzt.
Anstelle des vom Hersteller angegeben CDS-Primers wurde ein genspezifscher Primer
(3'RT; siehe Tabelle 2.3) verwendet. Als zweites Oligonukleotid fiir die reverse
Transkription wurde der Primer SMART Il (siehe Tabelle 2.3) verwendet. In einem
sterilen 0,5 ml Reaktionsgefd3 wurden folgende Komponenten in der angegebenen
Reihenfolge zugegeben, gemischt und kurz abzentrifugiert:

1-3 ul RNA

1ul 3 RT-Primer (10 pM)

1ul  SMART Il Oligonukleotid (10 uM)
x Ul DEPC-Wasser

5ul Gesamtvolumen

Nach einer 2 minttigen Inkubation des Ansatzes bei 72 °C wurde das Reaktionsgefald
sofort fur 2 Min. auf Eis abgekuhlt und nochmals kurz abzentrifugiert. Anschliessend
erfolgte die Zugabe von

2 ul 5 xFirst-StrandPuffer

1ul DTT (20 mM)

1ul 50x dNTP (10 mM)

1 ul  Superscript lIReverse Transkriptase (200 U/ul; Gibco Life Technologies)

Die reverse Transkription erfolgte bei 50 °C fir 1 h. Durch Uberfihrung des
ReaktionsgefalRes auf Eis, wurde die Reaktion abgestoppt. Die so erhaltene einzelstrangige
cDNA konnte entweder sofort in die PCR-Amplifikation eingesetzt oder bei —20 °C flr bis

zu 3 Monaten aufbewahrt werden.
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5x First-Strand Puffer

250 mM Tris HCI pH 8,3
375 mM KCI
30 mM MgC}

Vorversuche hatten gezeigt, dal3 sich die BPLF1-RNA ausgesprochen schwer revers
transkribieren und in einer PCR amplifzieren lie3. Deshalb wurde fur die anschlie3ende
PCR-Amplifikation der cDNA nicht die im Kit mitgeliefertéAdvantage-Polymerase
verwendet, sondern dag&xpand-long PCR-Systender Firma Roche Diagnostics
(Mannheim). Dafur wurden zunachst zwei getrennte Master-Mixe hergestellt:

Master Mix | Master Mix I

5ul  Wasser 17,5 pl Wasser

12 ul dNTPs (je2 mM) 1ul DMSO

1ul 3'RT-Primer (10 uM) 5ul  Puffer 3

5ul cDNA 1,5 ul MgCh (25 mM)

0,5 ul Expand longPolymerase

25 pl Gesamtvolumen 25 pl Gesamtvolumen

Die beiden Master-Mixe wurden vereinigt und in eine PCR-Amplifikation unter folgenden
Bedingungen eingesetzt:

2 Min. 94 °C

30 Sek. 95 °C

1 Min. 57 °C | 35 Zyklen
4 Min. 68 °C

10 Min. 68 °C

Die so erhaltene doppelstrangige (ds) cDNA sollte hinterher mift@l<Cloning (siehe
Kapitel 2.5.1.3) in den Vektor pCRI-TOPO kloniert werden. Da jedoch ddxpand
long-Polymerasé€semisch auch ein proof-reading-Engm enthielt, besal3en die
amplifizierten DNA-Fragmente keinen Adenin-Rest an ihnrem 3 '-Ende. Deshalb wurde vor
der Klonierung in den pCRI-TOPO-Vektor einetailing-Reaktion durchgefiihrt (siehe
Kapitel 2.5.1.3).
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2.6.3 Expression und Analyse von Proteinen

Zum Nachweis und zur Herstellung von Antikérpern gegen das BPLF1-Protein wurden
definierte Fragmente des Gens als GST-Fusionsprét@n€OPP3-Bakterien exprimiert

und mittels Affinitatschromatographie undPrep Cell Pag€ aufgereinigt. Die
aufgereinigten Proteinfragmente wurden sowohl in Westernblot-Analysen (siehe Kapitel
2.6.3.2) als auch zur Herstellung von BPLF1-spezifischen Antikbrpern verwendet (siehe
Kapitel 2.6.4).

2.6.3.1 Expression und Aufreinigung von BPLF1-GST-Fusionsproteinen

Expressionsvektor pGEX2T. Fiur die Expression der GST-Fusionsproteine wurde der
Vektor pGEX2T verwendet. Die genauen Eigenschaften des Vektors sind in Kapitel 2.3
und im Anhang A.4 beschrieben. Das Expressionsplasmid wurde entweder ohne Fremdgen
als Negativkontrolle bzw. zur Absattigung von Humanseren eingesetzt (siehe Kapitel
2.6.3.3) oder enthielt verschiedene Abschnitte des BPLF1-Gens, die uUber die multiple
Klonierungsstelle eingesetzt worden waren (siehe Kapitel 3.2.2, 3.2.3 und Anhang A.6).
Um spater den GST-Anteil von dem exprimierten Protein entfernen zu kdnnen, wurde
darauf geachtet, die Fremd-DNA im Leseraster mit der im Vektor vorhandenen Thrombin-
Spaltstelle zu klonieren .

Induktion der Protein-Synthese durch IPTG. Eine Ubernachtkultur (100 ml) des
Expressionsvektors pGEX2T in TOPP3 Bakterien (siehe Kapitel 2.1.1) bzw. des
rekombinanten pGEX2T-Vektors mit BPLF1 spezifischen Fragmenten in TOPP3
Bakterien wurde 1:10 mit vorgewarmtem LB-Medium (LBy-Medium mit Ampicillin,
Endkonzentration 50 pg/ml) verdinnt und bis zu einergg@®on 0,6 bis 0,8 in einem
Bakterienschuttler bei 220 Upm geschittelt. Die Fremdproteinsynthese wurde durch
Zugabe von 1 mM Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG, peQLab Biotechnologie,
Erlangen) induziert, welches delac-Repressor inaktiviert. Nach einer vierstindigen
Induktion bei 25°C (um die Aktivitat von Proteasen herabzusetzen), wurden die Bakterien
geerntet und fortan auf Eis bzw. 4°C mit den entsprechenden, gekihlten Reagenzien
weiterbehandelt.

LBy-Medium: 5 g Bacto-Trypton (Difco, Detroit, USA)
5 g Bacto-Yeast Extract (Difco, Detroit, USA)
5 g NaCL (Roche Diagnostics, Mannheim)
ad 1l in H,0yg, pH 7,3

Ampicillin: 100 mg/mlin 70% ETOH (1:1000 in LB)

4 GST: Glutathion S-Transferase
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Ernte und Lyse der induzierten TOPP3-Bakterien. Durch eine 10 minutige Zentrifugation
bei 5000 Upm und 4 °C in einer Centricon T-124-Zentrifuge (Kontron Instruments)
wurden die induzierten Bakterien geerntet. Es folgte ein Waschschritt mit ca. 200 ml
eiskaltem STE-Puffer und einer zweiten 10 minitigen Zentrifugation. Der so erhaltene
Niederschlag wurde in 75 ml STE-Puffer mit 1 ml Lysozym (10 mg/ml) resuspendiert und
15 Min. auf Eis inkubiert. (An dieser Stelle konnte der resuspendierte Niederschlag auch in
flissigem Stickstoff schockgefroren, fir einige Wochen bei —80 °C gelagert und
anschlieBend nach Protokoll weiterverarbeitet werden. Die Experimente zeigten jedoch,
dass dies nur in Ausnahmeféllen geschehen sollte). Nach der Lysozym-Behandlung wurde
die Bakteriensuspension sonifiziert, um eine vollstdndige Lyse zu gewahrleisten. Dazu
wurden zunachst 0,5 ml einer 1 M DTT-LAsung (Endkonzentration 5 mM) zugegeben. Die
Zugabe des DTTs sollte unmittelbar nach der Lysozym-Behandlung erfolgen. Somit
konnte die spatere Bindung des exprimierten Fusionsproteins an die Gelmatrix, die zur
Aufreinigung verwendet wurde, erhéht werden. Vor der Sonifizierung wurden dann noch
10 ml einer 10 %igen Sarkosyl-Losung zugegeben und die Suspension fir 10 Sek.
gevortext. Nach der Zugabe der DTT- und der Sarkosyl-Lésung wurde die Ultraschall-
Behandlung in einem Becherresonanz-Bad (Labsoni¢-Gerat, Braun, Melsungen; 1
Min., 50 %, power level 8) durchgefiihrt. Dabei wurde explizit auf eine Beschallung mit
der Nadelsonde verzichtet, um eine Denaturierung des Proteins zu vermeiden. Das so
erhaltene Gesamt-Lysabfal lysa) wurde daraufhin fir 15 Min. bei 17000 Upm und 4 °C

in der Centricon T-124-Zentrifuge (Kontron Instruments) abzentrifugiert. Der so
gewonnene Uberstand enthielt das exprimierte Fusionsprotein in loslicher Form und
konnte in die Aufreinigung eingesetzt werden.

1MDTT: 3,09gDTT in 20 ml 0,01 M NaAc pH 5,5
Aufbewahrung in 1 ml Aliquots bei -20°C (steril filtriert)

STE-Puffer 10 mM Tris pH 8,0
150 mM NacCl
1 mM EDTA
Lysozym 10 mg/mlin Tris pH 8,0

Aufbewahrung bei —20°C (steril filtriert)

10% Sarkosyl 5 g Sarkosyl in 50 ml STE-Puffer
Aufbewahrung bei Raumtemperatur (steril filtriert)

Affinitatsreinigung der exprimierten Fusionsproteine mit Hilfe der Glutathione
Sepharos®B. Die Aufreinigung der exprimierten Fusionsproteine aus dem Bakterienlysat
erfolgte (iber eine Affinititschromatographie mit Hilfe detutathion Sepharose 4B
(Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg). Vom Hersteller wurde die Gelmatrix in
Form einer 75 %igen Matrix-Ethanol Mischung (75 %urry) geliefert. Fur die
Aufreinigung musste zunachst eine 50 %ige Mischung hergestellt werden. Dazu wurden
1,33 ml der Original-Suspension fur 5 Min. bei 4 °C und 500 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Matrix mit 10 ml eiskaltem,RB§ewaschen.
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Nach einer zweiten Zentrifugation wurde die so erhaltene Gelmatrix (= Aeshivolumg
in 1 ml PBSnne aufgenommen (50 9%lurry). 1 ml Gelmatrix bindet ca. 5 mg GST-
Fusionsprotein.

Das vorbereitete Matrix-PBS-Gemisch (50s}arry) wurde nun mit den Uberstanden, die
das l6sliche Protein enthielten (siehe oben), vereinigt und fir 45 Min. bei 4°C auf dem
Uberkopfschiittler gemischt. Nach dieser Inkubation wurde die Gelmatrix 10 Min. bei 4 °C
und 500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand, der nichtgebundene Proteine enthielt, wurde
verworfen und die Matrix dreimal mit eiskaltem PRBSs gewaschen (5 Min.
Uberkopfschiittler bei 4 °C und 5 Min. Zentrifugation bei 4 °C und 500 x g). Die so
erhaltene Matrix konnte dann auf unterschiedlichste Art und Weise weiterverarbeitet
werden. Die vom Hersteller empfohlene Elution des Proteins von der Matrix mit Hilfe
eines Glutathion-haltigen Puffers wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt. Far
eine weitere Aufreinigung des Proteins in eifeep-Cell Pag€ wurde die Gelmatrix mit

1 ml 2 x SDS-Auftragspuffer vermischt, fir 5 Min. bei 95 °C aufgekocht und kurz
abzentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand enthielt das von der Matrix eluierte Protein und
konnte in diePrep-Cell-Aufreinigung eingesetzt werden. Eine weitere Mdglichkeit war die
Abspaltung des Proteins von der Matrix durch eine Thrombin Protease (siehe unten).

PBSohne: 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM NaHPO,
1,8 MM KHPO, pH7,4

Aufreinigung der vorgereinigten Fusionsproteine (iBezp-Cell Pagé. Fiir die Reinigung

der Proteine iber SDS-Polyacrylamidgele wurde Beep-Cell-Pag&-System der Firma
Bio-Rad Laboratories (Richmond, USA) verwendet. Der Aufbau der Apparatur erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Dazu wurde in eine Saule (Durchmesser 28 mm) ein 6,5 cm
langes Trenngel (siehe Tabelle 2.6) gegossen und Uber Nacht auspolymerisiert. Die
optimale Gelkonzentration wurde in Vorversuchen in Minigelapparaturen (Biometra,
Gottingen) abgeschatzt. Fur die Reinigung der BPLF1-Protein-Fragmente wurde ein 10
%iges Gel angefertigt. Am folgenden Tag wurde ein 1,5 cm langes Sammelgel (siehe
Tabelle 2.6) gegossen und nach dem Auspolymerisieren die vorgereinigten
Proteinfraktionen aus der Affinitdts-Reinigung in maximal 2 ml SDS-Auftragspuffer
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter standigem Kuihlen bei einer
konstanten Stromstarke von 40 mA und variabler Spannung in SDS-Laufpuffer. Nach dem
Durchlauf des im Auftragspuffer enthaltenen Bromphenolblaus, wurden 2 ml Fraktionen
gesammelt (FluRrate: 2 ml/10 Min.). Der gesanfeep-Celf-Lauf wurde iiber Nacht
durchgefiihrt. Das gewonnene Protein liel3 sich durch Auftrag auf ein SDS-Gel und
Silberfarbung tGberprifen (siehe Kapitel 2.6.3.2).
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Tabelle 2.6 Zusammensetzung der Trenngelldsung und SammelgellésBreptitell-Pagd

Trenngellésung (10%) Sammelgellésung

Protogel™, reinst (30% (w/v) Acrylamid, 0,8%(w/v) Bisacrylamid- 6,7 ml 0,7 ml
Lésung (37,5:1); ULTRA PURE Proto-Gel; National Diagnostics,
Biozym, Oldendorf)

Trenngelpuffer 4x (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) 5,0 ml
Sammelgelpuffer 4x(0,5 M Tris-HCI, pH 6,8) 1,25 ml
Wasser 8,3ml 3,0ml
TEMED (N,N,N°,N -Tetramethyl-Ethylendiamin, Sigma Aldrich 8 ul 10 pl
Firmengruppe)
10% Ammoniumperoxodisulfat 100 pl 50 ul
2x SDS Auftragspuffer

125 mM Tris

2 % SDS

10 % 3-Mercaptoethanol
10 % Glycerin

1 mM EDTA

0,005 % Bromphenolblau
ad 100 ml, pH 6,8

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris-HCI pH 8,5
0,192 M Glycin
0,1 % SDS

Abspaltung des GST-Anteils von den Fusionsproteinen mit Hilfe einer Thrombin Protease.
Die Verwendung des Expressionsvektors pGEX2T ermdglichte die Abspaltung des GST-
Anteils von dem exprimierten Protein unmittelbar an der Gelmatrix. Dazu wurde die
Gelmatrix nach dem letzten Waschschritt der Aufreinigung (siehe oben) in gleichem
Volumen PBSGhne resuspendiert (50 %lurry). 80 pl der Thrombin Protease-Ldsung
wurden mit 920 pl PB&ne vermischt und zu der Gelmatrix pipettiert. Die Abspaltung
erfolgte bei Raumtemperatur fur 10, 30, 60 und 120 Min. unter standigem Schuitteln, so
dass sich die Matrix nicht absetzen konnte. Nach den angegebenen Zeiten wurden jeweils
200 pl von dem Ansatz entnommen und kurz bei 500 x g fur 5 Min. abzentrifugiert. Der
Uberstand enthielt das abgespaltene Protein. Der Erfolg der Abspaltung wurde auf einem
Silbergel tberpriift (siehe Kapitel 2.6.3.2). Dazu wurden je 20 pl Uberstand und je 20 pl
Gelmatrix mit gleichem Volumen 2 x SDS-Auftragspuffer versetzt und auf ein 10 % Gel
aufgetragen.

Thrombin Proteasel Unit/ pl in PBS,. (Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg,)
Aufbewahrung bei —80°C
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2.6.3.2 Proteinnachweis

Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE. Bei d&odium-Dodecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophores&DS-Page werden Proteine in Gegenwart eines hohen
SDS-Uberschusses elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei
lagert sich das negativ geladene SDS in konstanten Gewichtsverhéltnissen an die Proteine
an und kompensiert deren positive Ladungen in einer Weise, dass alle Proteine ihrer Grol3e
entsprechend zur Anode wandern. Nach einer Methode von Laemmli (1970) werden die
Probenproteine unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems zunachst in
einem niederprozentigen Sammelgel konzentriert und wandern von dort gemeinsam in das
eigentliche, héherprozentige Trenngel ein.

Fur die SDS-PAGEwurden die Midigelapparaturen der Firma Biometra (Gottingen)
verwendet. Die Gellésungen wurden wie in Tabelle 2.7 beschrieben angefertigt. Dabei
erfolgte die Auftrennung der BPLF1-Proteinfragmente und der Proteine der eukaryotischen
Zellen (zur Detektion von EBNA2 und Zta) in einem 10 %igen Gel. Die Proteinproben
wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit dem gleichen Volumen des 2x SDS-
Auftragspuffer versetzt und 5 Min. im Heizblock bei 95 °C denaturiert. Die Elektrophorese
erfolgte im SDS-Laufpuffer bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA und variabler
Spannung. Das Ende der Elektrophorese wurde durch das Auslaufen der Bromphenolblau-
Bande angezeigt. Zur Abschatzung der GrolRen wurde der StaBagrchmark(Gibco

Life Technologies, Karlsruhe) verwendet.

2x SDS Auftragspuffer

125 mM Tris

2 % SDS

10 % 3-Mercaptoethanol
10 % Glycerin

1 mM EDTA

0,005 % Bromphenolblau
ad 100 ml, pH 6,8

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris-HCI pH 8,5
0,192 M Glycin
0,1 % SDS
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Tabelle 2.7 Zusammensetzung der Sammel- und Trenngelldsung@iSiPage

Trenngellésung Trenngellésung Sammelgellésung
10% 12,5%

Protogel™, reinst (30% (w/v) Acrylamid, 0,8%(w/v) 6 ml 7,5ml 0,99 ml
Bisacrylamid-Lésung (37,5:1); ULTRA PURE Proto-Gel;
National Diagnostics, Biozym, Oldendorf

1,88 M Tris-HCI pH 8,8 3,6 ml 3,6 ml

0,625 M Tris-HCI pH 6,8 1,2mi
0,5 % SDS 3,6 ml 3,6 ml 1,2ml
Wasser 4,8 ml 3,3ml 2,61 ml
TEMED (N,N,N",N’-Tetramethyl-Ethylendiamin, Sigma 15 ul 15 pl 6 ul

Aldrich Firmengruppe)
10 % Ammoniumperoxodisulfat 90 pl 90 ul 30 ul

Farbung der Proteinbanden n@bomassie Brilliant BlueMit dem FarbstoffCoomassie
Brilliant Blue kénnen Proteinmengen von mehr als 1 pg gut reproduzierbar angefarbt
werden. Allerdings héngt die Menge an gebundenem Farbstoff vor allem von dem Gehalt
an basischen Aminosauren ab. Fur die Anfarbung der aufgetrennten Proteine mit
Coomassie Brilliant Bluevurden die Proteingele nach d8DS-PAGHnNindestens 30 Min.

bei Raumtemperatur in d€€oomassid-arbelésung inkubiert. Anschlieend wurden die
gefarbten Gele Uber Nacht in der Entfarbelésung solange leicht geschuttelt, bis der
Hintergrund klar und nur noch die Proteinbanden blau waren. Zur Konservierung wurden
die Gele in einer Geltrocknungs-Apparatur (Invitrogen, Groningen, Niederlande) zwischen
zwei durchsichtigen PlastikfolienD¢y Ease™ Mini Cellophang bei Raumtemperatur
getrocknet.

Coomassie-Féarbeldsung

45 %Methanol
10 % Essigsaure
0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250

Entfarbelésung: 45 % Methanol
10 % Essigsaure

Gel-Trockenldsundx Gel-Dry™Drying Solution (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

Farbung der Proteinbanden mit Silbersalzen. Wahrend bei der oben beschriebenen Farbung
mit Coomassie Brilliant Bluedie unterste Nachweisgrenze bei ca. 0,1 bis 1 ug liegt,
kénnen mit dieser 10 bis 100 fach sensitiveren Farbetechnik selbst noch 10 ng Protein pro
Bande detektiert werden.

Dazu wurden die Polyacrylamid-Gele fir ca. 2 h in 50 % Methanol und 5 % Eisessig bei
Raumtemperatur fixiert und anschlieend fir 10 Min. in 50 % Methanol geschwenkt.
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Danach wurden sie einmal 10 Min. mitBhig, gewaschen. Anschliel3end wurden die Gele

1 Min. in 0,02 % Natriumthiosulfat inkubiert. Nach zwei Waschschritten von 1 Min. mit
H.Oyig. erfolgte die Farbung in 0,1 % Silbernitrat fir 20 Min. bei 4 °C. Einem kurzen
Spulen mit HOyiq. folgte die Entwicklung bis zur gewlnschten Intensitat. Um die Reaktion
vollstandig abzustoppen und ein Nachdunkeln der Gele zu vermeiden,, wurden sie kurz in
5 %iger Essigsaure inkubiert. Danach wurden die Gele entweder in 1 % Essigsaure
aufbewahrt oder, wie oben beschrieben, getrocknet.

Entwicklerlésung: 2 % Natriumcarbonat
0,04 % Formaldehyd

Identifizierung von Proteinen durch Westernblot-Analysénnfuno-Blotting. Die Uber

ein  Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden zunachst auf eine
Nitrozellulosemembran (BioTra&e NT, Pall, Gelman Laboratory, Dreieich) Ubertragen
und dort immobilisiert. Fir den Nachweis der EBV-spezifischen Proteine EBNA-2 und Zta
erfolgte die Ubertragung mit Hilfe eineBemi-Dry-Fast-Blotpparatur (Biometr,
Gotingen) nach Angaben des Herstellers. Fir den Transfer der denaturierten, negativ
geladenen Proteine vom Gel in Richtung Anode auf die Nitrocellulose wurde fir 20 Min.
eine Stromstarke von 5 mA/émMembran angelegt. Dabei stellte sich heraus, dass
Proteine groRRer als 100 kDa auf diese Art und Weise nur sehr schlecht Gbertragen wurden.
Deshalb wurde fur den Transfer der BPLF1-spezifischen Proteinfragmente ein anderes
Verfahren angewandt. Dazu wurde folgender Aufbau zwischen zwei Graphitplatten
gewahlt: Anodenplatte, Schwamm, 2 Lagen Whatman-Papier (Whatman International,
Maidstone, England), SDS-Gel, Nitrozellulose, 2 Lagen Whatman-Papier, Schwamm,
Kathodenplatte. Die Proteine wanderten dabei in einem leitfahBjetting-Puffer bei

einer Stromstéarke von 1,5 A aus dem Gel auf die Membran. Der Transfer wurde fur ca. 3-4
h durchgefihrt. Zur Uberpriifung des Transfers konnten die auf der Membran
immobilisierten Proteinbanden durch reversible FarbungRuoiiceau Sichtbar gemacht
werden. Dazu wurde die Membran fur ca. 2 Min. mit der Farbeldsung inkubiert und
anschlieBend wieder mit TTBS bis zur Farblosigkeit entfarbt.

Vor der Bindung des primaren Antikdrpers mussten die freien Bindungsstellen auf der
Membran abgesattigt werden. Dazu wurde die Nitrozellulosememlita h bei
Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4 °C in einer 5 %igen Magermilchpulverlésung in
TBS leicht geschittelt. Danach wurde die Membran einmal fir 10 Min. in TTBS und
zweimal fur 10 Min. in einem madglichst grol3en Volumen TBS gewaschen, bevor sie mit
einer geeigneten Verdinnung des spezifischen Antikdrpers in TBS inkubiert wurde. Flr
eine Membran von ca. 10 x 5 cm waren 20 ml einer 1:1000 Verdinnung fir EBNA2, Zta
und GST und einer 1:50 bis 1:20 Verdinnung fir Humanseren ausreichend
(Verdinnungen in TBS; Antikorper siehe Tabelle 2.1). Die Inkubation mit dem
Primarantikorper erfolgte fir die monoklonalen Antikdrper gegen EBNA2 , Zta und GST
fur 2 h bei 37 °C (Membran in Folie eingeschweil3t) und fur die Humanseren tber Nacht
bei Raumtemperatur. Nach der Bindung des primaren Antikdrpers wurde nochmals wie
oben beschrieben gewaschen, bevor die mindestens zweistiindige Inkubation mit dem
sekundaren Antikdrper bei Raumtemperatur erfolgte. Als sekundare Antikérper wurden
Kaninchen-anti-Maus Immunglobuline, AP konjugiert, und Kaninchen-anti-Mensch
Immunglobuline, AP bzw. HRP konjugiert (siehe Tabelle 2.1) in Verdinnungen 1: 1000 in
TBS, sowie Esel-anti-Kaninchen Immunglobuline, HRP konjugiert in einer Verdinnung
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von 1:2000 in TBS verwendet. Nach dem Waschen mit TTBS fir 10 Min. erfolgten zwei
Waschschritte mit TBS (je 10 Min.) und ein Waschschritt mit DIG-Pufféf%8, zur
Einstellung des alkalischen pH-Wertes von 9,5. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte
Uber eine Enzym-Substrat vermittelte Farbreaktion. Fir die durch das Enzym Alkalische
Phosphatase katalysierte Farbreaktion wurden je 70 pitré-Nue-tetrazolium-chlorid
(NBT, Roche Diagnostics, Mannheim) und 70 pl_BeBio-4-tlor-3-indolylphosphat
(BCIP, Roche Diagnostics, Mannheim) zu 20 ml DIG-Pufféf%', hinzugefiigt und auf

die Nitrozellulosemembran gegeben. Nach einigen Minuten bewegungsloser Inkubation im
Dunkeln zeigten sich auf der Membran blauliche Banden. Die Farbreaktion wurde bei
ausreichender Intensitat der Banden durch Zugabe von Wasser gestoppt.

Blotting-Puffer: 0,2 M Glycin
25 mM Tris-HCIpH7,5
20 % Methanol

Ponceau S-Farbeldsung,1 % Ponceau in 5 %iger Essigsaure gelost

TTBS: 0,15 M NaCl
0,01 % Tween20
10 mM Tris-HCl pH 7,5

IBS: 0,15 M NaCl
10 mM Tris-HCl pH 7,5

DIG-Puffer3™9, :100 mM Tris-HCI pH 9,5
100 mM NacCl
50 mM MgC}

2.6.3.3 Absattigung von Humanseren mit GST-haltigem TOPP3-Bakterienlysat

Das in Bakterien exprimierte BPLF1-GST-Fusionsprotein wurde in Westernblot-Analysen
mit verschiedenen Humanseren zur Detektion von BPLF1-spezifischen Antikorpern
eingesetzt. Um sicherzustellen, dass die in den Seren enthaltenen Antikdrper gegen das
BPLF1-Proteinfragment und nicht gegen den GST-Fusionsanteil gerichtet waren, wurden
sie mit GST-haltigem TOPP3-Bakterienlysat abgesattigt. Die Herstellung des
Bakterienlysats erfolgte wie in Kapitel 2.6.3.1 beschrieben. Als Expressionsvektor wurde
dabei das pGEX2T-Ausgangsplasmid ohne Fremd-DNA eingesetzt, von dem in grof3en
Mengen das GST-Protein exprimiert wurde. Der aus der Zentrifugation gewonnene
Uberstand enthielt das lésliche GST-Protein und konnte fur die Abséttigung eingesetzt
werden. Dazu wurde das Lysat mit dem entsprechenden Humanserum in einem Verhaltnis
von 20:1 versetzt und tber Nacht bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert.
Diese Suspension konnte anschlie3end direkt in die Westernblotanalyse eingesetzt werden.
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2.6.4 Herstellung BPLF1-spezifischer Antikorper

Da fur den Nachweis des BPLF1-Proteins keine kommerziellen Antikérper zur Verfiigung
standen, sollte durch die Immunisierung eines Chinchilla-Kanninchens (2,5 kg) ein
polyklonales Serum mit BPLF1-spezifischen Antikdrpern hergestellt werden. Ca. 60 pg
aufgereinigtes BPLF1-Fusionsprotein wurden fir die erste Injektion verwendet. Dazu
wurde die entsprechende lyophilisierte Proteinmenge in 500 pl PBS aufgenommen und mit
gleichem Volumen Adjuvants (TITER MAX Classic Adjuvant, Sigma) versetzt. Nach dem
Mischen der beiden Fliissigkeiten wurde die ,Ol-in-Wasser“- Emulsion mit dem enthalten
Protein dem Kaninchen injiziert. Dabei erfolgte sowohl eine intramuskulare als auch eine
subkutane Injektion zur Ausbildung von mehreren Herden. Nach 4 Wochen wurde eine
zweite Injektion mit der gleichen Proteinmenge durchgefihrt. Nach einem Zeitraum von
weiteren 4 Wochen wurde dem Kaninchen aus der Ohrvene ca. 20 ml Blut entnommen.
Durch eine Zentrifugation (1500 x g) wurden die zelllularen Bestandteile des Blutes von
dem Serum abgetrennt. Zur Aufbewahrung wurde das Serum in Aliquots von ca. 500 pl
bei —20 °C eingefroren. In Westernblot-Analysen wurde das Serum in einem Verhaltnis
1:20 bis 1:50 eingesetzt.
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3 ERGEBNISSE

Als ein typischer Vertreter der Herpesviren besitzt das Epstein-Barr-Virus die Fahigkeit,
sich im Organismus sowohl latent als auch lytisch zu vermehren. Der Wechsel von der
Viruslatenz in die lytische Replikation geht einher mit einem Wechsel im viralen
Genexpressionsmuster. Im Vergleich zur Latenz, wahrend der bis zu 13 virale Gene
transkribiert werden, sind in der lytischen Phase etwa 100 virale Gene exprimiert. Diese
Aussage stiutzt sich jedoch lediglich auf bisher identifizierte und charakterisierte
Leserahmen. Eine Vielzahl der von EBV codierten Gene und die Funktion der daraus
resultierenden Genprodukte wurde bislang nicht beschrieben. Auch der Leserahmen des
BPLF1-Gens gehorte zu diesen unbekannten Bereichen des Epstein-Barr-Virus und sollte
im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht werden. Ausgehend von einer ersten Analyse
des Gens, die aufdeckte, um welch komplexes und aul3ergewohnliches Gen es sich bei
BPLF1 handelte, wurde der Leserahmen in mehreren Schritten genauer charakterisiert. Die
im folgenden dargelegten Ergebnisse beziehen sich im Wesentlichen auf das BPLF1-Gen
(siehe Kapitel 3.1) und das BPLF1-Protein (siehe Kapitel 3.2).

3.1 DasBPLF1-Gen

Im folgenden wurde zunéchst das BPLF1-Gen selbst eingehend untersucht.
Computeranalysen und Sequenzvergleiche lieferten erste Hinweise auf die Eigenschaften
des Gens. Bei den anschlieRenden Experimenten standen vor allem die transkriptionelle
Aktivitat des Gens und die Besonderheiten der daraus resultierenden RNA im

Vordergrund.

3.1.1 Das BPLF1-Gen — eine Datenbank-Analyse

Der genaue Genomaufbau des Epstein-Barr-Virus wurde bereits in Kapitel 1.2.2 eingehend
beschrieben. Abbildung 3.1 zeigt nochmals einen schematischen Uberblick tber die
Anordnung der viralen Gene, wobei der Leserahmen fur das BPLF1-Gen durch ein rot
markiertes P gekennzeichnet ist. Bei BPLF1 handelt es sich um ein sogenefiritasne

Gen. Entsprechend der Nomenklatur wie sie in Kapitel 1.2.2 beschrieben wurde bedeutet
BPLF1: BamHI Fragment P, erster Leserahmen in linker Orientierung. Innerhalb des
Gesamt-Genoms von EBV (B95-8-Stamm; Arragtcal., 1981) befindet sich das BPLF1-

Gen zwischen deBamHIFragmenten U und O und reicht von Position 62078 bis 71527.

Mit Hilfe des Computerprogramm®RF-Finder des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda MD 20894 http://www.ncbi.nlm.nig.goy konnte der
Leserahmen des BPLF1-Gens genauer charakterisiert werden. Die Uberprufung der
Nukleinsduresequenz zeigte, dass es sich bei BPLF1 mit 9450 bp um ein aul3erordentlich
gro3es Gen handelt. Eine Besonderheit des offenen Leserahmens (ORF) bestand zudem
darin, dass innerhalb dieses Gens weder ein inte8t@s codonnoch bekannteonsensus

splice sitefGT-AG-Regel) identifiziert werden konnten.
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Abbildung 3.1 EBV-Genomstruktur. Das Genom des Epstein-Barr-Virus wird durch vier interne
Wiederholungssequenzeimiernal repeatsIR) in flnf nichtrepetitive BereichdJnique U1-U5)
unterteilt. An den beiden Enden des Genoms befinden sich ca. 0,5 kbp lange
Wiederholungssequenzengrminal RepeafsTR), die fur die Zirkularisierung des EBV-Genoms
nach der Infektion der Wirtszelle bendtigt werden. Fir die Replikation des Virus stehen die
beiden StartpunkteriP und ori lyt zur Verfliigung. Die Lage des BPLF1-Leserahmens ist durch
ein rotes P markiert.

Fur die Initiation der Transkription ist dem Gen ein Promotor vorgeschaltet. Dabei konnte
durch die Computeranalyse eBore-Promotor detektiert werden, der ausschliesslich tUber
eine TATA-Box die Transkription des Gens einleitet. Cis-wirksanngstream oder
downstream Elemente wie z.B. eininr-Element (Pyrimidin-reiche Region um das
Startnukleotid) oder ein®ASSequenz (wie z.B. bei spaten Promotoren des HSV-1)
konnten nicht identifiziert werden. Die TATA-Box des BPLF1-Gens ist an Position 72912
des EBV-Genoms lokalisiert. Eine genaue Uberprifung zeigte, dass diese TATA-Box an
Position 4 ein Thymidin anstelle eines Adenins tragt (TATTAAA). Im Vergleich mit
anderen EBV-Promotoren war dies ein erster Hinweis auf die Regulation des Gens als ein
true late Gen (Serioet al 1998). Im Zusammenhang mit der Charakterisierung des
Leserahmens stellte sich natirlich auch die Frage, ob BPLF1 tberhaupt transkriptionell
aktiv ist und ob eine méglicherweise entstehende RNA polyadenyliert und anschliel3end
translatiert wird. Die Identifikation eines Polyadenylierungs-Signals lieferte dafur einen
ersten Hinweis. An Position 62068 innerhalb des EBV-Gesamtgenoms, unmittelbar am 3'-
Ende des BPLF1-Leserahmens, konnte die enstprechende Sequenz detektiert werden.
Weitere Sequenzanalysen auf DNA-Ebene wie z.B. Homologievergleiche mit anderen
herpesviralen Genen oder Bindung von Transkriptionsfaktoren fuhrten zu keinen
eindeutigen Ergebnissen. Diese Analysen wurden vorwiegend auf Proteinebene vertieft
(siehe Kapitel 3.2.1).

Somit konnte nach den theoretischen Uberpriifungen davon ausgegangen werden, dass es
sich bei der BPLF1-spezifischen RNA um eine ungespleisste, polyadenylierte RNA von
ca. 9500 bp handelt, die im Kontext des EBV-Gesamtgenoms aldeirirame-Gen
exprimiert wird.
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3.1.2 Nachweis der transkriptionellen Aktivitat des BPLF1-Gens

Durch die Computeranalysen wurden einige Besonderheiten des BPLF1-Leserahmens
deutlich. Am aufféalligsten erschien die enorme Grol3e des Gens, ohne bekannte interne
Splei3stellen. Um Aussagen Uber die transkriptionelle Aktivitat des BPLF1-Gens treffen
zu kdnnen, sollten zunachst RT-PCR- und Northernblot-Analysen durchgefihrt werden.

In Vorversuchen wurde eine RT-PCR mit anschlieRender Southernblot-Hybridisierung und
DIG-Detektion etabliert, in der gezeigt werden konnte, dass das BPLF1-Gen wéhrend der
spaten lytischen Phase aktiv ist (siehe Kapitel 2.5.1.5, 2.5.2.2, und Abbildung 3.2). Um
diese Aussage Uber den Zeitpunkt der Genaktivitat wahrend der viralen Replikation treffen
zu kénnen, wurde RNA sowohl induzierter (siehe Kapitel 2.4.2), als auch nicht induzierter
EBV-positiver und EBV-negativer Zellen in die RT-PCR eingesetzt. Bei dieser RT-PCR,
die mit Hilfe der Primer 5’RT und 3'RT (siehe Tabelle Tabelle 2.3) und der MMuLV-
reversen Transkriptase durchgefihrt wurde, konnte spezifisch ein 361 bp grol3es Fragment
der BPLF1-RNA amplifziert und detektiert werden (siehe Abbildung 3.2). Eine parallele
Behandlung jedes Ansatzes mit DNasel (Abbildung 3.2 Spuren 1, 3, 5, 7, 9 und 11) bzw.
DNAsel/RNase T1 (Abbildung 3.2 Spuren 2, 4, 6, 8 und 10) stellte sicher, dass die
erhaltenen Signale nur von RNA stammen konnten. Die Induktion der verschiedenen
Zelllinien wurde mittels Westernblot-Analysen gegen das friihe lytische Protein Zta und
gegen das latente Protein EBNA2 von EBV mit den entsprechenden monoklonalen
Antikérpern durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.6.3.2, Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.2 zeigt das Ergebnis der DIG-Southernblot-Hybridisierung der RT-PCR-
Amplifizierung. Der Blot weist ein eindeutiges Signal bei den induzierten EBV-positiven
P3HR1/16 Zellen auf (Spur 9). Ein schwaches Signal wurde auch bei den nicht induzierten
Proben dieser Zelllinie detektiert (Spur 7), was auf eine spontane lytische Vermehrung des
Virus in diesen Zellen zurtckgefuhrt werden kann. Keine BPLF1-spezifische Bande wurde
in EBV-negativen DG75-Zellen (Daten nicht gezeigt), in der EBV-positiven, strikt latenten
Zelllinie EM (Spur 1) und in nicht induzierten/induzierten Raji-Zellen (Spuren 3 und 5)
detektiert. Die Zelllinie Raji ist nicht in der Lage, infektiose Viruspartikel zu produzieren.
Das bedeutet, dass nach Induktion des lytischen Zyklus nicht die gesamte Genkaskade
durchlaufen wird, sondern nummediate-earlyund early Gene des Virus abgelesen und
exprimiert werden konnen. Ein positives Signal in dieser Zelllinie wirde auf ein frihes
Gen hinweisen. Ein fehlendes Signal in den Zelllinien EM und Raji, sowie ein deutliches
Signal in den induzierten P3HR1/16-Zellen, definierte das BPLF1-Gen als ein sehr spates
Gen des Epstein-Barr-Virus.
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Abbildung 3.2 Southernblot-Hybridisierung der RT-PCR Amplifizierung mit DIG-markierter
BPLF1-Sonde.Die Abbildung links oben zeigt schematisch einen Uberblick iiber die Lage der
RT-Primer und der verwendeten Dig-Sonde innerhalb des BPLF1-Gens. Die rechte untere
Abbildung zeigt die Southernblot-Hybridisierung. Je 10 pl jedes RT-PCR-Ansatzes wurden dazu
auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen, geblottet und mit einer DIG-markierten Sonde
detektiert (siehe Kapite2.5.1.9. Die Spuren 1, 3, 5, 7, 9 und 11 reprasentieren die Ansatze mit
DNasel-Verdau und damit einem RNA-spezifischen Signal. In den Spuren 2, 4, 6, 8 und 10
wurde zusétzlich ein RNaseT1-Verdau durchgefiihrt. Die Zelllinien Raji (Spuren 5 und 6) und
P3HR1/16 (Spuren 9 und 10) wurden zudem mit TPA/BS/TGF-3* induziert. Ein starkes BPLF1-
spezifisches RNA-Signal konnte bei den induzierten P3HR1/16-Zellen detektiert werden (Spur
9). Nicht induzierte P3HR1/16-Zellen zeigten ein schwaches Signal, was mdglicherweise auf
eine spontane lytische Vermehrung zurtckgefiihrt werden kann (Spur 7). In den restlichen
Zelllinien wurde kein BPLF1-spezifisches Signal detektiert.

Mit Hilfe der RT-PCR konnten Angaben bezuglich des Zeitpunktes der Transkription
gemacht werden, jedoch tUber die Grol3e der RNA konnten keine Aussagen getroffen
werden. Deshalb sollten in Northernblot-Analysen die Daten aus der PCR uberprift und
zugleich die Grol3e des Transkripts der BPLF1-RNA bestimmt werden. Die Northernblot-
Analysen wurden wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben etabliert und durchgefuhrt. Fir den
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Nachweis der BPLF1-spezifischen RNA wurde sowohl Gesamt-RNA als auch
aufgereinigte mMRNA verschiedenster Zelllinien in die Hybridisierung mit BPLF1-
spezifischen Sonden eingesetzt. Im folgenden sind die Ergebnisse der Northernblot-
Analysen detailliert dargestellt.

Fur die Northernblot-Analysen wurden RNAs speziell ausgesuchter Zelllinien eingesetzt.
Als Negativkontrolle diente neben der EBV-negativen Zelllinie DG75, die bereits in der
RT-PCR Verwendung fand, auch die Zelllinie BL41l. Diese beiden Zelllinien
gewahrleisteten nicht nur, dass es sich bei positiven Signalen um EBV-spezifische Signale
handelte, sondern konnten auch mégliche Kreuzhybridisierungen der verwendeten Sonden
aufdecken. Auf die strikt latent infizierte lymphoblastoide Zelllinie EM wurde in den
Northernblot-Analysen verzichtet, da die Vorversuche der RT-PCR den Hinweis lieferten,
dass BPLF1 nicht wahrend der Latenz transkribiert wird. Eine genauere Einstufung des
Gens wahrend der Iytischen Vermehrung erlaubte die Verwendung der Zelllinie Raji (diese
Zelllinie exprimiert nach Induktion des Iytischen Zyklus lediglichmediate-earlyund

early Proteine des Virus, siehe oben). Als letzte Zelllinie wurde P3HR1/16 verwendet, die
bereits in der RT-PCR ein positives Signal zeigte. Ebenso wie alle anderen Zelllinien
wurden diese Zellen fur 72 h mit TPA/BS/TGFR3* induziert, um zu gewdahrleisten, dass die
komplette lytische Gen-Kaskade durchlaufen und auch sehr spate Gene transkribiert
wurden (siehe Kapitel 2.4.2). Aus den induzierten und nicht induzierten Zellen wurde dann
wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben, sowohl Gesamt-RNA (DG75 und P3HR1/16) als auch
polyadenylierte mRNA (BL41, DG75, Raji und P3HR1/16) aufgereinigt und in die
Northernblot-Analysen eingesetzt.

Fur die Detektion der BPLF1-spezifischen RNA wurden 4 teilweise Uberlappende Sonden
eingesetzt, die das BPLF1-Gen in weiten Bereichen Uberspannten. Abbildung 3.3 gibt
schematisch einen Uberblick tiber die Lage und GroRe der verwendeten Sondigr-
transkribierte, radioaktiv markierte RNA-Sonden wurden gegeniber herkommlichen DNA-
Sonden bevorzugt, da damit stringentere Bedingungen fiir den Northernblot angelegt
werden konnten. Der Nachteil dieser Methode bestand darin, dass der Blot aufgrund der
starken RNA-RNA-Bindungen nicht fur weitere Hybridisierungen zur Verfigung stand.
Die Synthese dein vitro-transkribierten, radioaktiv markierten RNA-Sonden erfolgte mit
Hilfe desRiboprobé in vitro Transcription System SP6/Hér Firma Promega (Madison,

USA) und ist in Kapitel 2.6.1 genau beschrieben. Ausgehend von einer Plasmid-DNA mit
der entsprechenden Gensequenz, die als Matrize diente, kam es dabei durch die Sp6 bzw.
T7-Polymerase zur Transkription einer weitgehend homogenen RNA-Population. Durch
die Linearisierung des Plasmids entstanden sogenamateoff'-Transkripte, wodurch
gewahrleistet war, dass die transkribierten RNAs frei von jeglicher Vektor-Sequenz waren.
Abbildung 3.3 zeigt neben der schematischen Darstellung der Sonden auch die
verwendeten Ausgangsplasmide (siehe auch Anhang A.5), die Restriktionsenzyme, die zur
Linearisierung verwendet wurden, und die jeweilige fur dire vitro Transkription
verwendete Polymerase. Durch diese Methode konnten Sonden unterschiedlicher Lange
und Orientierung (@ntisenseé und ,sensé) gestaltet werden. Dabei stellte sich heraus,
dass die Lange der Sonden einen entscheidenden Einfluss auf die Spezifitat hatte (siehe
unten). Optimale Hybridisierungsbedingungen, die Kreuzhybridisierungen mit der 28S
rRNA (ca. 5000 bp) und 18S rRNA (ca. 2000 bp) verhindern sollten, wurden zunachst mit
der R-Aktin—Sonde ausgetestet. Diese Sonde bestand aus einem ca. 1200 bp langem
Transkript. Sie detektierte die 1800 bp lange mRNA des 3-Aktin-Gens und lag genau im
Bereich der 18S rRNA. Mit ihr konnte neben den Hybridisierungsbedingungen auch die
Qualitat der RNA Uberprift werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.3 Schematische Ubersicht iiber die verwendeten Northernblot-Sonden und die in dém
vitro-Transkription verwendeten Ausgangsplasmide und Enzyme.Der obere Teil der
Abbildung zeigt die Lage und GroRRe der BPLF1-spezifischen Sonden innerhalb des gesamten
BPLF1-Gens. Die Sonden BPLF1-l, Il, 361 und IV sindadntisenseOrientierung zur BPLF1-
RNA angeordnet. Die Sonde BPLF1-36&nsebesitzt die gleiche Sequenz wie die BPLF1-
RNA. Die Tabelle fiihrt neben den Ausgangsplasmiden auch die zur Linearisierung verwendeten
Restriktionsenzyme und die fur die Transkription notwendigen Polymerasen auf.

In verschiedenen Northernblot-Analysen wurden nun die diversen RNAs und Sonden
ausgetestet. Abbildung 3.4 zeigt eine Northernblot-Analyse mit Gesamt-RNA der
Zelllinien DG75 und P3HR1/16 nicht induziert und induziert (72 h mit TPA/BS/TGF3*).
Fur die Detektion des BPLF1-spezifischen Signals wurde ein Gemisch aum déno
transkribierten RNA-Sonden BPLF1-1, BPLF1-ll, BPLF1-3&atisenseund BPLF1-1V
eingesetzt. Ein deutliches BPLF1-spezifisches Signal konnte in der induzierten Zelllinie
P3HR1/16 bei ca. 3000 bp detektiert werden, was ein Hinweis auf eine gespleif3te RNA
war. Ein weiteres, weitaus schwacheres Signal erschien ebenfalls in dieser Zelllinie bei ca.
9500 bp, eventuell das ungespleil3te Gesamt-Transkript. Die EBV-negative DG75-Zelllinie
zeigte wie erwartet kein BPLF1-spezifisches Signal, ebenfalls kein Signal wurde detektiert
in den nicht induzierten P3HR1/-Zellen.
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Abbildung 3.4 Northernblot-Analyse zur Detektion des
BPLF1-Transkripts in Gesamt-RNA EBV-positiver
Zellen mit Hilfe eines BPLF1-spezifischen RNA-
Sondengemisches.Ca. 20 pg Gesamt-RNA der EBV-
negativen Zelllinie DG75 (Negativkontrolle) sowie der nicht
induzierten und induzierten EBV-positiven Zelllinie
[ P3HR1/16 wurden in die Northernblot-Analyse eingesetzt.
Die Hybridisierung erfolgte mit den BPLF1-spezifischen
vitro-transkribierten RNA-Sonden BPLF1-I, -Il, -361-
antisense und -IV als Sondengemisch. Zwei BPLF1-
<« spezifische Signale konnten in den induzierten P3HR1/16-
. Zellen nachgewiesen werden (Spur 3). Eine ungespleildte
23 — RNA von ca. 9,5 kbp und ein vermutlich gesplei3tes
Transkript von ca. 3 kbp (durch blaue Pfeile
gekennzeichnet). Kein BPLF1-spezifisches Signal wurde in
der EBV-negativen Zelllinie DG75 (Spur 1) und den nicht
induzierten P3HR1/16-Zellen (Spur 2) detektiert.
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Gesamt- RNA DG75 P3HR1/16
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Durch diese Northernblot-Analyse konnten die Ergebnisse aus der RT-PCR bestatigt
werden. Ebenso wie in den Vorversuchen konnte eine BPLF1-spezifische RNA in
induzierten P3HR1/16-Zellen nachgewiesen werden. Die Northernblot-Hybridisierungen
lieferten zudem einen Hinweis auf die Grof3e des BPLF1-Transkripts, das offensichtlich
sowohl als Vollange-Transkript mit einer Grof3e von ca. 9500 bp vorliegt, als auch in Form
eines gespleifldten ca. 3000 bp groRRen Transkripts, bei dem es sich eventuell um die mMRNA
des Gens handelt. Um diese Aussage bestatigen zu kdnnen, wurden Northernblot-Analysen
mit aufgereinigter mRNA durchgefuhrt. Das Prinzip dieser Aufreinigung bestand darin,
MRNA Uber den Poly-A-Rest aufzureinigen (siehe Kapitel 2.6.1). Somit enthielt die
aufgereinigte RNA-Population lediglich polyadenylierte mMRNAs. Da auch am Ende des
BPLF1-Gens ein Poly-A-Signal lokalisiert ist, sollte diese RNA ebenfalls in diesem Pool
detektiert werden kdénnen. Abbildung 3.5 zeigt das Ergebnis der Northernblot-Analyse mit
unterschiedlichen Zelllinien. Wie erwartet konnte in den EBV-negativen Zelllinien BL41
und DG75 kein BPLF1-spezifisches Signal detektiert werden (Spuren 1-3). Um zusatzlich
auszuschliel3en, dass eine positive Bande von der Induktion der Zelllinie herriihrte, wurden
die DG75 Zellen in diesem Versuch ebenfalls mit TPA-/BS/TGF3* induziert, was jedoch
zu keinem positiven Signal fuhrte (Spur 3). Die Zelllinie Raji, die als weitere Kontrolle
mitgefuhrt wurde, bestatigte das Ergebnis aus der RT-PCR, in der kein BPLF1-
spezifisches Transkript wahrend der frihen lytischen Phase detektiert wurde (Spuren 4 und
5). Auch nicht-induzierte P3HR1/16-Zellen wiesen kein Transkript der gewtinschten Lange
auf (Spur 6). Lediglich in den induzierten P3HR1/16-Zellen konnte die ca. 3000 bp grol3e
BPLF1-RNA nachgewiesen werden (Spur 7). Wie erwartet fehlte das Signal im Bereich
von 9500 bp. Da es sich bei diesem grol3en Transkript wohl um die ungespleil3te RNA des
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Gens handelt, konnte diese in aufgereinigter mRNA nicht nachgewiesen werden. Diese
Northernblot-Analysen lieferten somit einen zusatzlichen Hinweis, dass die BPLF1-RNA
polyadenyliert ist. Somit bestétigten sich die Aussagen aus der RT-PCR, dass es sich bei
BPLF1 um ein sehr spates Gen der viralen Replikationskaskade handelt. Die RNA liegt in
zwei Formen vor, einem ungesplei3ten Transkript von ca. 9500 bp, das der gesamten
Gensequenz entspricht, und einer gespleifdten ca. 3000 bp polyadenylierten mRNA.

kb
P Abbildung 3.5 Northernblot-Analyse zur

Detektion des BPLF1-Transkripts in mRNA EBV-
positiver Zellen mit Hilfe eines BPLF1-spezifischen
RNA-Sondengemisches. Ca. 10 pupg poly-A
aufgereinigte mMRNA der EBV-negativen Zelllinien
BL41 und DG75 (Negativkontrollen) sowie der nicht
induzierten und induzierten EBV-positiven Zelllinien
Raji und P3HR1/16 wurden in die Northernblot-
4,4 — Analyse eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit

den BPLF1-spezifischenin vitro-transkribierten
-

9,4 —
74 —

RNA-Sonden BPLF1-I, -ll, -365&ntisenseund -1V
als Sondengemisch. In den induzierten P3HR1/16-
Zellen konnte ein gespleiBtes ca. 3 kbp grol3es
. BPLF1-Transkript nachgewiesen werden (Spur 7,
durch einen blaue Pfeil gekennzeichnet). Die
ungespleiRte RNA von ca. 9,5 kbp wurde nicht
detektiert. Kein BPLF1-spezifisches Signal wurde in
den EBV-negativen Zelllinien BL41 und DG75
(Spuren 1-3), den nicht induzierten/induzierten Raji-
Zellen (Spuren 4 und 5) und den nicht induzierten
P3HR1/16-Zellen (Spur 6) detektiert.

BL41 DG75 Raji P3HR1/16

TPA/BS/
TGF-B

Da offensichtlich in dem 3000 bp Transkript nicht der gesamte BPap€n reading frame
enthalten sein konnte, sollte nun geklart werden, welche Genbereiche einen Anteil an der
MRNA hatten. Dazu wurden wieder Northernblot-Analysen durchgefihrt, wobei die
vorhandenen RNA-Sonden nicht als Gemisch eingesetzt wurden, sondern unabhéangig
voneinander in verschiedenen Hybridisierungen getestet wurden. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3.6 zu sehen. Lediglich die Sonde BPLF1-3ftisensezeigte die beiden
BPLF1-spezifischen Signale (Spur 3). Die anderen Sonden, BPLF1-lI, BPLF1-Il und
BPLF1-IV verursachten ausschliel3lich Kreuzhybridisierungen mit der 28S rRNA. Diese
Kreuzhybridisierungen konnten entweder darauf zurtickgefuihrt werden, dass diese BPLF1-
Bereiche nicht in der mRNA enthalten waren, oder dass die Sonden flr die Hybridisierung
ungeeignet waren. Wie bereits erwdhnt, spielt die La&nge der RNA Sonde eine
entscheidende Rolle. Die sehr spezifische Sonde BPLF1aB6densdLange 361 bp) war



Ergebnisse 68

im Vergleich zu den Ubrigen Sonden (mit ca. 1700 bp im Durchschnitt) wesentlich kleiner.
Dies konnte mitunter ein Grund fur die unspezifischen Bindungen sein. Im Falle von
BPLF1, fuhrte jedoch auch eine Verkirzung z.B. der Sonde BPLF1-IV zu keinem
positiven Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Durch diesen Versuch konnten zwar keine
weiteren Bereiche in der mRNA identifiziert werden, die Daten bestatigten jedoch die RT-
PCR-Ergebnissen, in denen ebenfalls der Bereich des 361 bp Fragments innerhalb der
BPLF1-RNA amplifiziert wurde.

Abbildung 3.6 Northernblot-Analyse zur
Identifikation der in der mRNA enthaltenen
BPLF1-Genbereiche. Ca. 20 pg Gesamt-RNA
der EBV-positiven Zelllinie P3HR1/16 induziert
wurden in die Northernblot-Analyse eingesetzt.
- 4“— 95kbp Die Hybridisierung erfolgte mit den BPLF1-
spezifischenn vitro-transkribierten RNA-Sonden
BPLF1-1, -ll, -361antisensaund -1V in einzelnen
285tRNA —» Hybridisierungsansatzen. Die Sonden BPLF1-I, Il
und IV  zeigten lediglich unspezifische
Kreuzhybridisierungen mit der 28S rRNA
. &—<a3kp (ghiren 1, 2 und 4). Die Sonde BPLF1-361-
antisense detektierte die beiden BPLF1-
spezifischen Transkripte von ca. 9,5 kbp und 3
kbp (Spur 3, durch blaue Pfeile gekennzeichnet).

BPLF1- I I 361- IV
Sonde antisense

1 2 3 4

Als Kontrolle fir die Spezifitat des BPLF1-Signals wurde eine Northernblot-Analyse mit
einer ,SenséSonde durchgefihrt. Diese enthielt die gleiche Sequenz wie die BPLF1-
MRNA und konnte somit nicht an diese binden. Fur die Herstellung dieser Sonde wurde
das Plasmid pCRII-TOPO-BPLF1/361 mit dem Restriktionsen®galgeschnitten unth

vitro transkribiert (siehe Abbildung 3.3). Das Ergebnis der Hybridisierung zeigt Abbildung
3.7. In beiden Zelllinien (DG75 und P3HR1/16, nicht induziert und induziert) zeigten sich
lediglich unspezifische Kreuzhybridisierungen mit der 28S rRNA und der 18S rRNA
(Spuren 4-6). Im Vergleich dazu lieferte didntisens&éSonde BPLF1-361 die beiden
spezifischen Signale (Spur 3).

Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich bei den Northernblot-Signalen, die mit
der Sonde BPLF1-36antisensedetektiert wurden, um BPLF1-spezifische Transkripte
handelte.
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Abbildung 3.7 Northernblot-Analyse mit BPLF1-361-,Sensé-Sonde zur Bestatigung des BPLF1-
Transkripts. Ca. 20 pg Gesamt-RNA der EBV-negativen Zelllinie DG75 (Negativkontrolle)
sowie der nicht induzierten und induzierten EBV-positiven Zelllinie P3HR1/16 wurden in die
Northernblot-Analyse eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte sowohl mit ahervitro-
transkribierten RNA-Sonde BPLF1-3@htisensgSpuren 1-3) als auch mit der Sonde BPLF1-
361;,sense” (Spuren 4-6)Die Hybridisierung mit derantisense~Sonde zeigte die erwarteten
Signale: kein BPLF1-spezifisches Signal in den Zellen DG75 und P3HR1/16 nicht induziert
(Spuren 1 und 2), zwei BPLF1-spezifische Transkripte in den induzierten P3HR1/16 Zellen
(Spur 3). Mit der BPLF1-361Sense“-Sonde wurden in allen Zellen lediglich unspezifische
Kreuzhybridisierungen mit der 28S rRNA und der 18S rRNA detektiert (Spuren 4-6).

3.1.3 Synthese der BPLF1-cDNA

Die Detektion des prominenten 3000 bp-Transkripts von BPLF1 in den Northernblot-
Analysen gab Grund zu der Annahme, dass trotz fehler@iemsensusSpleil3stellen
innerhalb der Gensequenz ein Spleil3en stattfindet. Zur Aufklarung mdglicher Exon-Intron-
Strukturen sollte aus infizierten Zellen eine cDNA von BPLF1 synthetisiert und durch
Sequenzierung analysiert werden. Fur die Herstellung der cDNA wurden verschiedene
handelsiibliche Systeme getestet. Das Prinzip dieser Systeme beruht jeweils auf einer
Umschreibung der RNA bzw. mRNA in die entsprechende cDNA-Sequenz mittels einer
RT-PCR-Reaktion. Diese Umschreibung wird durch mehrere Faktoren limitiert und
beeintrachtigt. Ein &ulerst wichtiger Punkt ist die Ausbildung von starken
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Sekundarstrukturen innerhalb der RNA aufgrund eines hohen GC-Gehaltes der
Gensequenz. Dadurch ist es der Polymerase nicht moglich, tUber diese Strukturen hinweg
zu transkribieren und eine vollstandige cDNA herzustellen. Ein weiterer Aspekt ist die
Wahl und das Design der eingesetzten Primer. Genspezifische Primer sollten wenn
maoglich sogenannten oligo dT-Primern bevorzugt werden. Letztere bestehen meist aus
einer kurzen Sequenz, die oft Schnittstellen fur bestimmte Restriktionsenzyme tragen, und
einem Ende von ca. 30 Thymidin Nukleotiden. Diese Konstellation fiihrt oftmals dazu,
dass es zu unspezifischen Bindungen kommen kann, bzw. dass eine reverse Transkription
nur bei relativ niedrigen Temperaturen stattfinden kann. Auch bei der Aufklarung des
BPLF1-Gens bzw. bei der Synthese der cDNA, mussten diese Punkte bericksichtigt
werden. Ein GC-Gehalt von fast 60 % fiihrte bei BPLF1 dazu, dass es zur Ausbildung
starker Sekundarstrukturen innerhalb der RNA kam. Die Umschreibung von RNA in DNA
war deshalb der limitierende Schritt bei der Synthese der BPLF1-cDNA bzw. einer cDNA-
Genbank. Fur die RT-PCR wurden &uferst strenge Bedingungen angelegt. So wurden
neben verschiedensten Primer-Konstellationen auch die Transkriptionstemperaturen
variiert und die Verwendung von DMSO, um die Sekundarstrukturen der RNA etwas zu
glatten, ausgetestet. Jedoch selbst eine reverse Transkription bei 50 °C bzw. der Einsatz
von 10 % DMSO oder die Verwendung genspezifischer Primer fuhrte mit den meisten
handelsiblichen Systemen zu keinem Erfolg. Lediglich durch die Modifikation eines
Systems, der'SMART*”PCR cDNA Synthese Systedes Firma Clontech (Palo Alto, CA,
USA), konnte ein Teilerfolg erzielt werden und die Synthese eines 1500 bp grof3en Anteils
der BPLF1-cDNA erfolgreich durchgefihrt werden.

Basierend auf einer reversen Transkription und anschlieRenden PCR-Amplifikation kann
mit Hilfe des SMART* PCR cDNA-Synthese Systehwchqualitative cDNA hergestellt
werden. Die Besonderheit des Systems liegt darin, dass in erster Linie Vollange-cDNAs
angereichert werden. Das Prinzip des Systems ist schematisch in Abbildung 3.8
beschrieben. Ausgehend von Gesamt- oder pGRNA wird mit Hilfe eines
modifizierten oligo (dT)-Primers (CDS-Primer; siehe Tabelle 2.3) die Erststrangsynthese
durchgefuhrt. Fur die reverse Transkription (RT) wird eine spezielle reverse Transkriptase
eingesetzt, diSuperscript [I(Gibco Life Technologies, Karlsruhe). Dabei handelt es sich
um eine in der RNAse H-Aktivitat punktmutierte reverse Transkriptase mit einer
terminalen Transferase Aktivitat. Erreicht diese Polymerase das 5 -Ende der RNA so
hangt sie an das 3'-Ende der neusynthetisierten cDNA einige Nukleotide an, bevorzugt
Desoxy-Cytidin (C-tailing). Das zweite Oligonukleotid (SMART Il Oligonukleotid, siehe
Tabelle 2.3), das ebenfalls in der RT-Reaktion vorhanden ist, bindet an diese Desoxy-
Cytidin —Reste und kreiert somit ein neu€smplateflr die reverse Transkriptase. Das
Enzym fuhrt nun eineremplate switcldurch und verlangert die cDNA entsprechend der
Sequenz des SMART Il Oligonukleotids. Als Ergebnis erhalt man eine einzelstrangige (ss)
cDNA, die sowohl das gesamte 5 - Ende der RNA als auch 5'und 3 spezifische Sequenzen
enthalt, die von den Oligonukleotiden stammen. Diese Oligo-spezifischen Sequenzen
dienen in einer anschlielenden PCR-Amplifikation als Primer-Bindestellen. Beendet die
reverse Transkriptase ihre Aktivitat bevor sie das Ende der RNA erreicht hat, so kommt es
zu keiner bzw. nur einer schwachen Markierung des 5-Endes mit den Cytidin-Desoxy-
Nukleotiden und somit zu keiner Bindung des zweiten Oligonukleotids bzw. keiner PCR-
Amplifikation.

Zundchst wurden die Versuche nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Als
Ausgangsgmaterial fur die Erststrang-Synthese wurde Gesamt- und mRNA aus induzierten
P3HR1/16 —Zellen verwendet. Die RNAs wurden dazu wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben
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aufgereinigt. Fur die reverse Transkription wurden ca. 5 pg Gesamt-RNA bzw. 0,5 pg
MRNA eingesetzt. Die Experimente zeigten jedoch, dass die Herstellung des Vollange-
BPLF1-Transkripts auf diese Art und Weise nicht méglich war. Bei einer Uberpriifung der
neu synthetisierten cDNA (z.B. auf das BPLF1-spezifische 361 bp Fragment mit Hilfe der
genspezifischen Primer 3'RT und 5 RT in einer PCR-Reaktion) konnte kein BPLF1-
spezifisches Transkript in der neu synthetisierten cDNA-Population nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Damit zeichnete sich ab, dass bereits der RT-Schritt, also die
Umschreibung von RNA in cDNA, die limitierende Reaktion war. Diese Beobachtung
stimmte mit friiheren Versuchen tberein, wo aus RNA, in der sehr viel BPLF1-spezifische
RNA enthalten sein musste, in der RT-PCR nur ein schwaches bzw. erst Uber eine Dig-
Detektion ein Signal nachgewiesen werden konnte.

Poly A* RNA
5 AU polyA 3
GG (—
5 -’ -
SMART I COS primer
oligonuclectide
Erststrangsynthese

66 5 AU polyA
5 #\3 — e P——

Ein-Schritt-
Reaktion
dC tailing

666 B vrunununuaaununununu polyA
g — Qﬁ-t' . Em—

| Template switching
und Auffillen
durch RT

AN PolyA

BES
- g - —

5 all _
Amplifikation der cDNA
durch PCR

doppelstrangige cDNA
T

Abbildung 3.8 Prinzip des SMART™PCR-cDNA-Synthese System&usgehend von Gesamt- bzw. mRNA
erfolgt die Erststrangsynthese der cDNA mit Hilfe der Reversen Transkrigaperscript 1l
Sobald das Enzym das 5°-Ende des Ri¢faplateserreicht hat, hdngt es einige Desoxy-Cytidin-
Nukleotide an die neusynthetisierte cDNA an. Nach der Bindundsd&aRT-1+Oligonukleotids
an diesen oligo-dC-Rest erfolgt eitemplate switchder Reversen Transkriptase und ein
Auffullen der cDNA bis zum Ende des SMART-II-Oligos. In einer PCR-Reaktion erfolgt
anschlieBend die Amplifikation der doppelstrangigen cDNA mit Primern, die spezifisch gegen
die 5-Sequenz der Oligonukleotide CDS und SMART-II gerichtet sind.
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In einem nachsten Schritt wurde nun BPLF1-angereicherte RNA eingesetzt. Das Prinzip
dieser Aufreinigung beruhte darauf, dass aus induzierten P3HR1/16-Zellen mit einer
BPLF1-Sonde die gewilnschte RNA spezifisch gefischt werden sollte. Dafir wurde ein
biotinyliertes BPLF1-Oligonukleotid (siehe Tabelle 2.3, DIG-BIO-Sonde) mit den
lysierten Zellen vermischt, die Bindung zwischen dem Oligonukleotid und der BPLF1-
RNA durchgefuhrt und anschlieend das so erhaltene Oligo-RNA-Hybrid mit Hilfe von
Streptavidin-Microbeads im Magnetfeld aufgereinigt (genaue Beschreibung der Methode
siehe Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach). Doch auch diese spezifisch angereicherte
RNA lieferte kein Signal, wobei nicht Gberprift werden konnte, welcher Gite die RNA
war. Fur die Herstellung der BPLF1-cDNA wurde das Protokoll des Herstellers daraufhin
in einigen Punkten variiert. Um eine Umschreibung und Amplifikation der ausgesprochen
GC-reichen und langen BPLF1-RNA zu erzielen, wurde das Experiment auf folgende Art
und Weise durchgefuhrt: 0,5 pg mRNA von induzierten P3HR1/16-Zellen wurden in die
Reaktion eingesetzt. Anstelle des oligo-dT-Primers des Herstellers wurde nun ein
genspezifischer Primer verwendet. Der Primer 3'RT hatte sich bereits in den RT-PCR-
Amplifikationen als besonders geeignet erwiesen. Im Vergleich zu dem urspringlichen
oligo-dT-Primer konnte mit diesem Oligonukleotid der RT-Schritt bei einer héheren
Temperatur (50 °C) und trotzdem genspezifisch durchgefthrt werden. Durch den Einsatz
der Primer-Kombination 3'RT und SMART-II-Oligonukleotid, konnte mit Hilfe des
SMART"PCR cDNA Synthese Systeans ca. 1500 bp langes BPLF1-spezifisches cDNA-
Fragment amplifiziert werden. Die Amplifikation begann an Position 64547 im EBV-
Genom (Startpunkt des 3'RT-Primers, 3 Bereich des Gens) und endete in Richtung 5'-
Ende des Gens an Position 66097. Somit entstand ein 1550 bp langes Transkript, das
framemit dem BPLF1-Leserahmen abgeschlossen wurde. Ausgehend von diesem Bereich
wurde mit Primern, die weiter im 5°-Bereich des Gens lagen RT-PCRs durchgefiihrt. Diese
Primer waren jedoch weder PCR erprobt noch war bekannt, ob sie im Bereich der BPLF1-
RNA lagen. Mit keinem der weiter 5-gelegenen Primer konnte eine Amplifikation
durchgefuhrt und weitere Bereiche der BPLF1-cDNA, einschlief3lich des wahren 5°-Endes,
identifiziert werden.

Das durch daSMARTSystem amplifzierte cDNA-Stlick des BPLF1-Gens enthielt neben
dem bereits aus der RT-PCR bekannten Anteil von 361 bp weitere 1200 bp, die sich in
Richtung 5°-Ende des Gens befanden. Die genaue Sequenz des neu identifizierten BPLF1-
Genabschnitts aus dem Virus-Stamm P3HR-1 ist sowohl im Anhang A.2 beschrieben, als
auch in dePubMed GenBaninter derAccession numbekF448803 verdffentlicht.

3.1.4 Uberprifung des SpleiRens durch transiente Transfektion

Da durch RT-PCR keine entsprechende Vollange-cDNA des BPLF1-Gens amplifziert
werden konnte, sollte nun die Expression des Gens in eukaryotischen Zellen verfolgt
werden. Somit konnte nicht nur die Transkription des Gens, sondern auch evtl.
SpleilBvorgange getestet und Aussagen Uber das Protein getroffen werden. Fir die
transiente Transfektion wurde der gesamte Leserahmen des BPLF1-Gens (+1 bis Stopp
ohne nicht translatierten Bereich) in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3
kloniert (siehe Kapitel 2.3 und Anhang A.6). Unter der Kontrolle eines CMV-Promotors
erlaubt dieser Vektor eine Expression des eingefiigten Fremdgens in den transfizierten
Zellen in grof3en Mengen uber kurze Zeit. Bereits 24 h nach der Transfektion kann
normalerweise ein biologisch aktives und teilweise posttranslationell modifiziertes Protein
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nachgewiesen werden. Neben dem CMV-Promotor besitzt dieser Vektor einen SV40
Replikationspunkt, einen SV40-Promotor und ein SV40-Polyadenylierungs-Signal. Bei
den verwendeten Cos7-Zellen (siehe Kapitel 2.1.2) handelt es sich um eine Affen-Nieren-
Zelllinie, die mit einemorigin-defektem SV40-Virus transformiert wurde, welches in die
chromosomale DNA der Cos7-Zellen integrierte. Deshalb produzieren Cos7-Zellen das
grol3e SV40 T-Antigen, aber keine viralen Partikel. Transfektionsplasmide, die einen
SV40-origin tragen, replizieren hingegen in diesen Zellen in hoher Kopienzahl. Somit
kann eine sehr gute Expression des eingefiihrten Fremdgens erreicht werden.

Aufgrund der enormen GroRRe des BPLF1 Gens war eine zunadchst angestrebte Ein-Schritt-
Klonierung des gesamten Gens mit Hilfe einer sogenanlaigre-PCR nicht erfolgreich.

Trotz verschiedener Primer-Konstellationen, dem Einsatz von DMSO sowie der
Optimierung von vielen Reaktionsbedingungen konnte kein positives Signal erreicht
werden. Auch die Verwendung unterschiedlicher Polymerasen erlaubte keine
Amplifikation des gesamten Gens. Ahnlich wie in vorangegangenen Versuchen limitierte
der hohe GC-Gehalt des Gens die Synthese der knapp 10 kbp. Deshalb sollte die
Klonierung des gesamten BPLF1-Gens in mehreren Schritten und mit entsprechenden
Zwischenklonierungen erfolgen. Dazu wurde das gesamte Gen in zwei Abschnitte
unterteilt, diese unabhéngig voneinander amplifziert und nach einer Zwischenklonierung
im Vektor pCRII-TOPO iiber eineClal-Restriktions-Schnittstelle hintereinander in den
Vektor pcDNA3 kloniert. Die Einteilung des BPLF1-Gens erfolgte in die beiden
Abschnitte BPLF1 long 5,9 und BPLF1 long 3,8 (siehe Abbildung 3.9). Dabei wurde eine
Clal-Schnittstelle, die sich ungefahr in der Mitte des Gens (Position 67851 im EBV-
Genom) befindet als moglicher Uberschneidungspunkt fir die Klonierung gewahit. Die
Amplifikation des BPLF1 long 5,9-Abschnittes wurde mit Hilfe dBower Script-
Polymerase(PAN Biotech, Aidenbach) und den Primern Clal 5 und BPLF1 long2 3"
(siehe Tabelle 2.2) aus dem Cosmid cMB14 wie in Kapitel 2.5.2.1 beschrieben
durchgefiihrt. Das so erhaltene PCR-Fragment von 5957 bp wurde rttsiick’-Gel
Extraction Kitaus einem Agarosegel aufgereinigt und mitteBPO-TA-Cloningin den
Vektor pCFII-TOPO kloniert. Die Transformation des resultierenden Vektors pCRII-
TOPO BPLF1 long 5,9 complerfolgte in die im Kit enthaltenen TOP10-Bakterien. Eine
Umklonierung des Genbereichs in den Vektor pCDNA3 sollte mit Hilfe der
Restriktionsendonukleas€lal erfolgen. Dieses Enzym besitzt jedoch die Eigenschatft,
lediglich nicht methylierte DNA zu schneiden. Demzufolge musste das Plasmid pCRII-
TOPO BPLF1 long 5,9 compl. zunachst in eingamnegativen dam) Bakterienstamm
umtransformiert werden. Fir diese Umtransformation wurde der Stamm SCS110
verwendet (siehe Kapitel 2.1.1). Plasmid-DNA aus diesen Bakterien wurde mit den
Primern Sp6 und T7 sequenziert. Somit konnte neben der Orientierung des Inserts im
Vektor auch die Sequenz und eventuelle Unterschiede zum Stamm B95-8, dessen Sequenz
in allen Datenbanken gespeichert ist, identifiziert werden. Nach der Uberprifung des
Vektors pCRII-TOPO BPLF1 long 5,9 compl. konnte der Anteil des BPLF1-Gens mit
Hilfe der Restriktionsenzym&bal und Kpnl herausgeschnitten werden und Uber diese
beiden Schnittstellen gerichtet in den Vektor pcDNA3 eingesetzt werden. Das Fragment
BPLF1 long 5,9 entspricht dem 3 -Bereich des Gens und wurde als erstes in den spateren
Expressionsvektor kloniert. Die Amplifikation des BPLF1 long 3,8-Abschnittes wurde
ebenfalls mit Hilfe derPower Script-Polymeras¢PAN Biotech, Aidenbach) aus dem
Cosmid cMB14 wie in Kapitel 2.5.2.1 beschrieben, durchgefuhrt. Als Primer dienten hier

5 compl.: bezieht sich auf die Orientierung im pCRII-TOPO-Vektor
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die Oligonukleotide BPLF1 long2 5 und Cla 3" (siehe Tabelle 2.2). Das 3804 bp grol3e
PCR-Fragment wurde nach der Aufreinigung aus einem Agarosegel in den Vekt8HpCR
TOPO mittels TOPO-TA-Cloning kloniert und in den Bakterienstamm TOP10
transformiert. Der resultierende Vektor 3,8 compl. PCRII-TOPO-BPLF1-long, der das
Insert in der richtigen Orientierung enthielt wurde in déamnegativen Bakterienstamm
SCS110 umtransformiert und anschlieBend sequenziert. Fur die Sequenzierung wurden die
Primer T7 und M13 reverse eingesetzt (siehe Tabelle 2.4). Fir die Klonierung in den
pcDNA3 Vektor, der bereits den BPLF1-Genabschnitt 5,9 enthielt (p)cDNA3-BPLF1 long
5,9) wurde das Fragment mit Hilfe der Restriktionsendonukle&gem und Clal aus dem
pCR°II-TOPO-Vektor herausgeschnitten. Aufgrund &hnlicher GréRenverhaltnisse
zwischen Vektor (3950 bp) und dem Insert (3804 bp) wurde der Vektor anschliessend mit
Dral verdaut. Dies fuhrte dazu, dass die Vektorsequenz kleingeschnitten wurde, wahrend
die BPLF1-Sequenz, die keiri@ral-Schnittstelle enthielt, intakt blieb. Somit konnte das
Genfragment nach der Aufreinigung Uber ein Agarosegel in den Vektor pcDNA3-BPLF1
long 5,9 kloniert werden, der ebenfalls mit den Enzym&mnl und Clal geschnitten
worden war. Das resultierende Plasmid (pcDNA3-BPLF1 gesamt, 15217 bp) wurde in den
Bakterienstamm DH% transformiert und dort sowohl Uber Restriktionsverdau
charakterisiert, als auch sequenziert. Fur die Sequenzierung wurden die Primer Seql bis
Seql2 (siehe Tabelle 2.4) eingesetzt. Aufgrund des hohen GC-Gehaltes des Gens mussten
auch fur die Sequenzierungen die Bedingungen optimiert werden. Mit Hilfe des
ComputerprogrammSEQMAN Il (DNASTAR's_SE@Ence project_ MABger) konnten
anschliel3end die einzelnen lberlappenden Sequenzierungen aneinandergereiht werden und
als eine resultierende Sequenz mit der Datenbank-Sequenz des B95-8-Stammes verglichen
werden. Das Ergebnis der Sequenzierung zeigte einige Unterschiede, zwischen dem aus
dem Cosmid cMB14 amplifizierten BPLF1-Gen (Virus-Stamm M-ABA) und der Sequenz
des B95-8-Stammes. Sequenzunterschiede zwischen diesen beiden Stammen waren bereits
bekannt und bestatigten sich auch bei dieser Klonierung. So stellte sich heraus, dass in der
Sequenz des cMB14-Cosmids neben verschiedenen Punktmutationen auch ein Einschub
von 90 Basen im Prolin-Bereich des BPLF1-Gens vorhanden ist. Innerhalb der BPLF1-
Gensequenz des B95-8-Stammes befinden sich im Genombereich 70521 bisRRép4a?
Sequenzen folgender Art: CCTC(C/T)GCGGC(C/T)CCGG. Diese
Sequenzwiederholungen sind in der B95-8-Sequenz insgesamt 8 mal vertreten,
wohingegen sie in der cMB14-Sequenz 14 mal gefunden werden konnte. Uber die
Funktion dieser Prolin-reichen Region ist bislang nichts bekannt. Ein Vergleich der beiden
BPLF1-Gensequenzen ist im Anhang A.1 dargestellt. Die BPLF1-Gensequenz des Virus-
Stammes M-ABA wurde in dePubMed GenBankinter derAccession numbekF448220
veroffentlicht.

Abbildung 3.9 Klonierung des gesamten BPLF1-Gens in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA3 Das Schema zeigt die schrittweise Klonierung des gesamten BPLF1-Gens mit den
beiden Zwischenprodukten pCRII-TOPO BPLF1 long 5,9 compl und 3,8 compl. PCRII-TOPO-
BPLFl-long. Das resultierende Plasmid pcDNA3-BPLF1 gesamt enthalt die vollstandige
BPLF1-Gensequenz unter der Kontrolle eines CMV-Promotors und konnte somit fur transiente
Transfektionen in Cos7-Zellen eingesetzt werden.
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Das so erzeugte Plasmid, welches das gesamte BPLF1-Gen enthielt, konnte nun fir
transiente Transfektionsexperimente eingesetzt werden. Dabei wurde die Transfektion in
Cos7-Zellen mit Hilfe der Calcium-Phosphat-Prazipitation wie in Kapitel 2.4.3
beschrieben durchgefihrt. Bei dieser Technik wird die DNA in Form von feinkérnigen
Calciumphosphat-Prazipitaten auf die Zellen aufgebracht und von diesen durch
Endocytose aufgenommen. Nach der Transfektion wurden die Zellen fir 72 h
weiterkultiviert. In parallelen Ansétzen wurden die Zellen zuséatzlich 72 h nach der
Transfektion fir weitere 24 h mit je 1/1000 Volumen TPA und BS und 1/20 Volumen
TGFR* induziert (siehe Kapitel 2.4.2), um die Aktivitdt des CMV-Promotors nochmals zu
erhdéhen. Nach 3 bzw. 5 Tagen (mit Induktion) konnten die transient transfizierten Zellen
sowohl zur Analyse der RNA, als auch zur Identifikation des BPLF1-Proteins eingesetzt
werden. Mit Hilfe von Northernblot-Analysen sollte zunachst eine Aussage dariber
getroffen werden, wie grol3 die transkribierte RNA ist und ob sie tatsachlich, wie in
vorangegangenen Northernblot-Analysen gezeigt, gespleil3t wird. Dazu wurde sowohl
Gesamt-RNA als auch mRNA der transfizierten und nicht transfizierten
(Negativkontrolle), bzw. induzierten und nicht induzierten Zellen préapariert (siehe Kapitel
2.6.1). Als zusatzliche Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit Puffer transfiziert
worden waren. Fiur die Detektion eines BPLF1-spezifischen Signals wurde digro
transkribierte radioaktiv markierte RNA-Sonde BPLF1-36iisenseverwendet (siehe
Kapitel 3.1.2). Abbildung 3.10 zeigt die Ergebnisse der Northernblot-Hybridisierung.

erwartete
Gesamt-RNA mRNA
Transkripte — Abbildung 3.10 Northernblot-Analyse

der transfizierten Cos7-Zellen. Cos7-

» Zellen wurden mit Hilfe der Calcium-
95kbp  —> 2 Phosphat-Methode mit dem eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNA3-BPLF1-

< 285 RNA gesamt, der das komplette BPLF1-Gen

enthielt, transfiziert und teilweise mit

TPA/BS/TGFR* induziert. Je 20 g

Gesamt-RNA bzw. 10 pg mRNA der

transfizierten/nicht  transfizierten und

1 induzierten/nicht induzierten Cos 7-Zellen
ca. 3kbp —» wurden in die Northernblot-Analyse
eingesetzt. Zur Detektion des BPLF1-

Transkripts  wurde  die in  vitro

transkribierte, radioaktiv markierte RNA-
Sonde BPLF1-36hntisense eingesetzt.

Die Spuren 3 und 4 zeigen einen BPLF1-
spezifischen ,Schmier, dessen Menge
durch  Induktion der Zellen mit

TPA/BS/TGFR* gesteigert wird (Spur 4).
Die Negativkontrollen (Spur 1, 2 und 6)
weisen diesen ,Schmier nicht auf. In der

transfiziert - - 4+ 4+ 4+ 4 (puffer aufgereinigten mRNA (Spur 5) wurde kein
induziert Signal detektiert, was auf eine fehlende
-+ -+ + 4 Polyadenylierung der transkribierten RNA

1 2 3 4 5 6 hindeutet.
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Das Experiment zeigt, dass in den Cos7-Zellen kein BPLF1-Transkript synthetisiert wurde,
das in einer definierten Bande resultierte. Neben der Kreuzhybridisierung mit der 28S
rRNA, die in allen Ansatzen auftrat, konnte in den transfizierten/nicht-induzierten (Spur 3)
bzw. transfizierten/induzierten Cos7-Zellen (Spur 4) ein BPLF1-spezifischer "Schmier"
nachgewiesen werden. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass nach erfolgreicher
Transfektion von dem eingefihrten Plasmid zwar RNAs initiiert wurden, diese aber nicht
einheitlich lang waren und vermutlich auf einem frihzeitigen Abbruch der Transkription
beruhten. Die Menge des BPLF1-RNA-Gemisches und damit eine Steigerung der
Transkription des transfizierten Plasmids konnte durch die Induktion der Zellen mit
TPA/BS und TGFR* erhoht werden (Vergleich Spur 3 und 4). In den Kontrollen, d.h. in
den nicht transfizierten (Spuren 1 und 2) bzw. lediglich mit Puffer transfizierten Zellen
(Spur 6) wurde kein BPLF1-spezifisches Signal detektiert. Um sicherzustellen, dass der in
den transfizierten Zellen detektierte "Schmier” nicht von der Induktion herriihrte, wurde
auch eine Negativkontrolle mit TPA/BS/TGF3* induziert (Spur 2) und zeigte kein Signal.
Spur 5, welche die mMRNA aus den Zellen reprasentierte, zeigte ebenso kein Signal.
Ursache hierfir konnte ebenfalls eine frihe Termination der Transkription sein.

Neben der RNA sollte auch das Molekulargewicht des BPLF1-Proteins bestimmt werden.
Aufgrund der unvollstandigen RNA-Transkription war jedoch kein Translationsprodukt
entsprechender Gro3e zu erwarten. Proteinextrakte transfizierter Zellen wurden auf ein
niederprozentiges SDS-Gel (max. 8 %) aufgetragen und mit Hilf&Cdemassid-arbung
angefarbt. Da von einem ca. 300 kDa grof3en Protein ausgegangen wurde, wurde neben der
niedrigen SDS-Konzentration auch eine spezielle Apparatur mit einer sehr langen
Laufstrecke gewahlt. Durch diese Bedingungen sollte gewahrleistet werden, dass das
Protein in das Gel einlaufen konnte und nicht in den Taschen zurtickgehalten wird bzw.
dass eine Auftrennung der Proteine in diesem hohen GrolRenbereich Uberhaupt erfolgte.
Wie erwartet konnte jedoch in de@oomassiéselen keine prominente Proteinbande
detektiert werden, die eine Bestimmung des Molekulargewichts zulie (Daten nicht
gezeigt).
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3.2 Das BPLF1-Protein

3.2.1 Das BPLF1-Protein - eine Datenbank-Analyse

Die Funktion des BPLF1-Gens ist bislang ungeklart. Nachdem durch RT-PCR und
Northernblot-Analysen nachgewiesen werden konnte, dass das BPLF1-Gen wahrend der
spaten Phase der viralen Replikation transkribiert wird, stellte sich nun die Frage, ob von
dieser RNA auch ein Protein translatiert wird. Um erste Aussagen uber das Protein treffen
zu kénnen, wurden zunachst verschiedene Datenbank-Analysen durchgefuliikARey
Molecular Biology Servel(Expert Protein Analysis_Sgtem, http://www.expasy.ch des

Swiss Institute of Bioinformatics (SIB}ellte dazu neben einigen Protein-Datenbanken
(z.B. SWISS-PROT und TrEMBL) auch verschiedene Werkzeuge zur Identifikation und
Aufklarung der Proteinstruktur zur Verfigung.

Erste Aussagen beziglich der Primarstruktur des Proteins lieferte das Piégtdaram

Die Ergebnisse der Computeranalyse sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Mit einer
Lange von 3149 Aminosauren und einem Molekulargewicht von ca 337 kDa handelt es
sich bei BPLF1 um ein sehr gro3es Protein. Die Halbwertszeit des Proteins wurde nach der
Methode von Bachmair (Bachmaat al. 1986) berechnet. Diese Methode macht die
Stabilitat eines Proteins von der N-terminalen Aminosaure-Zusammensetzung und der
damit verbundenen Degradierung tber den Ubiquitin-vermittelten Weg abh&iggd

rule). Der Instabilitats-Index (Methode nach Guruprasad; Guruprasachl, 1990)
definierte das BPLF1-Protein als instabil.

Tabelle 3.1 Analyse der Primérstruktur des BPLF1-Proteins. In der Tabelle sind die Eigenschaften des
BPLF1-Proteins aufgelistet, die mit Hilfe des PrograRmetParanerstellt wurden

Parameter
BPLF1-Protein Large Tegument Protein von EBV
SWISS-PROT-Datenbank-Kennung TEGU_EBYV (P03186)
Anzahl der Aminosauren 3149
Molekulargewicht 337959,4 Da
Theoretischer pl 5,63
N-Terminus Methionin
Halbwertszeit (Bachmait al., 1986) 30 Stunden (Saugetier-Retikulocytiaryitro)
>20 Stunden (Hefan vivo)
>10 Stunden (E.colin vivo)
Instabilitatsindex (I1) (Gurupraseet al., 1990) instabil

Weitere Untersuchungen beschaftigten sich mit der Sekundéarstruktur und moglichen
posttranslationellen Modifikationen des BPLF1-Proteins. Dazu wurden mit dem Program
PSORTzunachst offensichtliche Signal-Sequenzen und Lokalisierungsstellen identifiziert.
Abbildung 3.11 gibt schematisch einen Uberblick iiber die wichtigsten Modifikationen.
Aufgrund dieser Analysen wurde eine Lokalisation des BPLF1-Proteins im Kern
angenommen. Verschiedene Kernlokalisationssignale konnten identifiziert werden (siehe
Abbildung 3.11). Besonders aufféllig erschien eine Prolin-reiche Sequenz im Bereich der
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Aminosauren 452 bis 606. AulRer eindeikR Membran Retentions-Sign@FLY) im C-
Terminus des Proteins konnten keine weiteren Erkennungs-Sequenzen gefundefi,werden
die einen Hinweis auf die Bestimmung des Proteins lieferten. Des weiteren wurden weder
DNA- noch RNA-Bindemotive identifiziert. Neben den drei N-Glykosylierungsstellen, die
auch in Abbildung 3.11 dargestellt sind, konnten mit Hilfe des Computerprogramms
ProfileScan weitere  zahlreiche  Signalsequenzen  gefunden  werden: 8
Phosphorylierungsstellen fir eine cAMP- bzw cGMP-abhéngige Protein-Kinase, 36
Sequenzabschnitte fir die Protein-Kinase C, 58 Casein-Kinase IlI-Phosphorylierungsstellen
und eine Tyrosin-Kinase-Phosphorylierungs-Sequenz. In Abbildung A.3 des Anhangs sind
weitere Analysen zusammengefasst, die einen Uberblick liefern tiber z.B. sehr hydrophile
bzw. hydrophobe Bereiche (Analyse naklgte-Doolittle, Gber Transmembranregionen
bzw. Oberflachenwahrscheinlichkeit und tGber besonders antigene Bereiche des Proteins
(Antigenic Indexach Jameson and Wolf)
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I:I Prolin-reiche Region
D bipartite nuclear localization site

‘ Kernlokalisations-Signal (NLS)

Abbildung 3.11 Schematische Ubersicht tiber mogliche posttranslationelle Modifikationen des BPLF1-
Proteins. Neben den drei N-Glykosylierungsstellen und der Prolin-reichen Region im
Aminoterminus des Proteins, konnten zahlreiche Kernlokalisations-Signale detektiert werden.
Jeweils zwei bipartite nuclear localization signalsan Aminosaure-Position 1106
(KKQKELETTRENEKRLR) und 1870 (KRVAGGKETVADWKRRL) sowie folgende
Kernlokalisations-Signale an Position 412 (PKRK und PKRKKGL), 413 (KRKK), 2085
(RRRR), 409 ( PQTPKRK), und 1340 (PGKLKKR).

Um Angaben Uber die mégliche Funktion des BPLF1-Proteins machen zu kénnen, wurden
Homologien zu anderen herpesviralen Proteinen untersucht, deren Funktion bereits
bekannt war. In der SWISS-PROT-Datenbank wurde BPLF1 in eine Reihe anderer
herpesviraler Proteine wie z.B. HSV1 UL 36 (VP1/2), EHV1 ORF24, HVS1 ORF64, VZV
ORF22 und HCMV ULA48, eingereiht. Literatur-Recherchen lieferten den Hinweis, dass
eine 30 %ige Homologie zwischen BPLF1 und dem VP16-Protein von Herpes Simplex
Virus 1 existiert (Roizman und Sears, 1996). Eigene Datenbank-Analysen dieser beiden
Proteine konnten die Aussage bedingt bestatigen. Es wurde deutlich, dass ein

© weitere mogliche Signalsequenzen: ER-Retentions-Motiv, Peroxisomen-Zielsignal, ein Motiv firr den Transport von der Zelloberflache
zum Golgi-Apparat
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Homologievergleich der beiden Proteine Uber die gesamte Aminosaure-Sequenz nur wenig
aussagekraftig ist, da VP16 und BPLF1 starke Grolenunterschiede aufweisen (siehe
Abbildung 3.12.)

EBV-BPLF1
1 3149 AS

HSV1- AN 30%

VP16 1 490 AS - ?

VZV- AR 10%

ORF22 1 2763 AS ) °
Homologie zu
BPLF1 (%)

Abbildung 3.12 Homologie-Vergleich von BPLF1 mit anderen herpesviralen Proteinen.Die
herpesviralen Proteine VP16 von HSV1 und ORF22 von VZV zeigten Homologien zu BPLF1
von 30 % bzw. 40 %.

Ein Homologie-Vergleich mit einem weiteren herpesviralen Protein, dem VZV-ORF22-
Protein von Varizella Zoster, offenbarte eine 40 %ige Homologie zu BPLF1. Ahnliche
GroRRenverhaltnisse der beiden Proteine erlaubten einen Vergleich Uber die gesamte
Aminosauresequenz. Leider konnten aus diesen Vergleichen jedoch keine Erkenntnisse
beziglich der Funktion von BPLF1 gewonnen werden. Denn auch tber das VZV-Protein
und seine Funktion wurde bislang nichts in der Literatur beschrieben. Einen mdglichen
Hinweis auf die Funktion des BPLF1- und VZV-ORF22-Proteins lieferte die SWISS-
PROT-Datenbank, die den beiden Proteinen, zusammen mit dem Leserahmen UL48 von
HCMV und UL36 von HSV1, eine Funktion als Tegumentprotein zuordnete. Ergebnisse
aus der RT-PCR und den Northernblot-Analysen zeigten, dass BPLF1, &hnlich wie VP16,
sehr spat wahrend der viralen Replikation transkribiert wird. Dies deutete darauf hin, dass
auch das BPLF1-Genprodukt erst spat wahrend des viralen Vermehrungszyklus in das
Tegument des reifen Viruspartikels verpackt werden koénnte.

Im Gegensatz zu BPLF1 wurden die Funktionen und die dafir notwendigen Protein-
Doménen des VP16-Proteins bereits ausfuhrlich untersucht und sind in der Literatur genau
beschrieben. Deshalb wurden detailliertere Datenbank-Analysen mit den beiden Proteinen
durchgefuhrt, die funktionell wichtige Abschnitte des VP16-Proteins genauer untersuchten.
Innerhalb des VP16-Proteins lassen sich zwei funktionelle Bereiche unterteilen: die
carboxyterminale Aktivierungsdomane und dMIC-Doméne VIC: VP16 induced
compley, die zur Ausbildung des Multiproteinkomplexes mit den beiden zelluléaren
Faktoren Oct-1 und HCF benétigt wird. Innerhalb dieS&€-Domane sind zwei weitere
Aminosaure-Bereiche bekannt, die malgeblich an der Ausbildung des
Multiproteinkomplexes beteiligt sind. Diese beiden Bereiche, sowie die
Aktivierungsdoméane des VP16-Proteins wurden mit dem BPLF1-Protein in einem
Computer-Vergleich untersucht. Abbildung 3.13 zeigt die Ergebnisse des Homologie-
Vergleichs und macht deutlich, dass tber kurze Aminoséure-Abfolgen starke Homologien
zwischen den beiden Protein nachweisbar sind. Die Anordnung der einzelnen Doménen ist
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jedoch bei BPLF1 genau entgegengesetzt zu der bei VP16 und geht nur dber
aul3erordentlich kurze Aminoséure-Folgen. Eine Aussage bezuglich funktionell wichtiger
Abschnitte des BPLF1-Gens ist somit kaum mdglich und muss auf jeden Fall

experimentell Uberprift werden, auch wenn diese Datenbank-Analysen Hinweise darauf
geben, dass Ahnlichkeiten zwischen BPLF1 und VP16 vorhanden sind. Eine funktionelle
Ahnlichkeit zu dem bislang nicht charakterisieren Leserahmen VZV-ORF22 scheint

jedoch aufgrund der besseren Homologie relevanter.

2964 - 2971 1754 - 1759 809 - 828
EBV-
BPLF1
3149 1
62% 83% 45%
Tl9 39? fllo r190
HSV1-
VIC AD
VP16
1 4975 360-300 H1| H2 490
452
AS 49-75 AS 360-390
Notwendig zur Ausbildung Involviert in die
desVIC (Greaves1990) Interaktion mit Oct-1
und HCF Grapes
2000)

Abbildung 3.13 Homologie-Vergleich wichtiger funktioneller Doménen des VP16-Proteins mit dem
gesamten BPLF1-Protein.Das VP16-Protein kann in zwei funktionell wichtige Bereiche
gegliedert werden: die carboxyterminale Aktivierungsdomane AD (AS 410-490) und die
aminoterminaleVIC’-Domane (AS 49-390), die zur Ausbildung eines Multiproteinkomplexes
mit den beiden zelluldren Faktoren Oct-1 und HCF bendgtigt wird. Ein Sequenz-Vergleich dieser
wichtigen Doméanen mit dem gesamten BPLF1-Protein zeigte starke Homologien zwischen den
beiden Proteinen tUber kurze Bereiche (Homologie-Angaben in %).

"VIC: VP16 induced complex
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3.2.2 Der indirekte Nachweis des BPLF1-Proteins durch Westernblot-Analysen mit
verschiedenen humanen Patientenseren

Nachdem die Computeranalysen erste Hinweise auf die Eigenschaften des Proteins
lieferten, sollte das Makromolekil nun auch experimentell charakterisiert werden. Die
Vorversuche hatten gezeigt, dass eine ca. 3 kbp grof3e polyadenylierte BPLF1-RNA
existiert, von der mit hoher Wahrscheinlichkeit auch ein Protein translatiert wird. Der
Nachweis dieses Proteins stand deshalb im Mittelpunkt der experimentellen
Charakterisierung. Die Ubliche Vorgehensweise zum direkten Nachweis des Proteins mit
Hilfe von Westernblot-Analysen konnte jedoch nicht durchgefiihrt werden, da fur BPLF1
keine spezifischen Antikorper zur Verfigung standen. Um trotzdem einen Eindruck davon
zu erhalten, ob das BPLF1-Protemvivo synthetisiert wird, wurde zunachst ein indirekter
Nachweis angestrebt. Bakteriell exprimiertes BPLF1 sollte als Antigen in Westernblot-
Analysen eingesetzt und mit humanen Patientenseren als Primarantikbrper tberprift
werden. Die Detektion eines positiven Signals gab einen Hinweis darauf, dass Antikorper
gegen das Protein in verschiedenen Patienten vorhanden waren und dassiBRMel
exprimiert wird. Vor diesen Westernblot-Analysen musste jedoch zunachst das als Antigen
verwendete BPLF1-Protein synthetisiert und aufgereinigt werden. Die einzelnen Schritte
der Synthese sind im folgenden detailliert beschrieben.

Aufgrund seiner Grol3e konnte das BPLF1-Protein nicht in seiner Gesamtheit in Bakterien
exprimiert und daraus aufgereinigt werden. Daher wurde das gesamte Gen in 5
Uberlappende Abschnitte unterteilt (siehe Abbildung 3.14). Die Aufteilung des Proteins
erfolgte mit Hilfe von Computeranalysen nach démtigenicindex von Jameson und
Wolf (siehe Anhang A.3). Demnach wurden besonders antigene Bereiche auf einem
Fragment zusammengefasst und fir die Expression in einen geeigneten bakteriellen
Expressionsvektor kloniert. In Vorexperimenten wurde versucht, alle 5 Fragmente des
BPLF1-Proteins al#lis-tagFusionsproteine in Bakterien zu exprimieren. Es stellte sich
jedoch heraus, dass dieses System fur die Expression von BPLF1 nicht geeignet war.
Lediglich die Produktion und Aufreinigung des BPLF1-Fragments Il, das Homologie zur
carboxyterminalen Aktivierungsdoméne von VP16 aufweist (siehe Abbildung 3.13 As
809-828), war in geringen Mengen maoglich und konnte fiir erste Vorversuche eingesetzt
werden. In Westernblot-Analysen mit Serum von Patienten, die an EBV-assoziiertem NPC
erkrankt waren, lieferte dieses Fragment positive Signale und damit einen ersten Hinweis
auf die Existenz des BPLF1-Proteimsvivo (Daten nicht gezeigt).
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BPLF1-ORF 1 9450 bp
I
=
75 kDa I
74 kDa 111
| |
I 1
A
65 kDa vV
33 kDa
Fragment Grol3e inGroRRe in Grole in Position in Position im
Basenpaaren Aminosauren . Nukleinsduresequenz
Kilodalton Genom

I 2057 686 75 1-2057 71527 — 69470
1] 2024 675 74 1995-4019 69532 — 67508
1] 3000 1000 110 3963-6963 67564 — 64564
v 1772 590 65 6861-8635 64658 — 62885
\ 899 300 33 8541-9450 62977 — 62079

Abbildung 3.14 Aufteilung des gesamten BPLF1-Proteins in 5 Uberlappende Fragmenthn oberen Teil
der Abbildung ist schematisch die Aufteilung des BPLF1-Leserahmens in die 5 Uberlappenden
Fragmente | bis V dargestellt. Die Einteilung erfolgte nach demigenic-Indexvon Jameson
und Wolf (siehe Anhang A.3). In rot ist jeweils die Grof3e der einzelnen Fragmente in kDa
angegeben. Der untere Teil der Abbildung zeigt eine Tabelle mit den wichtigsten Eigenschaften
der einzelnen Fragmente.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen und weitere Humanseren auf das Vorhandensein von
BPLF1-spezifischen Antikorpern testen zu kdnnen, sollte das BPLF1-Fragment Il nun in
einem anderen Expressionssystem produziert werden. Als erfolgreich erwies sich die
Produktion von BPLF1 in Form eines Glutathion-S-Transferase-FusionspfotBilese
Methode erlaubte nicht nur eine schnelle und produktive Expression des Proteins in
Bakterien, sondern ermoglichte auch eine effektive und spezifische Aufreinigung des
Proteins Uber den GST-Fusionsanteil. Bei GST handelt es sich um ein natirlich
vorkommendes Protein von ca. 26 kDa, das sich in Bakterien mit seiner vollen
enzymatischen Aktivitat exprimieren lasst. Ebenso wieHisrtag kann das GST-Protein

in allen Expression-Systemen verwendet werden und stabilisiert dabei die Faltung des
rekombinanten Proteins. Mit GST als Partner bilden die entstehenden Fusionsproteine
meist Dimere aus. Die Detektion des GST-Proteins kann mit Hilfe eines polyklonalen
Antikorpers in Enzym- oder Immuno-Assays durchgefihrt werden. Zu dem Glutathion-S-
Transferase-System gehodren eine Reihe von pGEX-Vektoren. Fur die Expression des

8 GST: Glutathion-S-Transferase v8ghistosoma japonicutSmith und Johnson, 1988)
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BPLF1-Fragments Il wurde der Vektor pGEX2T ausgewahlt (siehe Anhang A.4). Dieser
Vektor eignete sich besonders fur die Expression des BPLF1-Proteins, da er aufgrund
seines tac-Promotors gezielt durch das Lactose Analogon IPTG (lsopropyl-i3-D-
Thiogalactosid) induziert werden konnte. Die Klonierung des BPLF1-Inserts erfolgte Gber
die BamHFSchnittstelle demultiple cloning sitedes Vektors. Somit war gewébhrleistet,
dass das Inserh frame mit einer Erkennungssequenz fur die Thrombin-Protease kloniert
wurde. Diese Erkennungssequenz, die sich zwischen dem GST-Anteil und dem Fremdgen
befindet, erlaubte spater die Abspaltung des Fusionsanteils von dem gesuchten Protein. Die
Klonierung des BPLF1-Fragment Il erfolgte auf folgende Art und Weise: Mit Hilfe der
PolymeraséAmpli Tag Gold wurde das BPLF1-Insert zunachst aus dem Cosmid cMB14
amplifiziert (siehe Kapitel 2.5.2.1). Als Primer fur die PCR-Amplifikation dienten die
Oligonukleotide BPLF1-11 5" und BPLF1-Il 3" (siehe Tabelle 2.2). Beide Oligonukleotide
trugen an ihren 5-Enden je eirgglll-Schnittstelle, die eine direkte Klonierung in den
Vektor pGEX2T erlaubten. Nach der Aufreinigung des PCR-Produktes Uuber ein
Agarosegel mit Hilfe deQIAquick’-Gel-ExtractionKits, wurde das BPLF1-Fragment mit

der Restriktionsendonuklead®glll nachgeschnitten, um entsprechende Uberhangende
Enden zu generieren. Der Zielvektor pGEX2T wurde BamHI geschnitten und mit dem
Insert ligiert. Da es sich bei den beiden Restriktionsenzymen um sogenannte Isoschizomere
handelt, erlaubte diese Vorgehensweise die Klonierung des BPLF1-Fragment Il tGber die
BamHLISchnittstelle des Vektors. Die beiden Schnittstelgglll und BamHI wurden

durch diese Klonierung zerstort. Der resultierende Vektor pGEX2T-BPLF1/1l (siehe
Anhang A.6) konnte schlief3lich nach Transformation in einen geeigneten Bakterienstamm
zur Synthese des BPLF1-Proteinfragments Il eingesetzt werden.

Die Proteinexpression erfolgte in dem Bakterienstamm TOPP3. Dieser Stamm leitet sich
nicht von dem Sicherheitsstamia.coli K12 ab und eignet sich besonders fur die
Produktion schwer exprimierbarer Proteine. Nach einigen Vorversuchen, in denen
zunachst optimale Bedingungen flr die Proteinexpression ausgetestet worden waren (z.B.
die  richtige  Induktionsdichte, IPTG-Konzentration, Induktionsdauer  oder
Induktionstemperatur), erfolgte die Expression wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben.
Abbildung 3.15 zeigt das Ergebnis der Expression. Durch Induktion der Bakterien mit dem
Laktose-Analogon IPTG konnte die Expression des ca. 100 kDa grof3en BPLF1-
Proteinfragments sehr gut induziert werden (Vergleich Spur 2 nicht induziert und Spur 4
induziert).
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kDa Abbildung 3.15 CoomassigGel zur

Uberprifung der Expression des BPLF1-
115 — BPLF1-Protein- Fragment Il in TOPP3-Bakterien. Nach der
<« Fragment II Expression wurden die Bakterien geerntet,
mittels Lysozym- und Ultraschall-Behandlung
lysiert und durch Zentrifugation bakterielle
Zellbestandteile von l@slichen Proteinen im
Uberstand getrennt.  Niederschlag und
Uberstand wurden jeweils 1:1 mit 2x SDS-
Auftragspuffer versetzt, auf ein 10 % SDS-
Gel aufgetragen und mittelsSCoomassie
Farbung Uberprift. Die Spuren 1 und 3 zeigen
jeweils die Uberstande mit den loslichen
Proteinen, die Spuren 2 und 4 zeigen die
unléslichen Bestandteile. Durch die Induktion
mit IPTG konnte eine sehr gute Expression
des ca. 100 kDa Proteinfragments BPLF1-I|
erreicht werden (Vergleich Spur 2 nicht
1 2 3 4 induziert und Spur 4 induziert; durch einen
blauen Pfeil gekennzeichnet)
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Nachdem eine gute Expression des BPLF1-Proteinfragments in den TOPP3 Bakterien
erreicht werden konnte (siehe Abbildung 3.15, Spur 4 und Westernblot-Analysen mit
einem GST-spezifischen Antikérper, Daten nicht gezeigt), erfolgte die Aufreinigung des
Proteins in zwei Schritten. Dabei wurde das Protein in einem ersten Schritt einer
Affinitatsreinigung unterzogen. Mit Hilfe deGlutathion-Sepharose 4B konnte das
Protein spezifisch Uber den GST-Fusionsanteil aufgereinigt werden. Im zweiten
Reinigungsschritt wurden mit Hilfe ddtrep-Cell-Pagé& weitere Verunreinigungen bzw.
kleinere Abbauprodukte entfernt. Durch diese beiden Reinigungen konnte letztendlich ein
spezifisches GST-BPLF1-Proteinfragment definierter Grol3e erhalten werden, das sich fir
den Einsatz in Westernblot-Analysen hervorragend eignete. Vor dem ersten
Reinigungsschritt mussten die Bakterienzellen mit dem exprimierten Fusionsprotein
geerntet und aufgeschlossen werden. Dabei stellte sich heraus, dass dieser Schritt mit
aulerster Sorgfalt durchgefiihrt werden musste. Denn es war besonders wichtig, das
Protein in einer I6slichen Form zu erhalten, so dass in der weiteren Aufreinigung eine
Bindung zwischen dem Protein und d@lutathion-SepharoséB erfolgen konnte. In den
Original-Beschreibungen des pGEX-Systems wurde dargelegt, dass die mit diesem System
exprimierten Proteine meist I6slich sind. Andere Literaturhinweise (Frangioni und Neel,
1993) und eigene Vorversuche (siehe Abbildung 3.15, Vergleich Spur 3 und 4) zeigten
jedoch, dass selbst sehr kleine Proteine von nur 40 — 50 kDa nicht in l6slicher Form
erhalten werden konnten. Darum wurde diesem Schritt besonderes Augenmerk zuteil und
er ist im folgenden detailliert beschrieben.

Die Ernte und die darauf folgende Lyse der Bakterien mittels Lysozym-Behandlung
erfolgte wie in Kapitel 2.6.3.1 beschrieben. Dabei stellte sich heraus, dass die Lysozym-
behandelte Bakteriensuspension sofort weiterverarbeitet werden muf3te. Eine Lagerung der
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Suspension bei z.B. =80 °C erwies sich als nicht sinnvoll, da dabei die Bakterien
vollstandig lysierten. Dem Lysozym-Verdau folgte eine Ultraschall-Behandlung im
Becherresonanz-Bad. Auf eine Beschallung mit der Nadelsonde wurde bewul3t verzichtet,
da eine zu lange bzw. zu heftige Beschallung zur Denaturierung und Aggregation des
Proteins und damit zur Ausbildung von unléslicherlusion bodies fiihren konnte.
Zusatzlich mussten folgende Punkte bertucksichtigt werden: Vor der Ultraschall-
Behandlung musste der Lysozym-behandelten Bakteriensuspension zundchst DTT
zugegeben werden (Endkonzentration 5 mM). Dadurch konnte die spatere Bindung des
exprimierten Fusionsproteins an die Sepharose-Gelmatrix erhéht werden. Des weiteren
erfolgte die Zugabe von Sarkosyl zur Bakteriensuspension in einer Endkonzentration von 1
%. Bei Sarkosyl handelt es sich um ein anionisches Detergens, das die Koaggregation des
exprimierten Proteins mit bakteriellen Membran-Bestandteilen wahrend der Ultraschall-
Behandlung verhindert. Somit bleibt das produzierte Fremdprotein in loslicher Form
erhalten und wird nicht in sogenanntelusion bodiegingeschlossen. Ein weiterer Vortell

des Sarkosyls besteht darin, dass es verschiedene bakterielle Proteasen hemmt und
zusammen mit EDTA (im Lysis-Puffer enthalten und absolut essentiell fur die Léslichkeit
von Sarkosyl) einen optimalen Schutz gegen proteolytischen Abbau darstellt. Ohne die
Sarkosyl-Behandlung konnte das BPLF1-Proteinfragment nicht in l6slicher Form erhalten
werden. Es kam zur Ausbildung von unléslichen Aggregaten lzglusion bodiesund

das Protein war nach der Lyse und Zentrifugation lediglich im Niederschlag (Pellet, P)
detektierbar (Abbildung 3.15, Vergleich Spur 3 und 4). Die Konzentration des Sarkosyls
muss zunéachst fur jedes Protein experimentell ermittelt werden. Auch fur BPLF1 wurde
die Sarkosyl-Konzentration in einem Bereich von 0,25 % bis 4 % getestet (Daten nicht
gezeigt). Eine Konzentration von 1 % erwies sich fur BPLF1 als besonders geeignet. Wie
Abbildung 3.16 zeigt, konnte dadurch der Gberwiegende Anteil des exprimierten Proteins
in I6slicher Form erhalten und im Uberstand (U) detektiert werden (Spur 9). Zur Auflésung
derinclusion bodiesvurden neben Sarkosyl weitere Agenzien herangezogen. Der Einsatz
von Harnstoff wurde vermieden, da dadurch die Bindung des Fusionsproteins an die
Sepharose-Matrix stark herabgesetzt wurde (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung des
nichtionischen Detergens Triton X-100 fuhrte ebenso nicht zu dem gewulnschten Erfolg.
Wie bei der Lyse mit PBS konnte auch mit Triton X100 das exprimierte Protein nur in den
Bakterien aber nicht im Uberstand nachgewiesen werden (Abbildung 3.16, Spuren 2 und
5).
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PBS 1 % Triton X100 1 % Sarkosyl

Abbildung 3.16 CoomassieGel zur Uberprifung der Loslichkeit des exprimierten GST-BPLF1-
Proteinfragments. Induzierte TOPP3-Bakterien, die das BPLF1-Proteinfragment Il als GST-
Fusionsprotein exprimierten, wurden geerntet und auf unterschiedliche Art und Weise lysiert.
Gesamt-Lysat (Spuren 1, 4 und 7) sowie der nach anschlieRend erfolgter Zentrifugation erhaltene
Niederschlag (Spuren 2, 5 und 8) und Uberstand (Spuren 3, 6 und 9) wurden 1:1 mit 2x SDS-
Auftragspuffer versetzt, auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und mi@elmassig=arbung
Uberprift. Die Spuren 1-3 zeigen das Ergebnis der Lyse mit PBS, Spuren 4-9 die Ergebnisse aus
der Lyse mit STE-Lysis-Puffer, der jeweils mit einem Detergens versetzt wurde (Spuren 4-6 mit
1 % Triton X100, Spuren 7-9 mit 1 % Sarkosyl). Durch die Lyse mit 1 % Sarkosyl konnte der
Uiberwiegende Anteil des exprimierten Proteins in I6slicher Form erhalten und im Uberstand
detektiert werden (Spur 9, blauer Pfeil). Bei der Verwendung von PBS bzw. Lysis-Puffer mit 1
% Triton X100 konnte das Proteinfragment lediglich im Gesamt-Lysat und Pellet detektiert
werden (Spuren 1 und 2 bzw. 4 und 5).

Das mit Sarkosyl erhaltene I6sliche Protein konnte nun in die Affinitatsreinigung mit der
Glutathion-Sepharo®#1B eingesetzt werden. Durch eine Epoxy-Aktivierung wurde an
diese Sepharose ein Glutathion gekoppelt, das in seiner Struktur komplementar zur
Bindestelle der Glutathion-S-Transferase ist, und somit eine Bindung des exprimierten
GST-Proteins an die Matrix erlaubt. Die Aufreinigung erfolgte wie in Kapitel 2.6.3.1
beschrieben. Dabei stellte sich heraus, dass ein Grol3teil des exprimierten Proteins nicht an
die Gelmatrix gebunden hatte. Diese Tatsache beruhte in erster Linie auf der Grol3e des
Proteins. Denn in der Literatur (Frangioni und Neel, 1993) gab es Hinweise, dass die
Bindung eines Proteins an die Sepharose stark von seiner Gréf3e abhéngt. So wurde
beschrieben, dass ca. 6 - 8 ug eines 26 kDa—GST-Fusionsproteins an 10 pl Glutathion-
Sepharose-Suspension (50 %(v/v)) binden konnten. Bereits bei einem 42 kDa-Protein sank
diese Menge auf 2 - 3 pg / 10ul Suspension. Und ein 83 kDa Protein erreichte lediglich
Werte um 0,5 — 1 pg. Mit einer Gréf3e von ca. 100 kDa stellte BPLF1 deshalb ein sehr
grol3es Protein dar und die Ausbeute an gebundenem Protein war dementsprechend gering.
AulRerdem musste berticksichtigt werden, dass kleinere Abbruchfragmente leichter an die
Sepharose binden konnten und die Ausbeute an dem Voll&dnge-Protein somit verringerten.
Um die Bindung des BPLF1-GST-Fusionproteins zu verbessern, wurde die Zugabe von
Triton X-100 getestet. Dazu wurden Bakterien mit dem exprimierten Protein wie oben
beschrieben geerntet und lysiert. Die Zugabe des nichtionischen Detergens Triton X-100
zu dem Sarkosyl-geldsten Lysat sollte die Bindung des Proteins an die Sepharose erhdéhen.
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Dabei war es wichtig, dass das Triton X-100 vor der Sepharose zugegeben wurde, um
mogliche sterische Hinderungen mit der GST-Bindung zu vermeiden. Nach der Bindung

des Proteins an die Matrix wurden die Sepharose-Partikel (SephBeas- durch eine

kurze Zentrifugation von dem nicht gebundenen Protein abgetrennt. Die Fraktionen mit
dem nicht gebundenen Protein wurden auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und mittels
Comassie-Farbung tberprift. Abbildung 3.17 zeigt, dass durch die Zugabe von Triton X-
100 in Konzentrationen von 0,5 — 4 % kein entscheidender Unterschied in der Bindung
erreicht werden konnte. Da Triton X-100 nicht den gewunschten Erfolg erzielte, wurde in

weiteren Versuchen auf die Zugabe dieses Detergens verzichtet.

Triton in %

«Da 0 0,5 1 2 4

115 —
83 —

nicht
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Abbildung 3.17 Einfluf3 unterschiedlicher Triton X-100-Konzentrationen auf die Bindung des GST-
BPLF1-Fusionsproteins an die Glutathion-Sepharoselnduzierte TOPP3-Bakterien, die das
BPLF1-Proteinfragment Il als GST-Fusionsprotein exprimierten wurden geerntet und lysiert.
Gesamt-Lysat (Spur 1) sowie der nach anschlielend erfolgter Zentrifugation erhaltene
Niederschlag (Spur 2) und Uberstand mit I6slichem GST-Protein (Spur 3) wurden 1:1 mit 2x
SDS-Auftragspuffer versetzt, auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und nittetsmassid-arbung
Uberpriift. Die Bindung des Fusionsproteins an die Sepharose-Matrix sollte durch
unterschiedliche Triton- X-100-Konzentrationen verbessert werden. Die Spuren 4 bis 7 zeigen
den Anteil des nicht gebundenen GST-Proteins bei Triton X-100-Konzentrationen von 0,5 bis 4
% (durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet). Durch das Detergens konnte die Bindung des
Proteins an die Matrix nicht entscheidend verbessert werden.

Dem Verlust des exprimierten Proteins aufgrund der schlechten Bindung an die Sepharose
wurde dadurch begegnet, dass ein gro3erer Mal3stab fur die Aufreinigung angelegt wurde.
Abbildung 3.18A zeigt die verschiedenen Schritte der Affinitatsreinigung. Mit Hilfe dieser
Methode konnte ein relativ sauberes BPLF1-Fusionsprotein erhalten werden. Dabei stellte
sich heraus, dass neben der gesuchten Proteinbande bei ca. 100 kDa (Spur 3, blauer Pfeil)
zusatzlich kleinere Banden auftraten, wobei es sich vermutlich um Abbruchfragmente des
exprimierten Proteins handelte. Um diese kleineren Abbruchfragmente zu entfernen, wurde
der zweite Reinigungsschritt iiber diPrep-Cell-Pagé angeschlossen. Fir diese
Aufreinigung war es nicht notwendig, das Protein mittels eines speziellen Elutionspuffers
von der vorangegangenen Sepharose-Matrix abzutrennen. Die nach den letzten
Waschschritten erhaltendBeadswurden mit SDS-Auftragspuffer versetzt und fir 5 Min
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bei 95 °C aufgekocht. Dies fuhrte zu einer Elution des Proteins von der Matrix unter
denaturierenden Bedingungen. Nach einer kurzen Zentrifugation konnte der Uberstand der
Sepharose-Partikel, der nun das eluierte Protein enthielt, direkt auf das SDS-Betpler
Cell-Pagé aufgetragen werden (siehe Abbildung 3.18A, Spur 3). Das Prinzip dieses
Reinigungsverfahrens besteht darin, dass Proteine tber ein zylinderférmiges SDS-Gel der
Grole nach aufgetrennt und am Ende des Gels in einzelnen Fraktionen gesammelt werden.
Aliquots dieser Fraktionen kénnen anschlieend tber ein herkémmlickeamliSDS-

Gel uberpruft und charakterisiert werden. Die Methode bot sich besonders bei dem
BPLF1-Fragment als weitere Reinigungsstufe an, da die kleineren Abbauprodukte des
BPLF1-Proteins das SDS-Gel wesentlich schneller passieren sollten, als das grol3e BPLF1-
Proteinfragment und somit von diesem abgetrennt werden konnten. In Abbildung 3.18B,
Spuren 4 und 5, ist der Erfolg dé&rep-CeltAufreinigung ersichtlich. Das so erhaltene
Protein war nun in 1x SDS-Laufpuffer geltst. Da es lediglich fur Westernblot-Analysen
eingesetzt werden sollte, war eine Dialyse gegen Harnstoff, um das SDS zu entfernen,
nicht notig. Eine Aufkonzentrierung der einzelnen Fraktionen durch Filter-Konzentratoren
erwies sich als nicht geeignet, da dadurch das Protein zu stark degradiert wurde. Fir eine
langere Aufbewahrung und auch zur Aufkonzentrierung wurde das Protein lyophilisiert
und bei —80 °C gelagert.
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Abbildung 3.18 Aufreinigung des BPLF1-GST-Fusionsproteins mittelsGlutathion-Sepharosé 4B und
Prep-Cell-Pag®, sowie Abspaltung des GST-Fusionsanteils mit Hilfe der Thrombin-
Protease. A) CoomassieéGel zur Uberpriifung der Affinitatsreinigung mittels Glutathion-
Sepharose. Spur 1: Bakterienlysat mit I6slichem BPLF1-GST-Fusionsprotein vor der
Aufreinigung (durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet). Spur 2: Waschdurchlauf. Spur 3: Von
den SepharosBeadseluiertes GST-Fusionsprotein, das direkt in Biep-Cell-Pagé eingesetzt
werden konnte. Neben dem BPLF1-Proteinfragment (durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet)
konnten zusétzlich kleinere Abbruchfragmente detektiert werden. B) Silbergel zur Uberpriifung
der Prep-Cell-Pagé-Reinigung. Die Spuren 4 und 5 zeigen eine ca. 100 kDa groRe spezifische
Bande des BPLF1-GST-Fusionsprotein. C) Silbergel zur Uberprifung der Abspaltung des GST-
Fusionsanteils mit Hilfe einer Thrombin-Protease. Spur 6 zeigt das ca. 100 kDa grofRe
Fusionsprotein vor der Abspaltung (durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet). Eine 10 mindtige
Thrombin-Protease-Behandlung resultierte in einem prominenten ca 80 kDa-BPLF1-
Proteinfragment (Spur 7, durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet) und weiteren unspezifischen
Spaltungsprodukten. (Der abgespaltene GST-Anteil von ca. 26 kDa ist durch eine schwarzen
Pfeil gekennzeichnet).
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Das aus derPrep-Cell-Pag€ erhaltene Protein konnte nun direkt als Antigen in
Westernblot-Analysen mit verschiedenen Humanseren eingesetzt werden. Die Detektion
eines positiven Signals konnte ein erster Hinweis darauf sein, dass das verwendete Serum
Antikorper gegen BPLF1 enthielt und BPLF1 sommitvivo auch exprimiert wurde. Da es

sich bei dem exprimierten und aufgereinigten Protein allerdings um ein Fusionsprotein
handelte, musste sichergestellt werden, dass die im Serum vorhandenen Antikdrper nicht
gegen den GST-Fusionsanteil gerichtet waren. Um diese Mdglichkeit auszuschliel3en,
wurden zwei verschiedene Verfahren angewandt. Zun&chst wurden die verschiedenen
Humanseren mit einem Bakterienlysat abgesattigt, das lediglich das GST-Protein in grol3en
Mengen produzierte (d.h. induzierte TOPP3 Bakterien, die lediglich den Ausgangsvektor
PGEX2T enthielten). Antikorper, die gegen GST gerichtet waren, konnten somit in einer
Vorinkubation abgefangen werden. Um eine weitere Sicherheit zu erhalten, wurde der
GST-Anteil von dem Fusionsprotein mit Hilfe einer Thrombin-Protease abgespalten (siehe
Kapitel 2.6.3.1). Dabei mussten die Bedingungen so optimiert werden, dass von der
Protease die Schnittstelle zwischen dem GST-Fusionsanteil und dem BPLF1-
Proteinfragment genutzt wurde, nicht sekundare Schnittstellen, die sich zusatzlich
innerhalb der Proteinsequenz befanden. Inkubationszeiten von 10, 30, 60 und 120 Min
wurden ausgetestet. Das beste Ergebnis wurde bereits nach 10 Min. erreicht (siehe
Abbildung 3.18C, Spur 7). Das so erhaltene Proteine konnte nun ebenfalls in die
Westernblot-Analysen eingesetzt werden. Die Westernblot-Analysen wurden wie in
Kapitel 2.6.3.2 beschrieben durchgefihrt. Das aufgereinigte BPLF1-Proteinfragment
wurde als Antigen auf der Nitrozellulose-Membran fixiert. Als Primarantikdrper dienten
verschiedene Humanseren, die aufgrund ihrer Serologie bestimmten Krankheitsbildern
zugeordnet werden konnten.

Abbildung 3.19 zeigt stellvertretend das Ergebnis fir eine Anzahl von Westernblot-
Analysen in denen verschiedene Humanseren eingesetzt und auf das Vorhandensein von
Antikdrpern gegen BPLF1 getestet wurden. Neben dem aufgereinigten Proteinfragment
und dem GST-haltigen Bakterienlysat (zur Kontrolle der Absattigung), wurden zusatzlich
induzierte P3HR1/16-Zellen auf der Westernblot-Membran fixiert. Diese Zellen
reprasentierten das lytische Expressionsmuster des Virus und stellten eine zusatzlich
Kontrolle fir die Humanseren dar. Seren von EBV-negativen Patienten dienten als
Negativkontrolle und zeigten wie erwartet kein Signal im Bereich des aufgereinigten
Proteinfragments (Abbildung 3.19 A, Spur 3, durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet). Im
Vergleich dazu konnte sowohl in einem Pool von Seren aus NPC-Patienten (Abbildung
3.19 B, Spur 6, durch einen blauen Pfeil gekennzeichnet), als auch in Patienten mit einer
starken lytischen Vermehrung (Abbildung 3.19 B, Spur 9, durch einen blauen Pfell
gekennzeichnet) Antikérper gegen das BPLF1-Protein nachgewiesen werden. Dass diese
Signale nicht von einer unspezifischen Kreuzhybridisierung mit GST herriihren konnten,
zeigen jeweils die Spuren 2, 5 und 8 der Abbildung, die das GST-haltige Bakterienlysat
enthielten. Im Bereich des GST-Proteins (schwarzer Pfeil) konnte kein positives Signal
nachgewiesen werden. Somit war die Absattigung der Humanseren erfolgreich
durchgefuhrt worden. Die Ergebnisse wurden auch mit aufgereinigtem BPLF1-Protein
bestatigt, dem der GST-Fusionsanteil mit Hilfe einer Thrombin-Protease entfernt worden
war (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.19 Westernblot-Analysen zum Nachweis von BPLF1-spezifischen Antikdrpern in
verschiedenen humanen Patientenseremeben EBV-positiven induzierten P3HR1/16-Zellen
(Spuren 1, 4 und 7) wurde GST-haltiges Bakterienlysat (Spuren 2, 5 und 8) und aufgereinigtes
GST-BPLF1-Proteinfragment-Il (Spuren 3, 6 und 9) auf der Westernblot-Membran fixiert. Fir
die Hybridisierung wurden Seren von EBV-negativen Patienten (A), Seren von NPC-Patienten
(B) und EBV-positiven Patienten mit starker lytischer Virusvermehrung (C) eingesetzt. EBV
negative Patienten wiesen keine BPLF1-spezifischen Antikérper auf (A, Spur 3, durch einen
blauen Pfeil gekennzeichnet), in den EBV-positiven Patienten konnten jeweils BPLF1-
spezifische Antikérper nachgewiesen werden (B und C Spur 6 und 9, durch einen blauen Pfeil
gekennzeichnet). Unspezifische Kreuzhybridisierungen mit GST konnten in keinem der Ansatze
detektiert werden (A - C Spuren 2, 5 und 8, durch einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet)

Durch diese Westernblot-Analysen konnte gezeigt werden,ida$so BPLF1-spezifische
Antikorper in verschiedenen Humanseren vorhanden sind. Um eine Zuordnung zu einem
Krankheitsbild und damit das Auftreten des BPLF1-Proteins zu einem bestimmten
Zeitpunkt wéhrend der EBV-Infektion treffen zu kdonnen, wurden jeweils 5-10 Seren
definierter Krankheitsbilder auf BPLF1-spezifische Antikorper getestet. Dazu gehoérten
Blutproben EBV-negativer Patienten, Patienten mit Primarinfektion/IM, seropositiv
gesunde Patienten, seropositive Patienten mit einer Reaktivierung und NPC-Patienten.
Zusatzlich wurden Seren getestet bei denen im Immunfluoreszenztest IgA-Antikorper
gegen VCA/EA detektiert wurden und die somit Patienten mit einer starken lytischen
Vermehrung entweder aufgrund einer Erstinfektion oder einer Reaktivierung zugeordnet
werden konnten. Abbildung 3.20 zeigt die Auswertung der Westernblot-Analysen. Darin
ist die Anzahl der getesteten Seren, die BPLF1-spezifische Antikérper aufwiesen, in
Prozenten wiedergegeben. Wie erwartet konnten in keinem Serum der EBV-negativen
Patienten BPLF1-spezifische Antikérper nachgewiesen werden (Negativkontrolle, 0 %).
NPC- und IgA-positive Patienten wiesen hingegen zu 100 % Antikérper gegen BPLF1 auf.
Fur die Seren von Patienten mit IM, Reaktivierung und gesunden Personen wurden
Ergebnisse im Bereich von 10%, 50 % und 3 % erzielt. Personen mit verstarkter lytischer
Virus-Vermehrung (z.B. Primarinfektion oder Reaktivierung) wiesen dabei im Vergleich
zu seropositiv-gesunden Patienten vermehrt Antikbrper gegen BPLF1 auf. Um jedoch
eindeutige Aussagen treffen zu kdnnen, mussen weitere Blutproben Uberpruft werden.
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Abbildung 3.20 Nachweis von BPLF1-spezifischen Antikdrpern in Humanseren, die definierten EBV-
assoziierten Krankheitsbildern zugeordnet werden kdnnenDie Anzahl der getesteten Seren,
die BPLF1-spezifische Antikdrper aufwiesen, ist in Prozent angegeben.

Durch die Westernblot-Analysen konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen EBV-
positiven Humanseren Antikérper gegen BPLF1 vorhanden waren. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass aurchivo BPLF1-Protein exprimiert wird. Das Auftreten des
BPLF1-Proteins konnte jedoch nicht eindeutig einem bestimmten Zeitpunkt der EBV-
Infektion zugeordnet werden. Der Nachweis BPLF1-spezifischer Antikorper in Patienten
mit starker lytischer Vermehrung bestétigte jedoch die Ergebnisse aus den RT-PCR- und
Northernblot-Analysen. Demnach wurde BPLF1 als ein sehr spates Gen deklariert, das
maoglicherweise als Tegumentprotein in der sehr frihen und vor allem wahrend der spaten
lytischen Phase aktiv ist.

3.2.3 Nachweis des BPLF1-Proteins mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchenserums

In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen humanen
Patientenseren BPLF1-spezifische Antikorper vorhanden waren, die indirekt die Existenz
eines BPLF1-Proteins vivo bestétigten. Durch diese Westernblot-Analysen konnte zwar
das Vorhandensein des Proteins Uberprift werden, nicht aber dessen Gréf3e, Lokalisation
oder Expressionszeitpunkt ndher beschrieben werden. Um weitere Aussagen Uber das
Protein treffen zu kdnnen, wurde ein BPLF1-spezifischer Antikérper bendtigt. Da kein
kommerzieller Antikérper zur Verfigung stand, sollte durch die Immunisierung eines
Kaninchens mit bakteriell exprimiertem und aufgereinigtem BPLF1-Protein ein
polyklonales Serum mit BPLF1-spezifischen Antikorpern hergestellt werden. Fir die
Immunsierung wurde ein Bereich des BPLF1-Gens exprimiert, von dem angenommen
werden konnte, dass er sicher in dem BPLF1-Protein enthalten ist. Als besonders geeignet
erschien der Abschnitt des Gens, der in Vorversuchen durch die Synthese der cDNA als
sicherer Bestandteil der mRNA bestatigt worden war (siehe Kapitel 3.1.3).

Die Expression des Proteinanteils erfolgte wiederum als GST-Fusionsprotein in TOPP3-
Bakterien mit Hilfe des pGEX-Systems (siehe Kapitel 2.6.3). Dazu wurde zuné&chst das
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urspringliche cDNA-Fragment aus dem Cosmid cMB14 amplifiziert. Fur die
Amplifikation mit Hilfe der Power-Script-Polymeraseurden die Primer 5'rabbit und
3'rabbit verwendet (siehe Tabelle 2.2 und Kapitel 2.5.2.1). Die Oligonukleotide waren an
ihren 5°Enden mit einer BamHI-Schnittstelle versehen, so dass das resultierende PCR-
Produkt Uber diesen frame in den Vektor pGEX2T kloniert werden konnte. Durch
Sequenzierung mit Hilfe der Primer pGEX5%&quencing sfehe Tabelle 2Ywurde

neben der eigentlichen Gensequenz auch der Ubergang zwischen Vektor und Insert
uberprift, der bei einer korrekten Klonierung gewahrleistete, dass auch die Thrombin-
Schnittstelle erhalten blieb. Der resultierende Vektor pGEX2T-BPLF1/cDNA1,5m, der
nun fur ein Fusionsprotein von ca. 78 kDa kodierte (siehe Anhang A.6), konnte nach der
Transformation in den Bakterienstamm TOPP3 fiir die Proteinsynthese verwendet werden.
Die Expression des Proteins und die anschlie3enden Aufreinigungen tber den GST-Anteil
mittels Glutathion-Sepharose und die GréRenauftrennung mittejs-Cell-Pag€ wurden

wie in Kapitel 2.6.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Auch die Besonderheiten beim
Aufschluss der Bakterien mittels Ultraschall-Behandlung wurden berticksichtigt. So konnte
nach zwei Reinigungsschritten ein sehr sauberes Proteinfragment von ca. 78 kDa in
ausreichenden Mengen erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Eine Abspaltung des GST-
Fusionsanteils von dem aufgereinigten Protein Uber die Thrombin-Spaltstelle konnte leider
nicht erfolgreich durchgefuhrt werden, was vermutlich auf eine ungunstige Faltung des
Proteins zurlckzufihren ist. Somit wurde das BPLF1-Proteinfragment als GST-
Fusionsprotein in die Immunisierung eingesetzt. Die Immunisierung erfolgte wie in
Kapitel 2.6.4 beschrieben.

In Westernblot-Analysen konnte nun das polyklonale Serum auf die Anwesenheit von
BPLF1-spezifischen Antikorpern getestet werden. Dazu wurden neben dem aufgereinigten
BPLF1-Proteinfragment, das auch zur Immunisierung eingesetzt worden war
(Positivkontrolle), eine EBV-negative (DG75 nicht induziert/induziert) und eine EBV-
positive Zelllinie (P3HR1/16 nicht induziert/induziert) auf der Westernblot-Membran
fixiert. Das polyklonale Kaninchenserum wurde in einem Verhaltnis von 1:20 bis 1:50 in
die Analysen eingesetzt. Um Antikdrper abzufangen, die gegen den GST-Anteils des
Proteins gerichtet waren, wurde das Serum wiederum mit einem GST-haltigen
Bakterienlysat abgesattigt (siehe Kapitel 2.6.3.3). Abbildung 3.21 zeigt das Ergebnis der
Westernblot-Analysen. Daraus wird ersichtlich, dass die Immunisierung des Kaninchens
erfolgreich war. Das aufgereinigt BPLF1-Proteinfragment wurde durch spezifische
Antikorper detektiert (Positivkontrolle, Spur 6). Dabei konnte durch die Absattigung des
Serums gewabhrleistet werden, dass die Antikdrper gegen den Proteinanteil und nicht gegen
das GST gerichtet waren (Spur 1, keine GST-Bande detektierbar; durch einen schwarzen
Pfeil gekennzeichnet). Sowohl in der EBV-negativen Zelllinie (Spuren 2 und 3) als auch in
der EBV-positiven Zelllinie (Spuren 4 und 5) konnte jedoch kein BPLF1-spezifisches
Signal mit dem erwarteten Molekulargewicht von ca. 100 kDa detektiert werden.
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3.21 Westernblot-Analysen zum Austesten des polyklonalen BPLF1-Kaninchen Serums.
Neben der EBV-negativen Zelllinie DG75 (Spur 2 nicht induziert, Spur 3 induziert) und der
EBV-positiven Zelllinie P3HR1/16 (Spur 4 nicht induziert und Spur 5 induziert ) wurde GST-
haltiges Bakterienlysat (Spur 1) und aufgereinigtes GST-BPLF1-Proteinfragment (Spur 6,
Positivkontrolle) auf der Westernblot-Membran fixiert. Fur die Hybridisierung wurde das
polyklonale Kaninchen-Serum, das zuvor mit GST-haltigem Bakterienlysat abgesattigt worden
war, in einer Verdiinnung von 1:20 in TBS eingesetzt. Das aufgereinigte Proteinfragment konnte
durch BPLF1-spezifische Antikdrper im Serum detektiert werden (Spur 6, durch einen blauen
Pfeil gekennzeichnet). Die Absattigung gegen GST konnte erfolgreich durchgefiihrt werden
(Spur 1, kein Signal im Bereich des GST, durch einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet). Sowohl
in der EBV-negativen Zelllinie DG75 (Spuren 2 und 3) als auch in der EBV-positiven Zelllinie
P3HR1/16 (Spuren 4 und 5) wurde kein BPLF1-spezifisches Signal detektiert.
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4 Diskussion

4.1 Der Leserahmen BPLF1- ein spates Gen des Epstein-Barr-Virus

Fur das Epstein-Barr-Virus wurde bereits eine Anzahl von Genen des lytischen und
latenten Vermehrungszyklus beschrieben. Auf der doppelstrangigen Virus-DNA sind
insgesamt uber 100 Gene kodiert, die teilweise unter Verwendung unterschiedlicher
Leseraster von miteinander Uberlappenden Leserahmen in verschiedenen Orientierungen
exprimiert werden. Die Expression jedes Gens wird meist von einem spezifischen, dem
Leserahmen vorgelagerten Promotor kontrolliert, der die tblichen Erkennungsstellen fur
die eukaryotische RNA-Polymerase |l besitzt. Zusatzlich verfiigen die Promotorbereiche
Uber Bindungsstellen fir zellulare und virale Transaktivatoren, die bestimmen, zu welchem
Zeitpunkt des Infektionszyklus das entsprechende Gen aktiviert und exprimiert wird. Viele
Proteine werden von gespleil3ten mRNA-Molekiilen translatiert. Insbesondere die Proteine,
die wahrend der Latenz des Epstein-Barr-Virus synthetisiert werden, werden von mRNA-
Molekilen translatiert, die mehrfachen, sich Uber groRe Genombereiche erstreckenden
Splei3vorgange unterliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein weiteres, bislang unbekanntes Gen des Epstein-Barr-
Virus identifiziert und genauer charakterisiert werden: das Gen des offenen Leserahmens
BPLF1. Computeranalysen wiesen BPLF1 als ein sogenahefe$rameGen des Virus

aus, das auf dem eigentlichen Gegenstrang des Genoms lokalisiert ist. Mit einer Grél3e von
9450 bp handelt es sich bei BPLF1 um einen uberdurchschnittlich groRen offenen
Leserahmen. Eine Besonderheit liegt darin, dass das Gen weder durch 8ttgpr@éodons
unterbrochen wird, noch bekann@onsensuspleil3stellen aufweist (GT-AG-Regel der
Exon-Intron-Grenzen). Dies deutete zunéchst darauf hin, dass dieses Gen keine typischen
Exon-Intron-Strukturen aufweist, sondern vielmehr aus einer einzigen, riesigen
kodierenden Sequenz besteht. Bei einer Transkription des gesamten BPLF1-Gens musste
von einer mRNA mit fast 10 kbp Lange ausgegangen werden und daraus resultierend bei
einer Translation von einem Protein mit mehr als 300 kDa. Diese Beobachtungen gaben
Anlass zu der Uberlegung, ob der BPLF1-Leserahmen Uberhaupt in ein oder mehrere
Proteine Ubersetzt wird. Andererseits schien es eher unwahrscheinlich, dass ein Gen
solchen Umfangs ohne Selektion auf ein funktionelles Genprodukt nicht
Sequenzmutationen ansammeln wuirde, die dpan reading frameunterbrachen und
inaktivierten. Auch im Hinblick darauf, dass Gene solcher Grél3enordnung nicht nur bei
EBV zu finden sind, wurde von der Existenz eines BPLF1-Genproduktes ausgegangen.
Andere Herpesviren wie z.B. HSV1 oder HCMV weisen ebenso grol3e Leserahmen auf.
Dabei kodieren Gene dieser Grol3e bei den meisten Herpesviren fur Strukturproteine, die
an der Ausbildung der Nukleokapside beteiligt sind, oder als Tegumentkomponenten ihre
Funktion wahrend der sehr frihen Replikationsphase bzw. der spaten Virusreifung
tubernehmen (z.B. VP1/2 bei HSV1). Ob auch dem BPLF1-Protein méglicherweise eine
solche Funktion zukommt, wurde durch verschiedenste Computeranalysen und
Homologie-Vergleiche mit anderen herpesviralen Proteinen Uberprift. Detalllierte
Ergebnisse dieser Analysen sind in Kapitel 4.2 zusammengefasst.

Im Mittelpunkt der ersten experimentellen Untersuchungen stand der Nachweis der
transkriptionellen Aktivitat des BPLF1-Gens. Mit Hilfe von RT-PCR und Northernblot-
Analysen wurden die Ergebnisse theoretischer Computeranalysen tberprift und bestatigt.
Die Detektion eines BPLF1-spezifischen Transkripts lieferte Hinweise auf die Aktivitat
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des Gens und auf seine mdgliche Funktion. Von besonderem Interesse war hierbei, ob die
BPLF1-spezifische RNA tatsachlich in Form eines ungespleildten ca. 10 kbp groR3en,
polyadenylierten Transkripts synthetisiert wurde.

RT-PCR-Analysen bestatigten die theoretischen Hinweise auf ein BPLF1-Transkript
wahrend der spaten lytischen Vermehrungsphase von EBV.

Erste RT-PCR-Analysen sollten zeigen, ob tberhaupt eine BPLF1-spezifische RNA
transkribiert wird. Fir den RNA-Nachweis wurde ein relativ kleiner Genbereich von ca.
360 bp ausgewahlt, um zu gewahrleisten, dass nicht die Technik der RT-PCR selbst den
limitierenden Faktor fir ein positives Signal darstellte. Da nicht bekannt war, welche
Bereiche des Leserahmens tatsachlich auch in der mRNA vorhanden waren, oder
maoglicherweise Uber alternative Splei3vorgange entfernt werden, wurde nach dem
Antigenic Indexeiner Computeranalyse mit der besonders antigene Bereiche innerhalb des
BPLF1-Leserahmens identifiziert werden konnten, ein Bereich des offenen Leserahmens
ausgewahlt, der spater mit hoher Wahrscheinlichkeit im Protein enthalten sein wiurde.
Abbildung A.3 des Anhangs zeigt neben verschiedenen Sekundarstrukturen auch den
Antigenic Indexvon BPLF1. Daraus wird ersichtlich, dass besonders im Bereich der
Aminosauren 1321-2321 das Protein eine starke Antigenitat aufweist. Das in der RT-PCR
zu amplifizierende Fragment wurde deshalb innerhalb dieses Abschnittes positioniert.

Schon zu Beginn der Experimente zeigte sich, dass durch die Gro3e des Leserahmens hohe
Anforderungen an die Versuchsansétze gestellt wurden, die sich in einzelnen Bereichen
sogar als untiberwindbar herausstellten. Bei den RT-PCR-Analysen bereitete vor allem der
hohe GC-Gehalt der Gensequenz grol3e Schwierigkeiten. So mussten neben einer Anzahl
von Primern auch verschiedenste Polymerase-Systeme und spezielle Versuchsbedingungen
ausgetestet werden (z.B. die Verwendung von DMSO), um ein BPLF1-Transkript
nachweisen zu kénnen.

Durch den Einsatz von Gesamt-RNA verschiedener EBV-positiver und EBV-negativer
Zelllinien (Kontrollen) in den RT-PCR-Analysen, konnte eindeutig gezeigt werden, dass
von dem Leserahmen BPLF1 eine genspezifische RNA transkribiert wird. Die
Verwendung der unterschiedlichen Zelllinien erlaubte nicht nur den Nachweis des BPLF1-
Transkripts, sondern gleichzeitig auch eine Eingrenzung der Genaktivitat auf einen
bestimmten Zeitpunkt wahrend der Virusvermehrung. Fir die RT-PCR-Analysen wurde
Gesamt-RNA von EBV-negativen DG75-Zellen, strikt latenten EM-Zellen, Raji-Zellen
und nicht induzierten bzw. chemisch induzierten P3HR1/16-Zellen eingesetzt. Dabei
konnte ausschliel3lich in induzierten P3HR1/16-Zellen eine BPLF1-spezifische RNA
detektiert werden. In dieser Zellinie waren die Viren durch chemische Induktion zur
lytischen Vermehrung angeregt worden und durchliefen dadurch die komplette
Replikationskaskade bis zur Synthese infektioser Viruspartikel. In Bezug auf den
Vermehrungszyklus des Epstein-Barr-Virus konnte das BPLF1-Gen aufgrund dieser
Beobachtungen den spéaten Genlae( y) zugeordnet werden. Die Einschrankung auf die
spate lytische Phase der Vermehrung wurde durch die Ergebnisse mit induzierten Raji-
Zellen bestatigt. Das Virus in diesen Zellen ist aufgrund einer Deletion nicht in der Lage,
die komplette lytische Genkaskade zu durchlaufen. Lediglich die Expression der
immediate earlyund derearly-Gene wahrend der lytischen Phase ist moglich. Das Fehlen
eines Signals bei diesen induzierten Zellen deutete darauf hin, dass die Transkription des
BPLF1-Gens nicht in der sehr frihen oder frihen Phase der lytischen Replikation
stattfindet. Eine Aktivitdt des BPLF1-Gens wahrend der latenten Vermehrungsphase
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konnte durch die Uberprufung der strikt latenten lymphoblastoiden Zellinie EM
ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 4.1).

Vermehrungsphase
latente Iytische
I 11 1
DNARepli-
kation
latent immediate early| early late arale

—
LCL-EM

nichtinduz. Raji-Zellen

nicht induz. P3HR1/16-Zellen

induzierte Raji-Zellen

induzierte P3HR1/16-Zellen
BPLF1-RNA

Abbildung 4.1 Aktivitat viraler Gene in verschiedenen Zelllinien wahrend der lytischen und latenten
VermehrungsphaseDie Aktivitat der viralen Gene in den unterschiedlichen Zelllinien ist durch
rote Balken, der Nachweis der BPLF1-spezifischen RNA durch einen blauen Balken
gekennzeichnet. Die gestrichelte Linie weist darauf hin, dass durch eine chemische Induktion
niemals alle Zellen von der latenten Phase in den lytischen Zyklus tGberfuhrt werden kénnen.

Durch die RT-PCR-Analysen konnte somit nicht nur gezeigt werden, dass es zur
Transkription einer BPLF1-spezifischen RNA kommt, sondern es war bereits eine
Eingrenzung der Genaktivitat auf die spate Iytische Vermehrungsphase des Virus moglich.
Dies erschien nicht unwahrscheinlich. Denn Computeranalysen und vergleichende
Untersuchungen mit anderen herpesviralen Proteinen reihten BPLF1 in die Familie der
Tegumentproteine ein (siehe unten). Die Mehrzahl dieser Proteine zeigt eine Genaktivitat
wahrend der spaten lytischen Vermehrungsphase und sie werden deshalb als sogenannte
true late Gene eingestuft. Einen ergdnzenden Hinweis auf die Genaktivitat von BPLF1
wahrend der spaten lytischen Vermehrungsphase des Virus lieferten die Analysen des
Promotor-Bereichs des Gens. Vergleichende Studien von friihen und spaten EBV-
Promotoren (z.B. BMRF1, ein friither Promotor bzw. BCLF1, ein spater Promotor) zeigten,
dass die Regulation der spaten Promotoren ausschlieldlieh einencore-Promotor mit

einer TATA-Box erfolgt, unabhéangig vompstream-oder downstreanregulatorischen
Sequenzen (z.Bnitiator-Element) oder der Rekrutierung DNA-bindender Faktoren (z.B.
Uber EnhancerStrukturen) (Serioet al, 1998). Eine genaue Uberpriifung dieser
Promotoren zeigte aul3erdem, dass die TATA-Box an Position 4 ein Thymidin anstelle
eines Adenins tragt (TATTAAA). Von 18 spaten Promotoren wiesen 72 % diesen
Sequenzaustausch auf. Somit stellen die Promotoren der spaten Gene von EBV eine neue
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Promotor-Klasse dar, in der die Regulation, im Gegensatz zu frihen und ebenso latenten
Genen, lediglich tGber decore-Bereich reguliert wird. Auch die Architektur des BPLF1-
Promotors stimmte mit diesen Beobachtungen Uberein. Die TATA-Box ates
Promotors wies den typischen Austausch der Basen Adenin zu Thymidin auf und durch
Computeranalysen wurden keine weiteren regulatorischen Elementgpsiream-oder
downstrearrBereich detektiert. Ferner konnte keine Bindunganswirksamer
Transkriptionsfaktoren aufgedeckt werden, wie es fur Promotoren, die von der RNA-
Polymerase Il transkribiert werden, typisch ist.

Northernblot-Analysen enthullten die Besonderheit des BPLF1-Transkripts.

Bei den Northernblot-Analysen zeigte sich ein aufl3ergewohnliches Ergebnis. Wider
Erwarten konnte in der Gesamt-RNA induzierter P3HR1/16-Zellen (diese hatten sich in
den Vorversuchen mit der RT-PCR als geeignet erwiesen) nicht nur das erwartete
Vollange-Transkript von ca. 10 kbp detektiert werden, sondern zusatzlich eine
offensichtlich gespleil3te, genspezifische RNA. Trotz fehlerdensensuspleif3stellen

wurde das 9450 bp grof3e Ausgangs-Transkript in eine ca. 3 kbp groRe mRNA uberfihrt.
Dass es sich dabei auch wirklich um ein BPLF1-spezifisches Signal handelte, war in
Northernblot-Analysen mit einer sogenanntesenséSonde , also einer Sonde, welche

die gleiche Sequenz wie die mRNA tragt und deshalb nicht an diese binden kann, bestatigt
worden. Offensichtlich nutzte das Epstein-Barr-Virus fur den Reifungsprozess der BPLF1-
MRNA alternative Spleil3stellen, die sich wesentlich von den bereits beka@otesensus
Sequenzen unterschieden. Zunéachst war dieses Ergebnis etwas tberraschend. Eine genaue
Literaturrecherche offenbarte jedoch, dass auch bei einem anderen Herpesvirus dieses
Phanomen beobachtet worden war. Das Humane-Herpes-Virus 6 (HHV 6) zeigte fur sein
Gen des Leserahmens U83 ebenfalls eine alternative bzw. eine neue Spleil3variante (French
et al, 1999). Dabei entsprachen die SpleilRdonor- und —akzeptorstellen fir dieses Gen
keineswegs den bislang bekannt€onsensus$equenzen, sondern zeichneten sich aus
durch eine vdllig neue Intron-Struktur. Im Bereich der Spleiddonor- und —akzeptorstellen
war eine direkte Sequenzwiederholung der Basen TACC identifiziert worden. Die
bekannten Sequenzen deajor class intron§GT-AG®) bzw. derminor class introngAT-

AC™ wurden nicht gefunden. Dadurch konnte die SpleiRstelle fiir das U83-Gen weder der
einen, noch der anderen Klasse zugeordnet werden und stellte eine neue Fonmater

class of introns(CT-AC) dar. Warum das HHV 6 diese alternativen Spleif3stellen
verwendet, ist bislang nicht eindeutig geklart. Moéglicherweise nutzt das Virus eine
spezifische Endonuklease fiir das Spleil3en seiner US3-RNA.

Die Existenz einer gespleif3ten BPLF1-RNA schien aufgrund dieser Beobachtungen nicht
mehr ungewohnlich. Um Aussagen treffen zu kénnen auf welche Art und Weise nun die
Prozessierung des BPLF1-Transkriptes erfolgte, stand fortan vor allem die
Charakterisierung der ca. 3 kbp gro3en BPLF1-mRNA und die Identifikation mdglicher
Splei3stellen im Vordergrund. In verschiedenen Versuchsanséatzen wurden dazu weitere
Aussagen getroffen. Mit Hilfe von Northernblot-Analysen und der Synthese einer cDNA
konnte der Bereich der BPLF1-RNA, der an dem prozessierten Transkript beteiligt war,
weiter eingegrenzt werden.

® AGM"GURAGU fiir die SpleiRdonorstelle und YAGiir die SpleiRakzeptorstelle
9r"AUAUCUU fiir die SpleiRdonorstelle und YCAGiir die SpleiRakzeptorstelle; Y = Pyrimidin; R = Purin; ~ = SpleiRstelle
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Charakterisierung der BPLF1-mRNA durch Northernblot-Analysen mit genspezifischen
Sonden.

Der starke GrolRenunterschied zwischen dem Vollangetranskript (9450 kbp) und der
gespleiRten BPLF1-mRNA (ca. 3 kbp) gab Anlass zu der Uberlegung, welche Bereiche der
Ausgangs-RNA bei dem Reifungsprozess erhalten blieben bzw. welche Anteile entfernt
wurden. In Northernblot-Analysen konnten dazu BPLF1-spezifische Sbhdemesetzt
werden, die so kreiert waren, dass sie das gesamte BPLF1-Gen in weiten Bereichen
uberspannten. Abbildung 4.2 zeigt einen schematischen Uberblick tber die verwendeten
Sonden und die Ergebnisse aus den RT-PCR und Northernblot-Analysen.

Fur parallele Expressions-Experimente war das BPLF1-Gen aufgrunéindigenic Index

in funf Uberlappende Fragmente unterteilt worden (BPLF1-1 bis BPLF1-V). Die
Northernblot-Sonden BPLF1-1, -Il und IV entsprachen den jeweiligen Bereichen des
BPLF1-Gens; die Sonde BPLF1-3ahtisensevar innerhalb des Fragments Il lokalisiert

und stimmte mit dem Bereich des Gens Uberein, der auch in der RT-PCR amplifiziert
worden war. Uberraschenderweise zeigten die Sonden BPLF1-l, -Il und —IV keinerlei
positive Signale. Im Vergleich dazu wurde mit der Sonde BPLF1-86tisense die
innerhalb des Fragments Il lokalisiert war, eine BPLF1-spezifische Bande nachgewiesen.
Ein fehlendes Signal mit den Sonden BPLF1-I, -1l und —IV konnte verschiedene Ursachen
haben. Entweder waren diese Sonden nicht fur die Northernblot-Analysen geeignet, oder
die Genbereiche, die diese Sonden detektierten, waren nicht in der BPLF1-mRNA
enthalten. Insgesamt wurde ein RNA von ca. 3 kbp erwartet. Durch die Sonde BPLF1-
antisensewurde ein Genbereich von 361 bp abgedeckt. Die restlichen ca. 2600 bp der
BPLF1-mRNA konnten auf verschiedenste Art und Weise auf der urspriinglichen DNA
verteilt sein. Dabei konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Exon-Bereiche der
MRNA so kurze Sequenzabfolgen beinhalteten und weit Giber das Gen verteilt waren, dass
sie von den Northernblot-Sonden nicht erkannt werden konnten. Auch eine Optimierung
der Sonden und der Versuchsbedingungen fiihrte zu keinen positiven Signalen. Daher war
es sehr wahrscheinlich, dass die Bereiche, die von den Sonden BPLF1-Il, -ll und -IV
uberspannt wurden, nicht in der BPLF1-mRNA enthalten waren. Letztendlich konnten
durch die Northernblot-Analysen keine weiteren Bereich der BPLF1-mRNA identifiziert
werden. Die Ergebnisse aus der RT-PCR wurden aber eindeutig verifiziert.

Die Frage, ob es sich bei dem detektierten BPLF1-Bereich Uberhaupt um eine mRNA
handelte, wurde durch Northernblot-Analysen mit aufgereinigter poly-A-mRNA aus
induzierten P3HR1/16-Zellen bestatigt. Auch hier zeigte sich mit der Sonde BPLF1-361
antisenseein positives Signal. Dadurch konnte bestatigt werden, dass es sich bei der
detektierten RNA um eine BPLF1-spezifische mRNA handelte, die am 3'-Ende
polyadenyliert ist. Durch Computeranalysen war bereits zu Beginn ein poly-A-Signal am
3'-Ende der Gensequenz identifiziert worden. Diese Ergebnisse zeigten, dass die BPLF1-
RNA gespleild3t und poly-adenyliert und mit groRer Wahrscheinlichkeit auch translatiert
wird.

1 Sonden: BPLF1-1, -1l, -36&ntisense-1V
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Abbildung 4.2 Schematische Ubersicht, iiber die Bereiche der BPLF1-mRNA, die mit Hilfe von
Northernblot-Analysen, RT-PCR und cDNA-Synthese innerhalb der BPLF1-
Gesamtsequenz identifiziert wurdenMit Hilfe des Antigenic Indexvurde das BPLF1-Gen in
funf Uberlappende Fragmente (I-V) aufgeteilt. Durch verschiedenste Versuchsanséatze wurde die
BPLF1-mRNA im Bereich des sehr antigenen Fragments Il lokalisiert. RT-PCR und
Northernblot-Analysen mit der Sonde BPLF1-3&itisensedetektierten Ubereinstimmend einen
Bereich von ca. 361 bp der mRNA. Durch die Synthese einer cDNA konnte dieser Bereich in 5°-
Richtung des Gens um ca. 1200 bp erweitert werden.

Charakterisierung der BPLF1-mRNA durch Synthese einer genspezifischen cDNA.

In der RT-PCR-Analyse wurde spezifisch ein begrenzter 361 bp grof3er Anteil der BPLF1-
MRNA gezeigt. Die Northernblot-Analysen lieferten den Hinweis auf eine ca. 3 kbp grof3e
RNA im gleichen Bereich innerhalb der BPLF1-Gensequenz. Wie das urspriingliche
BPLF1-Vollangetranskript allerdings gespleil3t wurde und welche Anteile des Gens in der
resultierenden mRNA enthalten waren, konnte dadurch nicht gezeigt werden. Die Synthese
einer cDNA sollte dariber mehr Aufschluss geben. Ausgehend von der Mitte des Gens
wurde dazu mit einem Gen-spezifischen Primer (3'RT, dabei handelt es sich um das
gleiche Oligonukleotid wie in der RT-PCR-Reaktion) eine modifizierte RACE-Reaktion
durchgefiihrt und dadurch insgesamt 1550 Basenpaare der BPLF1-mRNA in Richtung 5°-
Ende des Gens identifiziert (siehe Abbildung 4.2). Der Einsatz von poly-A-aufgereinigter
RNA in der cDNA-Synthese-Reaktion gewdahrleistete, dass es sich bei dem amplifizierten
Transkript tatsachlich um prozessierte mMRNA handelte. Das Ende des cDNA-Fragments
lag an Position 66097 der EBV-Gesamtsequenz. Dabei brach das TramsKrgohe mit

dem offenen Leserahmen ab. Das abrupte Ende des amplifizierten Transkripts wurde mit
hoher Wahrscheinlichkeit durch einen Abbruch der RT-PCR infolge des hohen GC-
Gehaltes der Sequenz hervorgerufen. Innerhalb des amplifizierten cDNA-Fragments
wurden keine Splei3ereignisse gefunden. Es handelte sich um ein durchgehendes
Transkript, das ausgehend von dem genspezifischen Primer bis hin zur Abbruchstelle keine
Sequenzverluste aufzeigte.
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Um die BPLF1-mRNA weiter einzugrenzen, wurden ausgehend von dem bekannten Gen-
Abschnitt weitere RT-PCR-Reaktionen durchgefuhrt. In diesen Reaktionen wurden
verschiedenste Primer-Konstellationen getestet, die sowohl in Richtung 5-Ende als auch
in Richtung 3'-Ende der mRNA gerichtet und auf der restlichen Gensequenz verteilt
waren. Mit Hilfe dieser RT-PCR-Reaktionen konnten weitere Bereiche des BPLF1-
Leserahmens ausgeschlossen werden, die nicht an der Gen-spezifischen mRNA beteiligt
sind.

Uberprufung der SpleiBvorgange in eukaryotischen Cos7-Zellen.

Die Ergebnisse aus der cDNA-Synthese zeigten, welche Bereiche des BPLF1-Gens
mitunter an der mRNA beteiligt waren. Um die RNA weiter charakterisieren und auch
maogliche SpleilRvorgange in eukaryotischen Zellen beobachten zu kdnnen, sollte das
BPLF1-Gen in EBV-negativen Zellen voriibergehend Uuberexprimiert und somit
ausreichend mRNA flr weitere Analysen produziert werden. Fur diesen experimentellen
Ansatz wurde der gesamte Leserahmen des BPLF1-Gens in den eukaryotischen
Expressionsvektor pCDNA3 unter die Kontrolle des CMV-Promotors kloniert und in
Cos7-Zellen transfiziert.

Durch Northernblot-Analysen wurde die Transkription des Leserahmens in den
eukaryotischen Cos7-Zellen, ausgehend von dem transfizierten Expressionsplasmid,
Uberpruft. Dabei konnte ein BPLF1-spezifischer RNA-,Schmier” detektiert werden, dessen
Menge durch die Induktion des Plasmid-kodierten CMV-Promotors stark erhdht werden
konnte. Diese RNA-Population deutete darauf hin, dass von dem eingeftihrten Plasmid
zwar eine BPLF1-spezifische RNA transkribiert wurde, die aber nicht der erwarteten RNA
von 9,4 kbp bzw. ca. 3 kbp entsprach. Fir das Auftreten der verkirzten Transkripte kamen
verschiedene Ursachen in Frage. Zum einen bestand die Mdglichkeit, dass keine
vollstandige Transkription der RNA von dem eingefihrten Plasmid erfolgte.
Mdglicherweise sind fir eine exakte Abschrift des BPLF-1-Geris-wirksame
Sequenzmotive oder itmnanswirkende EBV-spezifische Faktoren notwendig. Ein weiterer
Grund konnte in einer Instabilitdt und Degradierung der BPLF1-RNA liegen. Virus-
spezifische, eventuell stabilisierende Faktoren sind in den EBV-negativen Cos7-Zellen
nicht vorhanden und filhren so unter Umstanden zu einem sofortigen Abbau der neu
synthetisierten RNA. Auch ein unsachgemalles SpleiRen konnte eine Ursache fir die
unerwartete Lange der BPLF1-Transkripte sein. Unter Umstanden sind fiir das Spleil3en
der BPLF1-RNA viruseigene Endonukleasen notwendig, die spezifisch alternative
Splei3stellen in der RNA erkennen kénnen. Am wahrscheinlichsten erscheint jedoch eine
unvollstandige Transkription der RNA, da auch in poly-A aufgereinigter RNA keine
BPLF1-spezifischen Signale detektiert werden konnten.
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4.2 Das BPLF1-Protein — eine Tegumentkomponente

Die Erkenntnis, dass es sich bei BPLF1 um ein aktives Gen des Epstein-Barr-Virus
handelte, war die Voraussetzung fir weitere Untersuchungen zum Nachweis und zur
Charakterisierung des BPLF1-Proteins. Der Nachweis eines gespleildten Transkripts
wahrend der spaten lytischen Virusvermehrung deutete darauf hin, dass von dem
Leserahmen auch ein funktionstiichtiges Protein exprimiert wird. Ahnlich wie bei der
Untersuchung des BPLF1-Gens, wurden zunachst Computeranalysen durchgefuhrt, um
wichtige Eigenschaften des Proteins aufzudecken. Verschiedene Anzeichen fuhrten zu der
Annahme, dass es sich bei dem BPLF1-Protein um ein Strukturprotein bzw. ein
Tegumentprotein handeln kénnte. In d8wiss-ProtDatenbank wurde BPLF1 in eine
Reihe unterschiedlicher herpesviraler Tegumentproteine eingeordnet. Dazu z&hlten unter
anderem die bereits bekannten Leserahmen UL36 (VP1/2) von HSV1, UL48 von HCMV
oder ORF24 von EHV1. Ein anderer Literaturhinweis (Roizman und Sears, 1996) deutete
auf eine Homologie zwischen dem BPLF1-Protein und dem Transaktivator VP16 von
HSV1. Bei VP16 handelt es sich um ein weiteres Tegumentprotein des Herpes-Simplex-
Virus 1, das sowohl in seinen funktionellen Doménen als auch in seiner Wirkungsweise
eingehend untersucht ist:

Durch die Fusion der Virus-Hullmembran mit der Zellmembran wird das VP16-Protein bei
der Infektion zusammen mit anderen Tegumentbestandteilen in das Zytoplasma der
Wirtszelle entlassen. Nach dem Import in den Kern Ubt VP16 seine Funktion als
Transaktivator fur die sehr frihen Gene des Virus aus. Dabei erfolgt die Initiation der
immediate-early{Gene von HSV1, indem VP16 mit zwei zellularen Faktoren, test cell

factor (HCF) und dem Oct-1-Bindeprotein, einen Multiproteinkomplex ausbildet, der an
definierte Promotorsequenzen in den sehr frihen Genen bindet. An der Ausbildung des
Multiproteinkomplexes und damit der Bindung an die DNA ist ausschlieRlich die
aminoterminale VI¢-Doméane (AS 49-75 und AS 360-390) beteiligt. Die saure
carboxyterminale Doméne (AS 410 —490) hingegen Ubernimmt die Aktivierung der sehr
frihen Gene (Cress und Triezenberg, 1991). Damit VP16 seine transaktivierende Funktion
ausfuhren kann, muss der Multiproteinkomplex eipeoximal promotor position
einnehmen, d.h. eine Position in relativ enger raumlicher Ndhe zum Promotor. Dies ist
erforderlich, um eine optimale Interaktion der sauren Aktivierungsdoméane von VP16 mit
den Transkriptionsfaktoren, die fur die Ausbildung des Prainitiationskomplexes bei der
Transkription verantwortlich sind (besonders TFIID, TFIIB, TFIIA), zu gewahrleisten.
Durch diese Bindung kann innerhalb des Multiproteinkomplexes eine
Konformationsanderung des VP16 Proteins erfolgen, die ihm die Interaktion mit den
ubrigen Transkriptionsfaktoren erlaubt. Die Bindung des Komplexes an distal
enhancer position ermdglicht diese Konformationsanderung und damit eine
Transaktivierung der Gene nicht. Die Funktion dieser positionsabhangigen Aktivierung
konnte darin bestehen, dass durch die rdumliche N&he zum Promotor eine absolut
spezifische Genaktivierung im eng gepackten HSV-Genom ermdglicht wird. Aber VP16
spielt nicht nur eine wichtige Rolle als Transaktivator, sondern ist auch unbedingt
erforderlich flr eine korrekte Virusreifung. In der spaten Phase des Iytischen
Replikationszyklus bindet VP16 an dafsProtein girion host shutolf des Herpes-
Simplex-Virus 1. Die Aufgabe dieses Proteins besteht normalerweise darin, den Abbau der
zellularen und viralen mRNA zu beschleunigen (Kwomg al, 1988). Spat im

2y/IC: VP16 induced complex
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Infektionszyklus wird es in der Zelle angehauft und durch die Bindung an VP16 in das
Virion-Tegument verpackt. Diese Bindung fuihrt auerdem dazu, dass VP16 keinen
Multiproteinkomplex mehr ausbilden kann und die Transaktivierung der sehr frihen Gene
unterbleibt (Smiberét al., 1994).

Fur den Homologie-Vergleich des EB-viralen Proteins BPLF1 mit VP16 wurden eine
Reihe von Datenbankanalysen durchgefuhrt. Dabei konnte die in der Literatur
vorausgesagte Homologie von 30 % zwischen den beiden Proteinen nur bedingt bestatigt
werden. Beide Molekile wiesen starke Grol3enunterschiede (BPLF1 3149 AS, VP16 490
AS) auf und zeigten jeweils nur Uber sehr kurze Bereiche eine gute Homologie zueinander.
Dabei wurde jedoch deutlich, dass alle funktionell wichtigen Domé&nen des VP16-Proteins
auch in der Sequenz von BPLF1 enthalten waren. Fir kurze Folgen von 5 bis 28
Aminosauren konnten Homologien von mehr als 80% detektiert werden (siehe Abbildung
Abbildung 3.13). Die Orientierung bzw. die Anordnung der homologen Sequenzen im
BPLF1-Protein war dabei jedoch genau entgegengesetzt zu der von VP16, d.h. die
Domaénen fir die Ausbildung des Multiproteinkomplexes waren nicht im aminoterminalen,
sondern im carboxyterminalen Bereich lokalisiert. Inwieweit diese guten
Sequenzibereinstimmungen auch fir die Funktion des BPLF1-Proteins eine Rolle spielen,
kann zum jetzigen Zeitpunkt und alleine durch die Computeranalysen nicht beurteilt
werden. Hierzu miussen experimentelle Nachweise getroffen werden. Neben den bereits
erwahnten Tegumentproteinen konnte eine weitere Aminosaure-Sequenz aufgezeigt
werden, die gute Ubereinstimmungen zu BPLF1 aufwies. Der sehr groRe Leserahmen
ORF22 des Varizella-Zoster-Virus (8289 bp) offenbarte eine 40 %ige Homologie zu
BPLFL1 tber den gesamten Bereich. Auch dieses Protein wurde im Rahm®8widsfProt
Datenbank-Analyse in die Reihe der Tegumentproteine eingeordnet. Da es sich jedoch
auch bei diesem Protein um ein bislang nicht charakterisiertes Gen des Varizella-Zoster-
Virus handelte, waren hinsichtlich der Funktion von BPLF1 keine weiteren Aussagen
maglich.

Durch die Homologie-Vergleiche konnten keine weiteren Erkenntnisse beztiglich der
Funktion von BPLF1 gewonnen werden, protein-spezifische Kennzeichen bestarkten
jedoch die Vermutung, dass es sich bei BPLF1 um ein Strukturprotein handelt, das
maoglicherweise in das Tegument des Virus verpackt wird. Die Computer-Analysen
deckten auf, dass das relativ instabile und moglicherweise phosphorylierte BPLF1-Protein
im Zellkern lokalisiert ist. Verschiedenste Kernlokalisations-Signale deuteten darauf hin,
dass das Protein als moglicher Tegumentbestandteil unmittelbar nach der Infektion der
Wirtszelle durch das Virus in den Zellkern derselbigen geschleust werden und dort eine
transaktivierende Funktion auf die sehr frihen Gene ausiben kénnte. Auch fir den
Transaktivator VP16 wurde eine solche Vorgehensweise beschrieben. Ein weiterer
Hinweis auf die Funktion als Tegumentkomponente lieferte das Expressionsmuster des
BPLF1-Gens. Durch eine Aktivitat wahrend der spaten lytischen Vermehrungsphase des
Virus konnte das neusynthetisierte BPLF1-Protein mdglicherweise direkt am
Virusassembly beteiligt sein und anschlieBend als Tegumentprotein in das fertige
Viruspartikel verpackt werden. Wie bereits erwahnt handelt es sich bei den meisten
Tegumentproteinen um sogenanitige late Gene, die selbst erst sehr spat wahrend der
Virusvermehrung synthetisiert werden.

Auffallig bei der Analyse der Primarstruktur des BPLF1-Proteins erschien eine Prolin-
reiche Region im Bereich der Aminosauren 452 bis 606, d.h. relativ nahe am
Aminoterminus des Proteins. Durch seine Ringstruktur tibt Prolin generell einen deutlichen
Einfluss auf die Architektur von Proteinen aus. Prolin scheut den Kontakt mit Wasser nicht
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und ist haufig in Knicken gefalteter Proteinketten zu finden. Eine genaue Funktion far
diese Prolin-reiche Region ist jedoch nicht bekannt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das BPLF1-Protein aufgrund seiner Grof3e, seines
Expressionsmusters und auch im Vergleich mit anderen herpesviralen Tegumentproteinen
durchaus der Familie der Strukturproteine zugeordnet werden kann.

Humanseren zeigten BPLF1-spezifische Antikbrper und lieferten einen Hinweis auf das
BPLF1-Protein.

Im Anschluss an die Computer-Analysen stand nun der experimentelle Nachweis des
BPLF1-Proteins im Vordergrund. Da zu Beginn der Untersuchungen kein BPLF1-
spezifischer Antikdrper zur Verfigung stand, wurde zunéchst ein indirekter Nachweis des
Proteins angestrebt. Bakteriell exprimiertes BPLF1-Protein wurde dazu als Antigen in
Westernblot-Analysen eingesetzt und mit humanen Patientenseren als Priméarantikorper
Uberpruft. Die Detektion eines positiven Signals konnte einen Hinweis darauf geben, dass
Antikorper gegen das Protein in verschiedenen Patienten vorhanden waren und dass
BPLF1in vivo exprimiert wird.

Fur die Westernblot-Analysen musste zunéchst aufgereinigtes BPLF1-Protein zur
Verfuigung stehen. Ahnlich wie bei den Untersuchungen der RNA stellte jedoch auch hier
die GroRRe des Proteins einen limitierenden Faktor dar. Urspringlich musste von einem
Protein mit mehr als 300 kDa ausgegangen werden. Dieses konnte in Bakterien nicht in
seiner Gesamtheit exprimiert werden. Deshalb wurde das hypothetische Molekul in 5
Uberlappende Fragmente aufgeteilt, die eine maximale Gr6Re von 100 kDa aufwiesen
(siehe Abbildung 4.2). Die Auswahl wurde mit Hilfe dastigenic Indexgetroffen, um zu
vermeiden, dass hypothetisch antigene Doméanen durch die Wahl der Fragmentgrenzen
zerstort wurden. In Vorversuchen wurden die fiinf Fragmente in unterschiedlichen
Expressionssystemen getestet. Letztendlich konnte das Fragment BPLF1-ll sehr gut als
GST-Fusionsprotein exprimiert und aufgereinigt, sowie anschlie3end erfolgreich als
Antigen in Westernblot-Analysen eingesetzt werden.

Die verschiedenen Humanseren, die als Priméarantikdrper in den Westernblot-Analysen
dienten, wurden eingehend auf ihren Virus-Status sowie EBV-spezifische Antikorper
uberprift. Zur Diagnose von EBV-Infektionen und EBV-assoziierten Erkrankungen steht
generell eine umfangreiche EBV-Serolgie mittels ELISA (Enzym-Immunoassay) und
Immunfluoreszenztest (IFT) zur Verfigung (siehe Abbildung 4.3 und Tabelle 4.1). Da
verschiedene Antikdrper zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion festzustellen sind,
ist mit einer Serumprobe und der Untersuchung mehrerer EBV-spezifischer Antikérper
meist schon eine differenzierte Beurteilung moglich. Zur Bestatigung einer EBV-Infektion
werden dabei die Antikdrpertiter gegen die EBV-Antigenklassen Edarly-antigert-
Komplex), gegen die Kapsidantigene VCWir(s capsid antigeflate) und gegen nukleare
Antigene (EBNA, latent), insbesondere EBNA-1 der Immunglobulintypen IgG, IgM und
IgA bestimmt. Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick tiber die Zuteilung der Antikérper zu den
Krankheitsbildern. Die Tabelle zeigt auch, dass die alleinige Bestimmung eines einzelnen
Antikorpers im IFT (oder Elisa) nicht ausreichend ist. Nur die Kombination verschiedener
Antikorperbestimmungen ergibt ein typisches Muster, welches die differenzierte
Beurteilung ermdglicht.
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Tabelle 4.1 Serologische Profile von EBV-assoziierten Erkrankungen. (Ergebnisse aus dem IFT)

Antikorper Laufende Kirzlich Seropositiv Seropositiv. Burkitt's-  Nasopharynx-
gegen Priméarinfektion, durchgemachte gesund Reaktivierung Lymphom Karzinom
Antigen IM Priméarinfektion (NPC)
IgM VCA  + - - - - -
IgG VCA ++ ++ + +++ ++ ++
IgA VCA +/- - - +/- - ++
IgG EA + + - +/- - ++
lgA EA - - - . . -+
Anti-EBNA - +/- + + + +

Titer

A
1:640

VCA-IgG

1:380

1:160 |
VCAIgM  —e

——
S~

1:80 4 S e,

/7 VCAIgA ™.
s .
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RN EBNA-IgG

1:40 |
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Abbildung 4.3 Verlauf der Antikérperbildung bei einer Epstein-Barr-Virus-Infektion. Angegeben sind
die Antikdrper der Klassen IgM, 1gG und IgA, die man zu den verschiedenen Zeiten im Verlauf
einer Priméarinfektion mit dem Epstein-Barr-Virus durch den Immunfluoreszenztest nachweisen
kann (EA=early antigen friihe Virusproteine; EBNA=Epstein-Barr virus nuclear antigen
VCA-= virus capsid antigenStrukturproteine)

Zum Zeitpunkt der Symptome der Primarinfektion sind IgM-, IgG- und IgA-Antikérper
gegen das VCA-Antigen in der Regel nachweisbar. Im Gegensatz zu den IgG-Antikérpern
verschwinden die IgM-Antikorper zumeist 4-5 Wochen nach Auftreten der klinischen
Symptomatik und ihr Nachweis gilt als nahezu beweisend fur eine frische EBV-Infektion.
IgG gegen die Strukturproteine (VCA) hingegen bleibt lebenslang vorhanden. Hohe Titer
oder ein Titeranstieg von anti-VCA IgG werden auch beim NPC oder BL gesehen. IgG-
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Antikorper gegen EA treten zum Zeitpunkt der Symptomatik oder 2-3 Wochen danach auf.
Sie bleiben insgesamt Uber einen Zeitraum von 6 - 12 Monaten, selten 2 - 4 Jahren
nachweisbar. Das Vorhandensein von Anti-EA-Antikdrpern spricht also fir eine frische
oder vor kurzem stattgefundene EBV-Infektion. Als weiterer wichtiger Parameter in der
Frihphase der IM und beim NPC gilt der Nachweis von Anti-VCA-IgA und Anti-EA-IgA

in hohen Titern. In Stdchina wird dieser Nachweis fiur die Frihdiagnose von NPC
eingesetzt, in der westlichen Welt dient er zur Therapiekontrolle und als
Verlaufsparameter, wobei der Wiederanstieg des Titers das Rezidiv anzeigt. Nie im frih-
akuten Stadium werden Anti-EBNA-1-1gG-Antikorper gefunden. Diese lassen sich erst
nach Wochen oder Monaten nachweisen und erreichen ihr Maximum nach etwa einem
halben Jahr. Sie bleiben lebenslang nachweisbar und schliel3en eine frische Infektion
weitgehend aus. Sie sind ein diagnostisches Anzeichen fir eine abgelaufene Epstein-Barr-
Virus-Infektion. Bei Patienten mit einer chronisch-aktiven Epstein-Barr-Virus-Infektion
fehlen sie meist. Das weist darauf hin, dass das Virus bei diesen Personen nicht oder nur in
geringem Ausmal in den latenten Zyklus tUbergeht und EBNA-Proteine deswegen nur in
niedrigen Konzentrationen synthetisiert werden. EBV-negative Patienten weisen keinerlei
Antikorper gegen die EBV-spezifischen Antigene auf.

Fur den Nachweis BPLF1-spezifischer Antikbrper wurden Seren EBV-negativer Personen,
Seren von Patienten mit Primarinfektion bzw. Infektioser Mononukleose, seropositiver
Gesunder, NPC-Patienten und von Personen mit einer Reaktivierung bzw. hohen Titern an
IgA gegen VCA/EA verwendet. In einigen Patientenseren konnte das Vorhandensein
BPLF1-spezifischer Antikérper gezeigt werden. Besonders aufféllig erschien, dass in erster
Linie Patienten mit starker Vermehrung des Virus Antikorper gegen das BPLF1-Protein
aufwiesen. Dabei zeigten in 100 % der Falle die Seren positive Signale, die von Patienten
mit NPC oder hohen Titern an IgA-Antikorper gegen VCA bzw. EA stammten. Personen
mit starker Vermehrung aufgrund einer Primarinfektion (Infektioser Mononukleose) oder
einer Reaktivierung wiesen in 10 % bzw. 30 % der Falle BPLF1-spezifische Antikorper
auf. EBV-negative Personen zeigten keine und Seropositiv-Gesunde lediglich in 3 % der
untersuchten Falle positive Signale. Diese Beobachtungen bestérkten die Ergebnisse aus
den RT-PCR und Northernblot-Analysen. Offensichtlich steht die Aktivitat des BPLF1-
Gens und damit die Expression des BPLF1-Proteins in Zusammenhang mit einer starken
systemischen Vermehrung des Virus. Eine eindeutige Eingrenzung auf bestimmte
Patientengruppen ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht moéglich und erfordert umfangreiche
Untersuchungen weiterer Humanseren. Besonders auffallig erschien jedoch die Présenz
BPLF1-spezifischer Antikorper in Tumorpatienten und in Personen mit hohen Titern an
IgA-Antikdrpern gegen VCA/EA. Inwieweit der Nachweis des BPLF1-Proteins in Zukunft
als ein weiterer Parameter fir die EBV-Diagnostik eingesetzt werden kann, ist momentan
noch nicht untersucht. Die Existenz des BPLF1-Prot&ingvo wurde jedoch durch diese
Versuche eindeutig geklart.

Der Nachweis des BPLF1-Proteins mit Hilfe von spezifischen Antikorpern.

Die Existenz des BPLF1-Genprodukts war eindeutig gezeigt. Aussagen beziiglich GroR3e,
Lokalisation, Expressionszeitpunkt oder Zellspezifitat konnten dadurch jedoch nicht
getroffen werden. Somit wurde in einem nachsten Schritt der Nachweis des BPLF1-
Proteins selbst angestrebt. Mit Hilfe von Westernblot-Analysen und einem BPLF1-
spezifischen Antikdrper sollte das Protein selbst identifiziert und genauer charakterisiert
werden. Da fir die Detektion kein kommerzieller BPLF1-spezifischer Antikdrper zur
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Verfigung stand, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein polyklonales Kaninchen-Serum
(=Antiserum) hergestellt, das Antikérper gegen einen bestimmten Anteil des BPLF1-
Proteins enthielt. Fur die Immunisierung des Kaninchens wurde bakteriell exprimiertes und
aufgereinigtes BPLF1-GST-Fusionsprotein eingesetzt. Da jedoch wiederum nicht das
gesamte BPLF1-Protein synthetisiert werden konnte, wurde ein Bereich des Gens
ausgewahlt, von dem man ausgehen konnte, dass er mit hoher Wahrscheinlichkeit im
Protein enthalten ist. Am besten geeignet erschien der Anteil der Sequenz, der bereits in
der cDNA identifiziert worden war. Somit konnte man davon ausgehen, dass dieser
Bereich in der mRNA enthalten war und exprimiert wurde. Die Immunisierung des
Kaninchens wurde erfolgreich durchgefiihrt. Dies konnte durch den Nachweis des
ursprunglich exprimierten BPLF1-Proteinfragments in Westernblot-Analysen gezeigt
werden. Die Spezifitat des Serums fur den Proteinanteil wurde durch die Abséttigung des
Kaninchen-Serums mit GST-haltigem Bakterienlysat tGberprift. Urspringlich wurde von
einem Protein von mehr als 300 kDa ausgegangen. Die Ergebnisse aus den Northernblot-
Analysen liel3en jedoch nur ein Protein von ca. 100 kDa erwarten. Fur den Nachweis des
Proteins wurden EBV-negative Zellen (Negativkontrolle), induzierte P3HR1/16-Zellen (in
diesen wurde die RNA in der spaten lytischen Phase detektiert) und aufgereinigte
Viruspartikel des Virus-Stamm B95-8 eingesetzt. Der Nachweis des BPLF1-Proteins
konnte leider nicht erfolgreich durchgefihrt werden. Sowohl in den induzierten Zellen als
auch in den aufgereinigten Viruspartikeln wurde kein spezifisches Protein detektiert. Dies
konnte auf verschiedene Ursachen zurlckzufiihren sein. Ein Grund konnte in der Menge
des produzierten Proteins liegen. Es ist moéglich, dass durch die Induktion der EBV-
positiven Zellinie P3HR1/16 nicht ausreichend Protein synthetisiert wurde, um dieses auch
in Westernblot-Analysen detektieren zu kénnen. Aus diesem Grund wurde der Nachweis in
Viruspartikeln angestrebt, der jedoch auch negativ verlief. Als weiterer moglicher Grund
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der BPLF1-Proteinanteil, der fir die
Immunisierung verwendet wurde, zwar immunogen war, vivo im Kontext des
vollstdndigen Proteins aber nicht von Bedeutung ist. Méglicherweise wurden BPLF1-
spezifische Antikdrper synthetisiert, die das bakteriell exprimierte BPLF1-Protein
hervorragend detektierteim vivo aber kein BPLF1-Protein-Epitop erkannten.

Aufklarung der Funktion des BPLF1-Proteins durch Herstellung eines rekombinanten
EBV.

Parallel zur Aufklarung des Proteins und seiner Eigenschaften, wurden auch
Vorbereitungen getroffen, die Funktion des BPLF1-Proteins zu zeigen. Zu diesem Zweck
sollte ein rekombinantes EBV hergestellt werden, in dem das BPLF1-Gen komplett bzw.
teilweise eliminiert wurde. Abbildung 4.4 zeigt schematisch einen Uberblick, welche
Bereiche des BPLF1-Gens entfernt werden sollten. Dabei musste bedacht werden, dass auf
beiden Strdngen des EBV-Genoms Gene kodiert sind. Die Entfernung des gesamten
BPLF1-Gens hatte somit zur Folge, dass auch Bereiche des EBNA-Gens entfernt wirden.
Um keine essentiell wichtigen Sequenzen zu zerstéren, wurden in verschiedenen Ansatzen
Teilbereiche von BPLF1-entfernt.
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Abbildung 4.4 Schematische Ubersicht iiber die Bereiche des BPLF1-Gens die in einem rekombinanten
EBV eliminiert werden sollten. Auf dem doppelstrangigen DNA-Genom des Epstein-Barr-
Virus sind die Gene in beiden Orientierungen kodiert. Auf dem Gegenstrang zu dem Leserahmen
BPLF1 ist das EBNA-Gen lokalisiert. Um keine wichtigen Exon-Strukturen dieses Gens zu
zerstoren, sollten fur das rekombinante EBV in mehreren Anséatzen verschiedene Teilbereiche
und zur Aufklarung der Funktion auch das gesamte BPLF1-Gen eliminiert werden (blau
gekennzeichnet).

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 durch diese Methode keine Gene
untersucht werden, die an der Immortalisierung von B-Zellen beteiligt sind. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte die Herstellung rekombinanter Epstein-Barr-Viren nach einem von Dr.
H.-J. Delecluse (Delecluset al., 1998) modifizierten System der Methode von Messerle
(Messerle et al, 1997) durchgefiihrt werden. Diese Methode bietet gegeniuber der
traditionellen Methode den Vorteil, dass prinzipiell jede denkbare Verdnderung des EBV-
Genoms, auch in essentiellen Genen des Virus, vorgenommen werden kann. Die gesamten
Klonierungs-, Rekombinations- und Selektionsschritte finden dabei zunadastah statt

und sind von der immortalisierenden Eigenschaft des EBV unabhéngig. Die Technik zur
Herstellung rekombinanter EB-Viren nach Delecleseal. ist in der Dissertation von Dr.

H. Sommer (Dissertation Universitait Regensburg, 2001) detailliert beschrieben.
Ausgehend von einem BAC-Plasmid, welches das gesamte EBV-Genom (B95-8) umfasst,
erfolgt dabei die Rekombination mit dem entsprechend mutierten Rekombinationsplasmid
in E.coli. Nach erfolgreicher Rekombination und Selektion wird das so mutierte EBV-
Genom wieder in EBV-negative eukaryotische Zellen transfiziert und die Produktion
infektioser Viruspartikel tberprift. Im Rahmen dieser Arbeit konnten die fur die homologe
Rekombination notwendigen Plasmide kloniert und auf ihre Richtigkeit tberprift werden.
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Der Anhang A.7 zeigt eine detaillierte Beschreibung der Plasmide. Diese kdnnen nun
direkt in die homologe Rekombination mit dem BAC-Plasmid eingesetzt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei BPLF1 um ein aktives und
funktionstiichtiges Gen des Epstein-Barr-Virus handelt. In den verschiedenen Versuchs-
Ansatzen wurden die Besonderheiten des Gens deutlich. Nicht nur die GroRe des
Leserahmens, sondern auch die Umsetzung der genetischen Information erfolgt
offensichtlich nicht nach herkdbmmlichen Regeln. Mdglicherweise stellt BPLF1 somit eine
neue Klasse von EB-viralen Genen dar, die noch deutlicher zeigt, welche Komplexitat
dieses Virus besitzt.
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Anhang

A.1l. Homologievergleich der BPLF1-Nukleinsduresequenz aus den
Virus-Stammen M-ABA und B95-8

BESTFI T of: BPLF1-MABA from 1 to: 9540
to: BPLF1-B95-8 from 1 to: 9450

Gap Wi ght: 50 Aver age Match: 10.000
Length Weight: 3  Average M smatch: -9.000

Maxi mum penal i zed | engt h: 1500

Quality: 93826 Lengt h: 9540
Ratio: 9.929 Gaps: 2
Percent Similarity: 99.831 Percent Identity: 99.534

Mat ch di splay thresholds for the alignnent(s):
| | DENTI TY

: 5

1

M ABA 1 ttacagataéaaaaacttgégtctctcgaégtctgcgatgaggcggtggé 50

RN AR AR AR AN R
B95-8 1 TTACAGATACAAAAACTTGAGTCTCTCGAGGTCTGCGATGAGGCGGTGGG 50

51 tggaacgctécagcttgcgécgaagctggétcacgaagcéagacagtaci 100

R A AR R RN AN RN
51 TGGAACGCTCCAGCT TGCGGOGAAGCTGGCT CACGAAGCGAGACAGTACT 100

101 cggctagccigactaagggigaggctataécgcaggtccigttccgggg& 150

AR R AR AR RN RN
101 CGGCTAGCCTGACTAAGGGT GAGGCTATAACGCAGGTCCTGT TCOGGGEC 150

151 rgcggt ggai agagaggagégggat ccgg.aggggaccaci aggt cgccgé 200
SRR A RN
151 GGCGGTGCGATAGAGAGGAGGGEGEGAT CCGGAGGGEGACCACTAGGT CGCCGG 200

201 aggt cgaccctcctgtcaccacctccctgat aat gt ctt caat agacaga 250

RN AR AR AR
201 AGGTCGACCCTCCTGTCACCACCT CCCTGATAATGTCTTCAATAGACAGA 250

251 aattgggtgéccactgaggéagtgttccaéagtaatgttétctggtcgci 300

AN RN A N ARy
251 AATTGGGTGACCACTGAGGGAGT GT TCCACAGTAATGTTGTCTGGTCGCT 300

301 agatggcgcéggtgaggccécgctttgcgéaaacgaaagigcttgaaaaé 350
U AR ARy
301 AGATGGECGCCGGT GAGGCCACCCT TTGCGAAAACGAAAGT GCTTGAAAAG 350

351 gcgcgggatégcgtgcgctéccggatggcéggtaatacaigctatcctté 400
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351

401

401

451

451

501

501

551

551

601

601

651

651

701

701

751

751

801

801

851

851

901

901

951

951

1001

1001

1051

1051

1101

AR AR AR AN A AR AR
GOGCGGGATAGCGT GCGCTACCGGATGBCGGGTAATACATGCTATCCTTA

cattttggcéttttgggcagctgggaggcggcggatgggégtgcttctti

AN RN AR R AR RN ARRAR A
CATTTTGGCATTTTGGGCAGCT GGGAGGCGGECGGATGEGGGTGCTTCTTT

tcgcacggtQtatgtttggégacccgcatQccggtactgégataggcgcé

AR AR AR AR AR AR AR
TCGCACGGT GTATGT TTGGGGACCCGCAT GCCGGT ACT GGGATAGGCGCA

cctcgggccgcgcgccaggétccgagccggaatgcattgggggcaatggé
FEVTEELEETT et ettt e ry
CCTCGEECCECGECECCAGECT CCGAGCCGRAAT GCAT TGGEGEEECAATGEEG

attgcggggéattgttgctétctgctcctéacagggagaéacacgcgcgé
FECCETEEE e e e e e e e e e e e e e e e
ATTGCGCGEEEGATTGT TGCT GT CTGCT CCTGACAGGGAGAGACACGCGCGG

cggagat gcagccgacggeggggecgeggt ggget gccccecgaggweggg
AR AR AR AR R AR
CGGAGAT GCAGCCGACGEOGEGEGCCGECEGT GBECT GCCCCCGAGEA

cgccggec ccagcgcccccgtggcctttggcacgggcctggcacccacc

||||I||I||I||I||I||I||I||||||||||I||I||I||I||I||I
CGCCGEOCGCCAGCGCCCCCGT GRCCT TTGECACGGECCT GGCACCCACC

gctttaattthggggtgggcagggcagcigcatcttggggcctttgtgé

AR AR AR AR AN AN AR
GCTTTAATTGT GEGGGT GGECAGGGECAGCTGCATCTTGEGGCCTTTGTGL

ttgcgttttitgggggcgcégtgccaatgéaccaactggégtgtgcgccé
R R R AR R RN
TTGCGITTTTTGGEEEECECEET GCCAAT GCACCAACT GEEGT GT GCGCCG

gggcggccaégccggaccc;:agggcgggt .gCCt gggggat gggaaagccé

AR R AR AR R AR NN
GGGCGEOCAAGCCGGACCCCAGGGOGEGT GOCT GGGGGAT GGGAAAGCCG

gacggcgctictcccgggtEgaacgctggégtagcggagéctgctgcgc&
CEEETEEETT R e e e e e e e
GACGGCCGCTTCT CCCEEGT CGAACCCT GGAGT AGCGGAGGECTGCTGCGECC

ggcggccacéacgggcgcaéggggtcgcaécccgacggcégtggggaggé
R AR R RN RN RN RREEREERREERR
GGCGECCACCACGGEECGECACGEGEGET CGCAGCCCGACGECCGTI GEGGAGEC

gggtggcggégggccgaatétccgcggcticttcccggcécccctgctgi

||||I||I||I||I||I||I||I||||||||||I||I||I||I||I||I
GGGT GBOGGAGGGECCGAAT CTCCGOGGCT TCTTCCCGECCCCCCTGCT

ttcttctccégttgcatgaiagaatggccétagggtgggicctgagaggé

AR AR AR AN AR AR AR AR
TTCTTCTCCCGT TGCAT GATAGAAT GGCCATAGGGT GGGT CCTGAGAGGA

ggcttgtgtétcctggggciggagcccaaéagtcgttaaégatgccgcté
R AR AR R AR RN ERRRA RN
GCCTTGT GTGT CCTGEEECT GGAGCCCAAAAGT CGTTAAAGATGCCCECT G

atggtgtggéagctatgccicccgtcgaciggccgggctigtagggggci

400

450

450
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500
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550
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CGGG 650
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950
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1100
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1101

1151

1151

1201

1201

1251

1251

1301

1301

1351

1351

1401

1401

1451

1451

1501

1501

1551

1551

1601

1601

1651

1651

1701

1701

1751

1751

1801

1801

1851

AR R AR AR AR RN
ATGGT GT GGGAGCTATGCCT CCCGTCGACT GBCCGGGCT TGTAGGGGGECT

gagggtggaiaactgggctictgtgaaggéaccaaccctanatctggai

AR AN AR R RN AR
GAGGGTGGATAACT GGGCTTCTGTGAAGGCACCAACCCT GGAATCTGGAT

ggtatgtttéttctgtgacéccgaggcagicgatggtgtégagtgtggaé

AR AR AR A AR AN RN AR AN
GGTATGTTTCTTCTGT GACCCCGAGGCAGT CGATGGTGTAGAGTGTGGAG

acaatgtgtégacgatgggéccttgttcagaagcccagggacttgagggé

R AR R RN AR AN
ACAATGT GT AGACGAT GGGCCCT TGT TCAGAAGCCCAGGGACT TGAGGGG

ggctgttgtégtgctggttQgggaaggagétccagggaaictttgggccé
R A
GCCTGTTGTGGT GCTGGT TCEGEGAAGGAGCT CCAGGGAAT CTTTGGEGECCA

tggccttggégagcttcccégagaccggtétgggctctcégaagccctcé

RN AN AR R AR AR
TGGCCT TGGGGAGCT TCCCGGAGACCGGT CTGGGCTCTCGGAAGCCCTCG

tttcggcccégaaatagggécttgccatcéatcgggggcétgggagagté

AR AR R AR R AN R AR R AR RN
TTTCGGOCCCGAAAT AGGGCCT TGCCAT CAAT CGGGGGECCT GGGAGAGTG

atgggggcggccaatcccggggtaactgtéacgtcccggégggaggaggi

|I||I||I||I||I||I||I||||||||||I||I||I||I||I||I||I|
ATGGGGEOGGCCAAT CCCGGEEGT AACT GT CACGT CCOGEEGGGAGGAGGT

aggagacagécagtccctgégcctgccagéggccaccttétctaagaggé

RN AR AR A AR A AR
AGGAGACAGCCAGT CCCTGGEGECCT GOCAGGGECCACCT TCTCTAAGAGGG

ggctctgtgégctgggaggéccagaggccicagattcag&agtagtgct&
R R R AR AR RRRRNE RN
GCCTCTGI GGECT GGGAGEECCAGAGECCTCAGATTCAGCAGTAGTGCTC

cccttttcecccct ggt cegtct ccecct cct cccaact get ggagecggt ¢

AR AR R A R RN AR AR RN
CCCTTTTCCCCCTGGT COGT CTCOCCT CCTCCCAACT GCT GGAGCCGGTC

ggaggaggcéggggtgttaictgctgactQaaacccgtcéccgctgaccé

AR R R AR N AR RN
GGAGGAGGCCGGGGT GT TATCTGCTGACT GAAACCCGT CCCOGCT GACCA

gtccgtgccécacccttggégggaaaccgéagaacagctéctggacgtté

AR AR R AR AR AR ANy
GT CCGTGCCCCACCCT TGGGEGGGAAACCGGAGAACAGCTCCTGGACGT TG

cgtggattcéggggaagctQgtatccaacéggcagtggaégatcttcgté
R R R A RN R R AR R AR RNARRERRREERAANY
CGTGGATTCGGEGGGAAGCTGGTATCCAACCGGECAGTGGAGGATCTTCGT G

ctcgtagaaégaggggttgégtacatcggicggccatcgigaggccccgé
R R R AR R ANEREEANA AR
CTCGTAGAAGGAGGGGT TGAGT ACAT CGGT CGGECCAT CGTGAGGCCCCGG

ccgcgttaaégtagaactgéacgtccggcégattgtgccéataggtgaaé
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1901
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1951
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2001
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2051
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2151

2151

2201

2201

2251

2251

2301

2301

2351

2351

2401

2401

2451

2451

2501

2501

2551

2551

2601

R AR R R AR A AN ARRANERRAN
CCGCGT TAAAGT AGAACT GCACGT COGGCAGAT TGTGOCGATAGGT GAAA

cacttccagétgatgttttitctgttggcéaggatggccécggtgggggé

AR AR A AR AN AR ARRAR AN
CACTTCCAGATGATGT TTTTTCTGT TGGCCAGGAT GGCCACGGT GBGGGEG

cctggcctcéttaggtttgécggccctggéctcggtgagéagctcgcgté

AR AR A RN AR AR AR
CCTGGCCTCCTTAGGT TTGGECGGOCCT GGCCT CGGTGAGAAGCT CGCGTA

gccacacrgéctggcgtgcéaagatggacétctctggctégaaagactcé

AR R AR AR RN AR AR AR AR Y
GCCACACGGCCTGGECGT GCAAAGAT GGACATCTCTGGCTCGAAAGACTCG

gagtagccgiccaggtcctQcagaaaattéagcgagatgétctccaccaé

AR AR R AR AR R AR AN AN
GAGTAGCCGT CCAGGT CCTGCAGAAAAT TCAGCGAGATGGT CTCCACCAG

ggaccggaaéggctcagagigcccgtcgcégtagaggagéggagcaacgé
FEVTEETTETT et e et e et et et e el
GGACCGGAAGGEECT CAGAGT GCCCGT CGCAGT AGAGGAGGGEGAGCAACGA

ccctgacctétcccagggtEttcaggttaéacagatattéagaggagacé

AR AR AR A R AR AR
CCCTGACCT GTCCCAGGGT CTTCAGGT TAAACAGATAT TGAGAGGAGACA

aagagagttéggggccgacégaggaaggcégccgccacggccgcctcaaé
[T

AR AR A AR R AR AR RN
AAGAGAGT TAGGGGECCGACCGAGGAAGGCCGOCGCCACGECCGCCT

aacggagacégggatggtgicaccggagcécctcttaggéccggtaatgé

RN A AR AR R RN AARAARAERNY
AACGGAGACGGGGAT GGT GTCACCGGAGCCCCTCT TAGGACCGGTAATGG

gagtgccatéaggcataagétttctcagggcccggccggfaacggtgccé

AR AN AR R A AR R AR AR AR
GAGT GCCATAAGGCATAAGAT TTCTCAGGGCCCGGCCGGT AACGGT GCCG

taggaagacégggtttcgcéggggacctcéagtccctccéccctggggaé

RN AR AR R AR R RN AR RAARNAANN
TAGGAAGACGGGGT TTCGOGGEEGGACCT CGAGT CCCTCOGCCCTGRGGAG

ctcttctccgegt gt at aggect gett cacaaagt cgcgecaggt agt cct

AR A R AR R AR
CTCTTCTCCGCGT GTATAGGCCTGCTTCACAAAGT CGCGCAGGTAGTCCT

gaaatgcgaécgggccctcéagcgggcgcéatgagtgccégagctgctgé

AR AR AR AR AR AR AR AR
GAAAT GOGACCGBECCCT CCAGCGEECGCAAT GAGT GOCAGAGCTGCTGA

agggcctcgégggcgaagcéccggcgtgcéaggagcagcétgcaggctcé
R R AR AR AR AR E AR RREAREEEREAERAANY
AGGGECCT CGEEEECGAAGCACCGECGET GCGAGGAGCAGCATGCAGGCTCG

gcgce ggccgtactttggttgtggaccaggcccaagaactcggggtgcg
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GGCCCGEECCGTACTTTGGT TGT GGACCAGGCCCAAGAACT CCEEGT GCG

gccagagggéggcycgggtétccatctccicccaggcgtéctggaagaaé
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2601

2651

2651

2701

2701

2751

2751

2801

2801

2851

2851

2901

2901

2951

2951

3001

3001

3051

3051

3101

3101

3151

3151

3201

3201

3251

3251

3301

3301

3351

AR R AR AR AN AR AR R RN AR N
GCCAGAGGGCGGCTCGGGT ATCCATCTCCT CCCAGGOGT CCTGGAAGAAG

PP L P
ATGAAGCCGGT GGGT GGACCGECGAT GCGGT GECGEGEGET GAGGCGECECEL

gtcttccccgtcgttgctgécgcgggtggitgagggcatgccccccctcé

AR AR AR A R AR R AR
GTCTTCCCCGTCGT TGCTGCCGCGGGT GGT TGAGGGCAT GCCCCCCCTCC

cggaggctggactcctgacéagcctgtagétgaggaccgégtccgacagé

AR RN R AR RN RN
CGGAGGCT GGACT CCT GACCAGCCT GT AGGT GAGGACCGAGT CCGACAGG

aggt ct cccaaacccccat ct ct cgct agagccgagaccaggecgagt cc

R AR AR A RN AR AR RARAAR Y
AGGT CTCCCAAACCCCCATCTCT CGCTAGAGCCGAGACCAGGCCGAGT CC

tgcgtagaaégatggggcgéccaggaaggéggcagcgtaégccggatgté
R AR RN R AR RNARRERR AR
TGCGTAGAACGAT GEEGCECCCAGGAAGGCGEECAGCGTAGGCCGEATGT G

t gccgaccagcagcgccat cat ct cccgtt gt t ccaat agaat aacttcc

AR AR AN R AR A RN
TGCCGACCAGCAGCGCCATCATCTCCOGT TGT TCCAATAGAATAACTTCC

cggtctgtggccggggctggataaggggggtgattcctaQaggcgatgaQ
FEVTEEETETT et et et e et e et e
CGGTCTGTGGCCGEEECTGGATAAGGCEEGGTGATTCCTAGAGGCGATGAG

actggcgtgégctaraagyétcatggccaéaatkgggttétctgccaggi

RN R A AR RN SRR AN
ACT GGOGT GCGCTAAAAGT GT CATGGCCACAATGGGGT TGT CTGCCAGGT

cttccatcaéggctttgggégcagagacgiattcccgaaécagctccccé

AR AR R AR AR R AR R R AR RARAA AN
CTTCCATCAGGGCT TTGGGOGCAGAGACGT AT TCCCGAAGCAGCTCCCCG

gcgttggaciccacgtcggéccaggtgtcécagtaggagicggcggcgg&
LELTTTEETETEEEr et e e e e e e e e e e e
GCGT TGGACT CCACGT CGEECCAGGT GTCCCAGT AGGAGT CGGECEECEEC

ggcgctgagécgggcggaaéctacactggécagggttctittcctcctci

AR AR RN AR R R AR AR
GGCGCT GAGGCGGEECGGAAGCT ACACT GBCCAGGGT TCTTCTCCTCCTCT

cttggtcatéctgcgggggéccaatagctigggggcgtcéggctggggté

AR AR AR AN
CTTGGTCATCCTGCGGGEGACCAATAGCT TGEGEGGCGT CCGGCTGRGGTC

agggaaaagécctctgggtictccagcacégtgggcatgécatattccaé

AR R R A AR AR AR AN RARAA Y
AGGGAAAAGGCCTCTGGGT TCTCCAGCACGGT GGGCATGACATATTCCAG

aaagttgtgétagacggggétgtagttgaécggctcctgégtgtctgcgé
R R AR RN RRRAEA RN
AAAGT TGTGGTAGACGCGEGATGTAGT TGAGCGGECT CCTGEGTGT CTGCEG

agacgtaggécgggttaagégggtcgcagégagactctgittccagccaé
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3351

3401

3401

3451

3451

3501

3501

3551

3551

3601

3601

3651

3651

3701

3701

3751

3751

3801

3801

3851

3851

3901

3901

3951

3951

4001

4001

4051

4051

4101

RN AR AR AR ARNANN AR
AGACGT AGGCCGGGT TAAGGGGGT CGCAGGGAGACTCTGT TTCCAGCCAG

agggtgccggcgtatttcgécggccctgcigccgccagaéattgtgcccé

AR AR R AR A A A AR AN
AGGGT GCOGGCGTAT TTCGOCGGECCCT GCCGOCGCCAGAAAT TGTGCCCG

ccgggtcggégctccattgécccatccagftggtggggcégaaatcgtgé

AR AR AR AR A N A AR
CCGGGTCGGGGCTCCAT TGCCCCATCCAGT TGGT GGTGCCGAAATCGTGA

tgaggagggécaggttgttQgtcaagggaigcttaacgaéaacggtaggé
FECTEETEETT et ettt e et et e
TGAGGAGGGEECAGGT TGT TGGT CAAGGGATGCT TAACGAAAACGGTAGEC

tgggcggtcicgtaaaaagécaggaaactétgcttggccéaggcatagcé

R R R A AR AR AR AR Y
TGGGCGGTCTCGTAAAAAGCCAGGAAACT CTGCT TGGCCGAGGCATAGCG

cagcagcttthcttgaggégggcatactQggagccagcégaggccccaé

AR AR AR AR R AR AR AR RN
CAGCAGCTTGTCCTTGAGGAGGGCAT ACT GGGAGCCAGCCGAGGCCCCAA

gcgccaggcécctggcagcétccaccacgétcttgagctégcgcgggtcé

AR AR AR R AR RN AR RN AR
GCGCCAGGCCCCTGRCAGCCT CCACCACGATCTTGAGCT GGCGOGEGTCG

gtgtggcccétggcctgggigaccaggtcétgcagcattécctgcagcté

AR AR AR AR A R A AR A R RN
GT GT GGCCCCT GECCT GBGT GACCAGAT CCTGCAGCGT TCCCTGCAGCTG

ggactcttcétgggcctcciggatgatggéctccagtcgégagaggcgcé

AR R AR AR R RN AR AR AN
GGACTCTTCCTGGGCCTCCT GGATGAT GGOCT CCAGT CGGGAGAGGCGCC

ttttccagtétgcganggtétccttgcccéccgcgacccécttggggtc&

AR A R AR RN
TTTTCCAGTCTGOGACGGT CTCCT TGOCCCCCGCGACCCGCT TGEGGTCC

aacgt ggccagagccaacct cagct cct ccat gccat ccatggarttctg

R AR AR AR RN AN Ay
AACGT GGOCAGAGCCAACCT CAGCTCCT CCATGCCATCCATGGAGT TCTG

ggccatgccétcgacttccéggagccgtgitaggtcatgéatttcaccgi

LLCEEEEE e e e et free il
GGCCATGCCCTCGACT TCCAGGAGCCGT GT TAGCT CATGAAT TTCACCGT

cagccgcagéggctaggttéagccaggcaéccacaccccéagctaaggcé

AR AR R AR AR AR N ARy
CAGCCGCAGCGGCT AGGT TCAGCCAGGCACCCGCGCCCCCAGCTAAGGCC

agggctccticggaaagacéccgcacggcétcgcagatgécccggatccé

AR R AR AR AR AR AR Y
AGGGCTCCT TCGGAAAGACCCCGCACGECCT CGCAGAT GOCCCGGATCCA

cttggcggcigccagggatitccggtaggéccacgagccéttcccagccé
R A AR EAE ARy
CTTGGCGGECTGCCAGEGATTTCCGGT AGEGECCAT GAGCCGT TCCCGECCG

ctgcccgggécagggcggcétcgaggggaécctggacagéggctttggai
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4101

4151

4151

4201

4201

4251

4251

4301

4301

4351

4351

4401

4401

4451

4451

4501

4501

4551

4551

4601

4601

4651

4651

4701

4701

4751

4751

4801

4801

4851

AR AR AR AR AR A AR RN RARARRRAARY
CTGCCCGGGOCAGEECGGCCT CGAGBEGAGCCT GGACAGGGECT TTGGERC

ggggagggrégcaggctccégagttcatcthgggggcticgtcgcgtgé
R R AR AN R R AR RN RREEERAERAEEY
GCOEGCGAGGGAAGCAGGCT CCCGAGT TCATCGT CGGGGGECTTCGTCGCGT GA

cctggagagéacggcctccégagccgtgtgaaagccccgécgagtgctté

AR AR AR AR A R R AR AR RARAARA RN
CCT GGAGAGGACGGCCT CCAGAGCCGT GT GAAAGCCCCGCCGAGTGCTTG

ccgccatctégtgggcctt6gccatcagggtctggctctéccggacctgé

AR AR AR AR RN AR RN AR
CCGCCATCT CGTGGGCCT TCGCCATCAGGGT CTGGCTCTCCOGGACCTGL

tcttccagcécccggacctéggccgcctcégcctcggtcégcagctccgé

RN AR AR AR R AR AR AR
TCTTCCAGCGCCCGGACCT CBECCGOCT CGGOCT CGGTCAGCAGCT CCGA

gaagaagtcécccgtggcciggaggagatégtcccgctcicgccttgtcé

AR R AR AR AN AR AR A
GAAGAAGT CCCCOGT GBCCT GGAGGAGAT CGTCCCGCTCTCGCCTTGTCA

gcagctgggécttcttaggécagagcgccéagtccgaggécagcctgggé

RN RN AR AR AR AR AR AR
GCAGCTGGGGCT TCT TAGGCCAGAGCGCCGAGT CCGAGGCCAGCCT GGGC

CPE PP PP PP
GGEGECAEGET TCCCTGEECGATAGT TCGAGGAGGAGGECAGGT TAGCCTGECC

tgggtcattégtggcttcgggtagcgtccéatccacgtaétcgctcacgé

AR AR A R R AR AN
TGGGTCATTAGT GGCT TCGGGT AGCGT CCGATCCACGTACT CGCTCACGA

tggccgtcaéggcagcctcégctgctcgtéttttttccaéaagcccggc&

AR AR AR R AR
TGGCCGTCAGGGCAGCCTCGGECT GCTCGT CTTTTTTCCAGAAGCCOGGCEC

agcccccgcicgtactccgégtagggggcétccagatccétgttgacca&

AR AR RN AR RN R AR AN RN
AGCCCCCGCT CGTACT CCGOGT AGGGGEGECCT CCAGATCCGT GT TGACCAC

cgctgatttéatgtccgggéactgcagggéctggcgcgtétgcgcgaggé
FEVEEELEETT et et e et et e e e e
CGCTGATTTCATGT CCGGGGACT GCAGGGCCT GGCECGT CTGCGCGAGEG

ccgaacggaiggcatcggcégccgtcctgécgcgaaagaéggccccggcé

AR AN AR AR AR R AR AR
CCGAACGGAT GGCAT CGBCCGCCGT CCT GROGCGAAAGAGGGCCCCGECC

gcttcctccgetcctcgecctcctecctcettetttggeggt ageccgeggy

AR AR A R RN R AR AN
GCTTCCTCCGCTCCTCGCCCTCCTCCTCCTTCT TTGGOGGT AGCCGCGEG

ggtggcgggécaagcgtccégtctggccaéagggccggtétcgatatccé
R R R AR A REREAA Y
GGT GGCGEECCAAGCGT CCAGT CT GGCCAGAGGECCGEGTCTCGATATCCG

t gaaccagccgggt t ccgeggect ccatt ct ct ccgecgecaccaccat cg
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4851

4901

4901

4951

4951

5001

5001

5051

5051

5101

5101

5151

5151

5201

5201

5251

5251

5301

5301

5351

5351

5401

5401

5451

5451

5501

5501

5551

5551

5601

AR AR A AR AR A RANRRNAAY
TGAACCAGCCGGGT TCCGCGGCCTCCATTCT CTCCGCCGCACCACCATCG

t ccacgagcagggat cgcagt ctct cccttct caccctcgttattcccaa

A AR AR AR AR AR AR AN
TCCACGAGCAGGGATCGCAGT CTCTCCCT CCTCACCCTCGT TATTCCCAA

tagcatagcégcaaggatcigkgtgagggégtccaagatétccgtgttté

RN RN AN A RNy
TAGCATAGCGGCAAGGAT CTGT GT GAGGGAGT CCAAGATGTCCGTGT TTC

tggctactgécgccgctgctgccgcggctQagtccgtatigtctggcagé
FECTETEEETT ettt e et et e et
TGECTACTGCCGCCECTGCTGCCECEECTGAGT CCGTATTGTCTGGCAGC

agggaggccégcagggtgticcagtcatcéggcgaagtgégagcgggcté
R R AR RN RN RN RERREEERREERAENE
AGGGAGGCCAGCAGGEGT GT TCCAGT CAT CGGECGAAGT GEGAGCGEEECTC

t gggcgt gcccccagegect t cct aat t ct ggecccaggect cat t cgect

R AR R R AR AR AR AR
TGGGCGT GCCCCCAGCGCCT TCCTAAT TCTGGCCCAGGCCTCATTCGCCT

ct cgcget cgeceget cecygectctecttgtettect gttct cggagettce

AR R AR R AR RN R AR
CTCGOGCTCGOCGCT CCTGCCTCTCCTTGTCTTCCTGT TCTCGGAGCTTC

tccttttccttgecgeccggt ct ccat aaget gccgecagettcttctcata

AR AR R R AR A AR AR
TCCTTTTCCTTGOGCCCGGT CTCCATAAGCT GCCGCAGCT TCTTCTCATA

ctgtcgcttgagctctttgitgggggcagigtccagaaaégcctcgagci

AR R R A AR AR AR AR AN
CTGTCGCTTGAGCTCT TTGT TGGGGGECAGT GTCCAGAAAGGCCTCGAGCT

gttcctcggiggcgggcttéaagccttcgécctccaggcéccaggcctg&

AR AR AR N R N RN
GTTCCTCGGT GGOGGGCT TAAAGCCT TCGGOCT CCAGGCGCCAGGCCTGL

rcctccttctgtctgagctgatcgttgttgttattcttcaatttctgecag

SLLLEELEE R e e e e e e i
ACCTCCTTCTGTCTGAGCTGATCGTTGTTGTTATTCTTCAATTTCTGCAG

gtaacttagéaagcgtttcitgagcttccétgggatgagégtttgggagé

AR NN AR AR AR
GTAACTTAGGAAGCGT TTCTTGAGCT TCCCTGGGATGAGCGT TTGGGAGA

gctgattctécagcccagaéagtagtctcégggcatcctétggagcctgé

AR AR R R RN
GCTGATTCTGCAGCCCAGAGAGTAGT CTCAGGGCATCCTCTGGAGCCTGA

cctgtgaycétcgcatcatégaccgccagiagacctgggégcagattcaé

AR R AR R AR A AR AR RN RARRA Y
CCTGTGATCGTCGCAT CATAGACCGCCAGT AGACCT GGGAGCAGATTCAC

cgcc cggccgtctcctttaaggtgctgtgagtagcaaaattctgcaagg
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CGCCGCGECCGT CTCCTTTAAGGT GCTGI GAGTAGCAAAATTCTGCAAGG

ccactaggcécgctggctcéagcgtcagcéggttgcccaictcgaatgté
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5601

5651
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6301

6351

R AR AR AR AN AR NN AR RANERAAAN NN
CCACT AGGCGCGCTGGCT CCAGCGT CAGCCGGT TGCCCATCTCGAATGTG

tgcagggccictgagaccaiggggtccaggatgcggtcaétgccatccté

R AR A R AR AR AR AR AN
TGCAGGGCCT CTGAGACCAT GGGGT CCAGGAT GCGGTCAATGCCATCCTG

cacctcaggétcaaggaccégcaagtcacéatagaggtggtctatgctcf

AR AR R AR AR AR AR RN Ay
CACCTCAGGGT CAAGGACCGGCAAGT CACGATAGAGGT GGTCTATGCTCT

cctcgaaggéggcaatgtaéttatcgatgétgtagaaggigatggattté

AR RN AN AR ANy
CCTCGAAGGAGGCAATGTAGT TATCGAT GGTGTAGAAGGT GATGGATTTC

aggatgttcétcaggtactitttggagcgéacnatctgcigtatagkgté

R RN RN AR
AGGATGTTCATCAGGTACTTTTTGGAGCGAACAATCTGCTGTATAGTGTC

acgtaggcgéatgtacgtgéggttctttgéggccccgaciatcgacccté

RN AR RN AR AR AN
ACGTAGGCGGATGTACGT GGGGT TCTTTGCGGCCCCGACTATCGACCCTG

catttgcgaigtacttttciatgacggggétggtgagggécgcggtgtcé

AN AR AR AR AR
CATTTGCGATGTACTTTTCTAT GACGGGGAT GGT GAGGGECCGCGGT GTCG

PP P P
CKII&KIEWGECEWGEETTCEEEEWTGWCE#GEWTGECEEEWGWCECAGA

CPE L PP
GCGAGAGGCCCGAGAGAT GEEGEECECCT GGGECCGAGECCACACCGECCA

ggcccaacaitgcctcgatétcgtccaggétggtgcggaégcgcttttcé

AR R AR A AR R RN AR N RAA AN
GGCCCAACAT TGCCT CGATGT CGTCCAGGATGGT GCGGAGGCGCTTTTCG

ttttctctggtggtctcgagetccttetgttttttcgygact gtctcaaa

AR RN R AR AR AR
TTTTCTCTGGTGGTCTCGAGCTCCTTCTGT TTTTTCGCGACTGTCTCAAA

ctctggaagéggggcaatgétggggtcgtéctcctcaacicgctccaggé

AR R A AR R AR A AR
CTCTGGAAGGGGGEECAAT GCT GGGGT CGT CCTCCT CAACT CGCTCCAGGG

gccaggggaiaccgctcatétcactaaggécggtgcccaégtagaggagé

R AN RN AR R R AR AR
GCCAGGGGATACCGCT CATAT CACTAAGGGOGGT GCCCAGGTAGAGGAGC

tcgcgatagicccattcaaiggacgtgtaécggatgtttéggagaggcaé

AR A R R AR AR AN R RAA AN
TCGCGATAGT CCCATTCAATGGACGT GTACCGGAT GT TTAGGAGAGGCAG

ggaggcgatéatctggcatétgtgccgcaégtgtgtcagéaggtcgtcaé
AR R AR A RRARAA RN
GGAGGCGATGATCTGGECATGI GTGCCGCAGGT GT GTCAGGAGGT CGT CAA

aatccatcaétgttgggagéyttgggtccicaaggtaggégagataatcé
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6351

6401

6401

6451

6451

6501

6501

6551

6551

6601

6601

6651

6651

6701

6701

6751

6751

6801
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6851
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6901
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6951

7001

7001

7051

7051

7101

RN AR AN AR AR RN NRANARRN AN
AATCCAT CACTGT TGEGAGGCT TGGGTCCTCAAGGTAGGAGAGATAATCG

gaggccgccgaggccacctigtccctgatthcgccgtaéacctgcgcaé

AR R R AR A AR RN
GAGGCOCGCCGAGGCCACCT TGT COCTGATGT CCGCOGTACACCTGCGCAC

gt gcagggcégcat tctt g.gaccggacggécacgt t gt géacaaaggggé

AR AR R AR AR AR AR AR
GT GCAGGGCCGCAT TCT TGGACCGGACGGCCACGT TGTGGACAAAGGGGEG

gcactgaggéggcgggaggégccccatacictatcgctgfcaacagcgcé

AR RN AR RN Y
GCACT GAGGCGGOGGGAGGEEECCCCATACT CTAT CGCTGT CAACAGCGCC

aaaaagcggacgt cct cct cat ct accccagcct gt t gt ct ggccacggce

RN AR AN AR
AAAAAGCGGACGT CCTCCTCATCTACCCCAGCCT GT TGTCTGGCCACGGL

cgttcgggcégcctccgccégggataggaégcgcttccaéctytcgtcgi

AR AR AR R AR AR AR
CGT TCGGGCGECCT CCGCCAGGGATAGGAGGCGCT TCCAGCT TTCGTCGT

ccagkaccaéggggacgtcéacgtgcgggéccctgtagaiggaattatcé

AR AR R AR RNy
CCAGGACCAAGGGGACGT CCACGT GOGGGCCCCT GTAGAT GGAATTATCC

tcgggttctcctcctccttcecececcgect cet gat ct ccgecccgagageag
R R A A R AR AR RARRRAERAAE
TCGGGTTCTCCTCCTCCTTCCCCCGCCTCCTGATCTCCGCCCGAGAGCAG

gtcggtcagécgtctgcggéccgcctccaégycaaatttfccatcgtcgé

AR AR AR N AR AR AR
GT CGGTCAGGCGT CT GOGGGECCGOCT CCAGGT CAAATTTTCCATCGTCGL

t ct cggccagcet ggggaat t t cagccagceat ct t agcaccggceat ct aca

R AR R AR AN AR RN RARAA A
TCTCGGOCAGCT GGGGAAT TTCAGCCAGCATCT TAGCACCGGCATCTACA

cggaccgcgiccttcgtggécagggacggéaggcaggcciccagctttg&

AR R AR A RN
CGGACCGCGT CCTTCGT GBCCAGGGACGGCAGGCAGGCCT CCAGCTTTGL

ggccaggt gct t at ggaact ctcccgetcttcecttgttttct gat agca

LLCEEEEEE e e e e e e e ey
GGCCAGGT GCTTATGGAACT CTCCCGCTCTTCCCTTGT TTTCTGATAGCA

tgtttgcgaégttttggatQttaagttcgéaagtgagcaéttgctccagé

R RN R AR A RN
TGTTTGOGAGGT TTTGGATGT TAAGT TCGGAAGT GAGCAGT TGCTCCAGG

tccagcgtgéggacctgcaéatgtcccgaécagtcctttéagaattccaé

R AR AN R AR AR AN
TCCAGCGT GBGGACCT GCAGAT GTCCCGACCAGT CCTTTAAGAATTCCAG

cagatttagéacagacgatéggtccctaciccttattagéccctgctcgé
AR AR AR A AR RN AR
CAGATTTAGCACAGACGATCGGTCCCTACTCCTTATTAGCCCCTGCTCCGA

ggaccact gt cacaagaagat agt ct at cat gct caaggcat ct gcct ct
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7101

7151

7151

7201

7201

7251

7251

7301

7301

7351

7351

7401

7401

7451

7451

7501

7501

7551

7551
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7701

7701

7751
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7801

7801

7851

R AR R AR AN RN AR NRRANERRAANY
GGACCACTGTCACAAGAAGATAGT CTATCATGCTCAAGGCATCTGCCTCT

ggcacttccéggttagaggécgggtcgtaQacgatggccigttcctggté

AR R AR AR AR AN AR
GGCACT TCCCGGT TAGAGGCCGGGT CGTAGACGATGECCT GTTCCTGGTA

ggtatgtccggctattctcécaatgttgcfctcgaggggéacaaagtccé

AR AR RN AR
GGTATGTCCGGCTATTCTCGCAATGT TGCTCTCGAGGGGCACAAAGT CCA

tctcaggagictctatgtcéaaggtggtcigatagtattggctcctggcé

R AR AR RAA Y
TCTCAGGAGT CTCTATGTCAAAGGT GGT CTGATAGTATTGGCTCCTGGCG

gtgtccagtétgatgggggécgtgggggcéctggatcccéattccaggci
R R AR AR RRRREERRRAY
GTGTCCAGT GT GAT GGGGEGACGT GGGGEECACT GGAT CCCGAT TCCAGGCT

gttggagaaéacttcatcticgaacatgtéttcatcctcigtggtggggé

AR RN RN AN
GTTGGAGAACACTTCATCT TCGAACATGT CTTCATCCTCTGT GGTGGGGA

tatcggaggétaagtcgctétccgcttcticagagtcggécatggatagé

AR AR R AR R AR AR RARAA AN
TATCGGAGGCTAAGT CGCTCTCCGCT TCT TCAGAGT CGGACATGGATAGG

aaaggctccictaggycagécaggtagcgQacgaggccaQaacccccagé

RN AR AR AR AR AR AR
AAAGGCTCCTCTAGGT CAGACAGGT AGCGGACGAGGCCAGAACCCCCAGA

tgcatcatcéccaaaggagégctgctgccégaagggaggigatggggaté

R R AR AR N AR AR R R AR
TGCATCATCCCCAAAGGAGGGCT GCTGCCCGAAGGGAGGT GATGGGGATA

tctccgttcéagccctgtcégcggccgggggatggttttfttctggttcé

RN AR AR AR AR AR
TCTCCGT TCCAGCCCT GTCAGCGGOCGGGGGATGGT TTTTTTCTGGTTCG

PP PG PP P L
AGT GT CGT GCCTGAT GGT GGGAGCT GCT GAGCAGGAGGAGGAGCCGEEGET

agct gat ggcagggget get get gaggaggaagaggagaaggageccggg
AR RN R AR AR AR AR RRRERRARERR Y
AGCT GAT GGCAGGGGCT GCT GCT GAGGAGGAAGAGGAGAAGGAGCCCGEG

[PE PP P
CGGECTGAT GGCGEEEECT GCTGCT GAGGAAGAAGT GGAGAAGGAGCCGEEG

gcggctgatégcgtgggctéctgctgaggéagaagtggaéaaggagccgé
R AR A
GCGGCTGATGGCGT GEECT GCT GCTGAGGAAGAAGT GGAGAAGGAGCCGEG

ggcggctgaitgcgggggcigctgctgagitggaggaggégaaagagtcé
R RN
GGCGGCTGAT TGCGGEGEGEECTGCTGCTGAGT TGGAGGAGGAGAAAGAGT CG

t ggt ggt gggggct gct gct gcagt cggggaaggggat ggggt ggt caga
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7851

7901

7901

7951

7951

8001

8001

8051

8051

8101

8101

8151

8151 GGA

8201

8201

8251

8251

8301

8301

8351

8351

8401

8351

8451

8391

8501

8435

8551

8461

8601

AR AR RN AN AR AR AN NRARRERA N
TGGTGGT GEGGGCT GCTGCT GCAGT CGEEGAAGGGGAT GBGEGT GGTCAGA

gggatttctgggttcgagggagctgcctgiggcagagggétgggtattté
FECTEEE FTEEEE ettty
GGGATTTTTGGEGT TCGAGGGAGCTGCCTGT GGCAGAGGGATGGGTATTTG

caaagggaggcgaggagatégagtgactgéaggagcgatégttgagacté
R R R A AR A AR AN RN REARREEREEEREARE
CAAAGGGAGGCGAGGAGATCGAGT GACT GAAGGAGCGATAGT TGAGACT G

PP PP P PP LT
GCGECEEEGT GEEGT GT CGEEGAGECEEGET GGT GAT TGGT GAGGGAT GGGEG

UL P P L
ATTACT GGAGGCGGEGAAGGECGAGCT GCT GAAGGGGEEECGAT GGGGECGGAAC

gtgggtgcgiggcagctgaicatcctctgigtcagtggtégaggacagaé
FECTETTETT et et e e e e et ey
GTGGGTGCGTGECAGCTGATCATCCTCTGT GTCAGT GGT GGAGGACAGAG

ggagkcggcégccggaggtQggcttcttgigggggctatétttgcccaai
R R A AR AN RN RN ENREEEREEE RN
GGCGECGECCEGAGGTGEECTTCTTGT GGGEECTATCTTTGCCCAAT

ccctttttcétcttgggagictgaggcgcigcgccgcccgacgcccttgé

AR R R A AR A AR AR
CCCTTTTTCCTCTTGGGAGT CTGAGGCGCT GOGCCGCTCGACGCCCT TG

| PELL PP P LT
TGGCGT GGAGGGAGCGEEEGACCCCCEEEGET GTGACCT AGGCCGEGEEGAT GG

ggat gaagaggggagggct ggaggccggggecgeggaggeeggggeegeg
AR A R A R AR R R
GGATGAAGAGGGGAGGECT GGAGGCCGEEECCEOGGAGECOGEEECCEEG

gaggccggggcecgeggaggecggagecgcasaggecggggecgeggagge

cggagccgcagaggcecggggecgeggaggecggggecgeggaggecggrg
AR AR AR AR R AR AR
GAGGCCGGEGCCGECEGAGECCGEEECCECGEAGGCCGEEG

ccger gaggeeggggecgcagaggecggggccgeagaggecggggecgca
R RN R AR AR AR ARAREERARAREE
CCGOGGAGGOCGEEGCCGCAGAGGEOOGGEEC0ECAGAGECOGEG . . . . .

e i
........................ GCCCCAGAGGCCGEGAGACGACGECEG

ggagttggtétttgcaggaétatacctggéggcagggaaigagtcggaté
CEEETEEETE TR e e e e e e e e
GGAGT TGGTCTTTGCAGGACTATACCT GGCGGCAGGGAATGAGT CCGATG

tgaaagatcéagagggcagiggcctgaggitatacggyaitattcgccgi

7900

7950

7950

8000

8000

8050

8050

8100

8100

8150

8150

8200

8200

8250

8250

8300

8300

8350

8350

8400

8351

8450

8390

8500

8434

8550

8460

8600

8510

8650



Anhang

134

8511

8651

8561

8701

8611

8751

8661

8801

8711

8851

8761

8901

8811

8951

8861

9001

8911

9051

8961

9101

9011

9151

9061

9201

9111

9251

9161

9301

9211

9351

LLEEETTE e e e e e e e e
TGAAAGAT CGAGAGGGCAGT GGCCTGAGGT TATACGGTATTAT TCGCCGT

tcaaacggtégcatgacgggagggctgctétcagcaccgggcgtccccgé
AR

R AR AR RN AR AR RARR
TCAAACGGT AGCAT GACGGGAGGGCT GCTATCAGCACCGGEECGTCOCCGL

cgcct ccccat cact ggacacaagct cgggccccaccaggt caaagccgce

AR AR R AR AR
CGCCTCCCCATCACT GGACACAAGCT CGGGOCCCACCAGGT CAAAGCCGL

tgccgttggcct cat aaaagt cat acacgccat agt gt t ccagcat aaag

R AR AN AR R RN RN AR AR
TGCCGT TGGCCTCATAAAAGT CATACACGCCATAGT GTTCCAGCATAAAG

atgcgggggicctctgtctéraaggcctcéggtagaaaaiagagatgcaé

R AR R AR AR AR Y
ATGCGGGGGT CCTCTGT CTCAAAGGCCT CGGGTAGAAAATAGAGATGCAC

gcaagtgtaétgggcccctQgtgcccccaégtactgcagéatgtcgtgcé

AR RN
GCAAGT GTACT GGGECCCCT GGTGCCCCCACGT ACT GCAGGAT GTCGTGCG

cataggtgcigactctgacétgggcggggétgcccggggécgcatcctté
AR R AN R R AR RN RREERRAERAAEE
CATAGGTGCTGACTCTGACAT GGGECGEEEGEGTGCCCEEEECCECATCCTTC

tggcagtgggggtcaaacaégtagaaggagccatctgtcicgatgatgai

AR AR R RN R AR
TGGCAGT GEGGGT CAAACAAGT AGAAGGAGCCAT CTGTCTCGATGATGAT

?g

cccccgtétagatgtcgéagatgtagaégatgaactgégccaccccgi
[LETTTT

RN R A AN AN RN
AGAT GTCGCAGATGT AGAGGAT GAACT GGGCCACCCCGT

tgtaactgcégtgcaggacétcggccaggéactgaacaa&tgccgagtti

R AR AR A R AR R AR AR RN RN
TGT AACT GCCGT GCAGGACCT CGGCCAGGGACTGAACAACT GCCGAGTTT

gcgatctggécagggaataégacgaggccéaagatctccéccgagcggté

AR AR AR AR AR A NN RRRARA NN
GCGATCTGGGCAGGGAATAGGACGAGGCCAAAGAT CTCCGCCGAGCGGTA

tatgtgcacgcgcccaccgéccctcaggaécacggagctQggcacgtccé

AN AR AR AR AR AR
TATGT GCACGCGCCCACCGOCCCT CAGGACCACGGAGCT GBGCACGT CCG

tcaactgggécatctcgtgécccttgaggétgccgctctégcgcatgagé

AR R AR AR RN
TCAACTGGGCCATCTCGT GOCCCT TGAGGAT GCCGCTCTGGCGCATGAGG

gcatccagcégcgccccctégtccaggacétcgtccagcicagggcgggé

AR AR AR R A AR AR R AR AN
GCATCCAGCCGOGCCCCCTCGT CCAGGACCT CGT CCAGCT CAGGGCGGGA

ggtcaggggécggccggccéggaagctctigaccaggtaéaggacgcagi
R R R AR R AR RN
GGT CAGGEEGECGECCEECCAGGAACGCT CTTGACCAGGT AGAGGACGCAGT

tgctgacgcéctggatgccégcaaagcggécaaacttgcégtgggcctgé
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9261

9401

9311

9451

9361

9501

9411

RN RN R A RN AR ARNRRA AN
TGCTGACGCACT GGATGCCGGCAAAGCGGECCAAACT TGCAGTGGGCCTGG 9310

ttgcacgagéccgtgcctaégatgcggagégccgagcctécactcccgcé 9450

RN R AN A AR A AR RAAAN AN
TTGCACGAGGCCGT GCCTAGGAT GOGGAGGGCCGAGCCTCCACTCCCGCC 9360

cccgggggcéttcacatccétggtcctgaitccgcgcacégggccggtté 9500

AR AR AN R A R RN AR
CCCGGGGGCAT TCACATCCAT GGTCCT GATTCCGCGCACGGGECCGGTTC 9410

cccgggtgcéctggctttgéccccagtcgécgttactcaf 9540

AR AR AR AR AR AR RNy
CCCGGGTGCGCTGECT TTGCCCCCAGT CGCCGT TACTCAT 9450
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A.2. Nukleinsduresequenz des BPLF1-cDNA-Abschnittes aus dem
Virus-Stamm P3HR-1

1 gtctttccga aggagcecectg gecttagetg ggggtgtggg tgectggetg aacctagecg

61 ctgcggctga cggtgaaatt catgagctaa cacggctcct ggaagtcgag ggcat ggccc
121 agaactccat ggatggcatg gaggagctga ggttggctct ggccacgttg gaccccaagc
181 gggtcgcagg gggcaaggag accgtcgcag actggaaaag gcgcctctce cgactggagg
241 ccatcatcca ggaggcccag gaagagtccc agetgcaggg aacgctgcag gatctggtca
301 cccaggccag gggcecacacc gacccgegec agctcaagat cgtggtggag getgeccaggg
361 gccetggcegct tggggcecteg getggeteee agtatgeact cctcaaggac aagctgetge
421 gctatgectc ggccaagcag agtttcetgg ctttttacga gaccgceccag cctaccgttt
481 tcgttaagca tcccttgacc aacaacctge cecctectcat cacgatttcg gcaccaccaa
541 ctggatgggg caatggagcc ccgacccgge gggcacaatt tctggcggeg gcagggecgg
601 cgaaatacgc cggcaccctc tggctggaaa cagagtctce ctgcgacccc cttaaccegg
661 cctacgtctc cgcagacacc caggagccgc tcaactacat cccegtctac cacaactttc
721 tggaatatgt catgcccacc gtgctggaga acccagaggc cttttccctg accccagecg
781 gacgccccca agctattggt cccccgecagg atgaccaaga gaggaggaga agaaccctgg
841 ccagtgtagc ttccgececge ctmagegecg ccgecgecga ctectactgg gacacctgge
901 ccgacgtgga gtccaacgcc ggggagctgce ttcgggaata cgtctttgcg cccaaagcecc
961 tgatggaaga cctggcagac aaccccattg tggccatgac gcttttagcg cacgccagtc
1021 tcatcgcctc taggaatcac cccccttatc cagccccggce cacagaccgg gaagttatte
1081 tattggaaca acgggagatg atggcgctgc tggtcggeac acatccggcec tacgetgecg
1141 ccttcctggg cgcecccatceg ttctacgcag gactcggcect ggtctcggct ctagcgagag
1201 atgggggttt gggagacctc ctgtcggact cggtcctcac ctacaggcetg gtcaggaatc
1261 cagcctccgg gagggggggce atgecctcaa ccacccgegg cagcaacgac ggggaagacg
1321 cgcgecegcect caccegecac cgcatcgecg gtccacccac cggcttcate ttettccagg
1381 acgcctggga ggagatggat acccgggcecg ccctetggece gecacceccgag ttettgggece
1441 tggtccacaa ccaaagtacg gcccgcegcecc gagectgcat getgetcctc gcacgecggt
1501 gcttcgcecc cgaggcecctt cagcagctct gg
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Anhang

A.3. Sekundarstrukturen des BPLF1-Proteins
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Anhang
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A.4. Ausgangsplasmide

'Sp6-Promotor
/ Hind 1 (277)

ColE1 origin

PCR-II-TOPO
3950 bp

Ampicilln Resistence ORF

‘Kanamycin Resistence ORF

Lacz
~ BanH [ (295)

~ EcoR 1 (326)
 EcoR1(344)
~ T7-Promotor

_ fl-or

Bgl Il (1303)

tac promotor -35
/
/. tac promoter -10

lac operator

_ Ribosome binding site for GST

Start codon (ATG) for GST

5'pGEX Sequencing Primer

\'Coding region for Thrombin cleavage

\coding region for thrombin cleavage

laclq gene
pGEXZT BanH | (931)
al
4948 bp
EcaR | (941)
3'pGEX Sequencing Primer
Bgl Il (13) B
 Ampr
Ampicillin ORF “CMV promotor
h g Hind Ill (890)
T7 Promotor
BarH 1 (908)
EcoR | (939)
Sp6 Promotor
pcDNA3
o 5446 bp
ColE1 origin
. \SV40 Promoter
\SV40 origin of replication

SVA40 poly A .

Neomycin ORF

~ EccR1(397)
~ FRT

bla

 EcR1(1359)

~Tc - Resistenz - Kassette

Hind Ill (3010)
FRT
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A.S.

Ampicillin

Plasmide zur Herstellung vonin vitro-transkribierten RNA-Sonden

Hind Il (277)
BarH 1 (295)
///,{?EccR 1 (326)
—BanH1(340)
__Hind Ill (346)

Bgl Il (755)
~ BPLFL-Frgl M13 reverse priming site
PCR-II-TOPO BPLF1/! ' Hind 1 277)
6031 bp ~ Sp6 promotor
_ BanH1(295)
— EcR1(326)
Bgl 11 (340)
__ BanH(2410)
Byl Il (3384) _ ECoR1(2425)
T7 Promotor Ampicillin pCR-II-TOPO BPLFL-Frg.l ___ BPLF1-Frg.ll
5997 bp
EcoR | (1957)
Kanamycin ~ BamH|1(2248)
Hind Ill (2371)
M13 reverse priming site Bglll (3350)’ \ Byl 11(2377)
5p6 promotor | EccRl(2391)
" Hind 1l 277) T7 promotor
~_BanH1(295) M13 (-20) forward priming site
 EcoR1(326)
~ BPLF1-361bp Frg.
~ EcoR | (696)
_T7 promotor
M13 (-20) forward priming site
pCR-II-TOPO BPLF1 361-RT-Frg.
4302 bp
M13 reverse priming site
Hind Il (277)
/SpG promotor
Bgl Il (1655) /" BanH1(295)
_ EcoR|(326)
— Bgl Il (340)

Kanamycin

Hind 111 (346)
- BPLF1-Frg.lvV
Ampicilli
mpiein—— pCR-II-TOPO BPLF1-Frg.IV
5745 bp
) . Byl (2125)
Kanamycin EcoR | (2139)
Bgl 11 (3098) "\ T7 promotor

‘M13 (-20) forward priming site
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A.6. Expressionsplasmide

Bl Il (13)
Ampicillin ORF 'CMV promotor
\ / Hind Il (890)
! _ BanH1(908)
 EcR1(939)

ColE1 origin
SV40 poly A

~

. T7 Promotor

Neomycin ORF Bgl Il (1479)
~ BanH1(3188)
SVA40 origin of replication I ~ EcoR 1(3479)
N ~® pcDNA3-BPLF1 gesamt
romoter
15217 bp
EcaR | (10710)
Spé Promotor
BanH | (10349)
h BPLF1 gesamt

‘BanH | (6477,
( ) tac promotor -35

tac promotor -10
/

/" lac operator
%

~ Ribosome binding site for GST

Start codon (ATG) for GST
—_ '5'pGEX Sequencing Primer
Hind 111 (937)

laclq gene

- BanH | (1060)
"EcR | (1351
pPGEX2T-BPLFI-Frg.I eR 131
6985 bp
_ BPLFI-Frgll

) . EccR|(2978)
N
Amp r 3'pGEX Sequencing Primer

tac promotor -35

/tac promoter -10
///Iac operator
Ri

bosome binding site for GST
~ Start codon (ATG) for GST
~ 5'pGEX Sequencing Primer

laclggene BanH | (931)

PGEX2T-BPLF1cDNAL,5m
6505 bp

~ BPLFL-cDNAL5Mm

~_BanH 1(2488)
EcoR | (2498)
\3‘pGEX Sequencing Primer

Amp r
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A.7. Plasmide fur die homologe Rekombination zur Herstellung eines
rekombinanten EBV

vector DNA (Split)
 EccR1(397)
rek2

-lactamase (Amp r).

vector DNA (Split)

__Flp-recombination site

pcplémucrekl/2
7102 bp

origin of replication a “tetracycline resistance protein (tetA);

Hind lll (4863) EcoR |(2207)
tetA mRNA
ekl 628 10 3076 of Tn10
Byl Il (4249) ) \
Hind Il (3858)/ / k“‘;lelR repressor mMRNA
Flp-recombination site’ ‘tetracycline repressor protein (tetR);

vector DNA (Split)
_ EcR1(397)

rekd
~__BanH1(1025)

-lactamase (Ampr)

vector DNA (Split)

Flp-recombination site

B o pcP16muc rek3/4 ) ) )
origin of replication _tetracycline resistance protein (tetA);
7332 bp
Hind Il (5093) /
> EcR1(2380)
> . AmMRNA
628 10 3076 of Tn10
—_—
v :
Hind 111 (4031) / \ tetR repressor MRNA
Flp-recombination site ‘tetracycline repressor protein (tetR);

vector DNA (Split)
_ EcR1(397)

) rek4
\_BanH1(1025)

-lactamase (Amprr)

vector DNA (Split)

Flp-recombination site

pCP16mucrekl/4

origin of replication _tetracycline resistance protein (tetA);

Hind 11l (5036)
EccR | (2380)

rekl tetA MRNA
Byl Il (4422) 628 t0 3076 of Tn10
Hind Ill (4031) .
Flp-recombination site'/ “‘}EtR repressor MRNA

‘tetracycline repressor protein (tetR);
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