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Einleitung

1. Einleitung

In der Transplantationsmedizin besteht seit langem ein stetig wachsender Mangel an zur
Verfugung stehender Spenderorgane, der dazu fuhrt, dass viele Menschen auf der
Warteliste versterben, bevor sie ein geeignetes Organ erhalten kdénnen. Eine viel
versprechende Alternative ist die Xenotransplantation, bei der tierische Zellen, Gewebe oder
Organe auf den Menschen Ubertragen werden. Als potentieller Organspender wird vor allem
das Schwein favorisiert. Neben immunologischen Hirden wie verschiedenen
AbstoRungsreaktionen und der mdglichen physiologischen Inkompatibilitat des
transplantierten Organs besteht die Gefahr der Ubertragung von bekannten und
unbekannten Mikroorganismen der Spendertiere auf den Menschen. Wahrend Bakterien und
Pilze durch Verabreichung von Antibiotika bzw. Antimykotika und durch spezifisch pathogen-
freie (SPF) Zuchtbedingungen aus den Schweineherden in der Regel eliminiert werden
kénnen, lassen sich einige Viren nur schwer beseitigen. Vor allem die Herpesviren gelten als
problematisch, da sie im Wirt lebenslang symptomlos persistieren und unter bestimmten
Bedingungen reaktiviert werden kdnnen. Schon in der Allotransplantation kann die
Reaktivierung von Herpesviren wie z.B. humanes Cytomegalievirus (HCMV), Epstein-Barr-
Virus (EBV) oder Humanes Herpesvirus Typ-8 (HHV-8) unter Immunsuppression zu grof3en
Komplikationen  beim  Patienten flhren. EBV verursacht bei medikamentds
immunsupprimierten Transplantatempfangern die ,Posttransplantation lymphoproliferative
disease® (PTLD), eine haufig letale Erkrankung. Eine ahnliche, lymphoproliferative
Erkrankung wurde in experimentell immunsupprimierten Schweinen beobachtet. Sie ist eng
mit dem porzinen lymphotropen Herpesvirus Typ-1 (PLHV-1) assoziiert, eines von drei vor
kurzem entdeckten, lymphotropen Herpesviren des Schweins. Einige Herpesviren sind in
ihren natlrlichen Wirten apathogen und kénnen jedoch bei Spezieswechsel schwere
Erkrankungen hervorrufen. Bei einer Transplantation von porzinen Organen auf den
Menschen bestiinde daher die Gefahr der Ubertragung von PLHV, mit schwer
einschatzbaren Folgen. Zur Abschatzung des Gefahrdungspotentials durch diese porzinen

Herpesviren sollte PLHV-1 molekular und funktional naher charakterisiert werden.
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2. Literaturubersicht

2.1 Organmangel - die Suche nach Alternativen zur Allotransplantation

Die Organtransplantation ist heute ein etabliertes Behandlungsverfahren der Medizin. Allein
in Deutschland wurden im Jahr 2005 ca. 4000 Organverpflanzungen vorgenommen. Dabei
liegt die Erfolgsrate der verschiedenen Transplantationen zwischen 75-90%. Leider kann der
standig wachsende Bedarf an menschlichen Spenderorganen nicht gedeckt werden, obwohl
die Bereitschaft zur Lebendspende z.B. von Nieren in den letzten Jahren zugenommen hat.
2005 warteten in Deutschland beispielsweise ca. 9000 Patienten auf eine Niere, es konnten
allerdings nur ca. 2000 Patienten tatsachlich ein Transplantat erhalten (Abb. 1). Wahrend
Nierenkranke mit Hilfe der Dialyse die Zeit bis zur Transplantation Gberbricken kénnen, ist
die Situation fur Patienten, die auf eine Herz-, Leber- oder Lungentransplantation warten,
deutlich kritischer. Aufgrund fehlender lebenserhaltender MalRhahmen versterben ca. ein
Drittel dieser Patienten auf der Warteliste, bevor ein geeignetes Transplantat zur Verfligung
steht. Um den Mangel an menschlichen Organen zu kompensieren, wird intensiv nach
Alternativen zur Allotransplantation gesucht. Die Md&glichkeit der Gewinnung komplexer,
vaskularisierter Organe aus Stammzellen (Malchesky, 2004) wird in naher Zukunft wohl

kaum klinische Realitat werden konnen.

Organtransplantationen und tatsachlicher Bedarf 2005
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Abb. 1 Darstellung der durchgefiihrten Organtransplantationen in Deutschland im Vergleich zum
tatsachlichen Bedarf.
Quelle: Eurotransplant http://www.eurotransplant.nl/
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Neben dem Tissue-Engineering (Tanczos et al., 1999), der Anzucht von Geweben und
Organen auf einer artifiziellen Matrix, wird die Xenotransplantation als mdgliche Alternative

favorisiert.

2.2 Xenotransplantation

Bei der Xenotransplantation (XT; xenos (griech.) = fremd) werden Zellen, Gewebe bzw.
Organe von einer Spezies auf eine andere Ubertragen. In Erweiterung der Definition wird
auch der ex vivo Kontakt von Korperflissigkeiten, Zellen, Geweben und Organen einer
Spezies mit denen einer anderen Spezies als XT bezeichnet. Die Idee, Organe von Tieren
zu verpflanzen ist nicht neu, und die ersten Bluttransfusionen vom Tier auf den Menschen
reichen bis ins 17. Jahrhundert zurtck (Deschamps et al., 2005). Zu Beginn des 20.
Jahrhunderts wurden dann die ersten Transplantationen von tierischen Geweben auf den
Menschen durchgeflhrt. 1905 pflanzte Princeteau (Princeteau, 1905) in Paris einem an
Uramie leidenden Madchen Teile von Kaninchennieren ein. 1909 dbertrug Ernst Unger
(Unger, 1910) in Berlin die Niere eines Rhesusaffen. 1923 transplantierte Harold Neuhof
(Neuhof, 1923) in New York die Niere eines Schafs. Aufgrund der hyperakuten
Abstoflungsreaktion bzw. der Unfunktionalitdt des transplantierten Organs war keine dieser
Operationen erfolgreich. Erst durch die Entwicklung von Immunsuppressiva wie den
Thiopurinen in den 60er Jahren wurden erste Erfolge in der Transplantationsmedizin erreicht.
1963 verpflanzte Keith Reemtsma (Reemtsma, 1964) die Niere eines Schimpansen unter
erstmaliger Verwendung von Immusuppressiva. Die Patientin Uberlebte neun Monate. Die
Entwicklung von Cyclosporin A, das aus dem Bodenpilz Tolypocladium inflatum isoliert
wurde, fuhrte in den 80er Jahren zu weiteren Erfolgen. Leonard Bailey (Bailey et al., 1985)
Ubertrug 1984 das Herz eines Pavians auf einen 12 Tage alten Saugling, genannt ,Baby
Fae“, der 20 Tage nach der Operation an den Folgen von AbstolRungsreaktionen verstarb.
Im Gegensatz zur Ubertragung von Organen ist die Transplantation von Zellen und
Zellverbanden wesentlich erfolgreicher. Zur Uberbriickung lebensbedrohender Situationen
bei Patienten mit Nieren- oder Leberversagen werden extrakorporale Unterstitzungssysteme
mit porzinen Zellen bereits erfolgreich genutzt. Dabei wird das Blut des Patienten durch
einen Bioreaktor geleitet, in dem metabolisch aktive Schweineleberzellen die Leberfunktion
Ubernehmen (Kamohara et al., 1998; Boneva et al., 2001). Die Transplantation von porzinen,
embryonalen Nervenzellen in das Gehirn von Parkinson-Kranken fuhrte zu einer deutlichen
Linderung der durch Dopamin-Mangel ausgelosten Symptome (Deacon et al., 1997). Zur
Behandlung von Diabetes wurden porzine Inselzellen des Pankreas erfolgreich implantiert
(Groth et al.,, 1998). Ein weiterer Ansatz besteht in der Verkapselung von porzinen
Langerhansinselzellen mit Alginaten, wodurch die Bindung von Antikdrpern unterdriickt wird

und die Gabe von Immunsuppressiva deutlich eingeschrankt wird (Aebischer et al., 1996).
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Die Implantation von Herzklappen des Schweins in den Menschen und die Verwendung von
Schweinehaut bei Verbrennungen sind schon seit lAngerem gangige Verfahren.

Aufgrund der nahen Verwandtschaft zum Menschen wurden zunachst nicht-humane
Primaten wie z.B. Schimpansen als Organspender in Betracht gezogen, da sie in Bezug auf
den Menschen eine hohe Kompatibilitdt in der Anatomie und Physiologie ihrer Organe
erwarten lieBen. Eine Transplantation zwischen phylogenetisch nah verwandten
(konkordanten) Spezies flhrt zu einer weniger heftigen Transplantatabstol3ung, die durch die
Entwicklung effektiverer Immunsuppressiva kontrolliert werden kénnte. Primaten zeichnen
sich allerdings durch eine lange Gestationszeit und geringe Nachkommenschaft aus, so dass
nicht genidgend Spendertiere zur Verfligung stehen wirden (Fishman, 1994). Neben der
kostenintensiven Haltung sind viele Primaten vom Aussterben bedroht und daher geschutzt.
Aufgrund der engen genetischen Verwandtschaft besteht auf’erdem ein erhebliches
Infektionsrisiko fur den Menschen (Allan, 1998; Denner, 2000). So verliefen Infektionen des
Menschen mit Ebola Virus, Marburg Virus oder dem Simianen Herpesvirus B mit hoher
Mortalitat (Smith et al., 1967; Johnson et al., 1996). Ein weiteres Beispiel fiur eine
Transspeziesubertragung vom Affen auf den Menschen ist das Simiane Immundefizienzvirus
(SIV), das sich nach Adaptation im Menschen zum humanen Immundefizienzvirus (HIV)
entwickelte (Gao et al., 1999).

Als Alternative zu den nicht-humanen Primaten wurde deshalb das Schwein als
Organspender favorisiert (Sachs, 1994; Auchincloss & Sachs, 1998). Schweine lassen sich
kostengunstig zichten, werden frih geschlechtsreif, haben eine hohe Reproduktionsrate und
ihre Organe ahneln denen des Menschen in Grée, Anatomie und Funktionalitdt. Zudem
werden Schweine als Organspender in der Bevdlkerung ethisch erheblich besser akzeptiert,
da sie schon lange als Nutztiere etabliert sind. Die seit Jahrtausenden bestehende enge
Koexistenz von Mensch und Schwein kénnte dafir sprechen, dass Schweine als
Organspender ein geringeres Infektionsrisiko darstellen als nicht-humane Primaten.
Dennoch kénnte die Verpflanzung von horizontal liegenden, porzinen Organen in die
Vertikallage im Menschen zu Beeintrachtigungen in der Funktionalitat des Organs flhren.
Das unterschiedliche Altern von Tier und Mensch, die unterschiedliche
Stoffwechselphysiologie z.B. von Leber und Niere oder die Synthese von porzinen Proteinen,
die im menschlichen Organismus nicht physiologisch wirken, sind zudem als problematisch
zu bewerten (Soin et al., 2001; Hammer & Thein, 2002).

Die XT bietet einige unbestreitbare Vorteile, wie die unbegrenzte Verfligbarkeit von Organen
und die damit verbundene Verklrzung der Wartezeiten. Dies wirde eine kontrollierbare
Planung der Operation erlauben, indem der Patient gezielt auf das Transplantat vorbereitet
wird. SchlieBlich bietet die XT die Chance, den illegalen Handel mit menschlichen Organen

zu mindern.
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2.2.1 Immunologische Hurden in der Xenotransplantation

Die groRten Hirden in der XT bestehen in der bisher nicht kontrollierbaren
AbstoRungsreaktion des Transplantates, der physiologischen Inkompatibilitdt des
Transplantates und der Gefahr der Ubertragung von Mikroorganismen. Die AbstoRung des
Xenotransplantates ist umso starker, je grolRer die phylogenetische Entfernung zwischen
dem Spendertier und dem humanen Rezipienten ist. Alle Sauger aufl’er Menschen und
Primaten besitzen auf der Endotheloberflache das Zuckerepitop Galactose-a-1,3-Galactose
(Gal-a-1,3-Gal). Die hyperakute Abstoflungsreaktion (HAR) beginnt bereits Minuten bis
Stunden nach der Transplantation und beruht auf der Reaktion praformierter, xenoreaktiver
Antikérper gegen Gal-a-1,3-Gal auf dem GefalRendothel des porzinen Transplantates
(Beckmann, 2000). Durch die Antikoérperreaktion sowie durch die Aktivierung des
Komplementsystems kommt es zu Schadigungen des endothelialen Gewebes der
Blutgefalle im Xenotransplantat und damit letztendlich zu dessen Absto3ung. Um die HAR
zu umgehen, wurden verschiedene Strategien entwickelt. Durch Verwendung von porzinen
Oligosacchariden, die Antikérper gegen Gal-a-1,3-Gal binden, versucht man deren
Zytotoxizitdt zu vermindern (Li et al., 1996). In einem anderen Ansatz wurden die
praformierten Antikérper durch Plasmapherese aus dem Serum entfernt (Brenner et al.,
2000). Mit der Zucht von transgenen Schweinen, in denen das Gen fir das Enzym a-1,3-
Galactosyltransferase ausgeschaltet ist, konnte die HAR deutlich unterdriickt werden, da
keine Expression von Gal-a-1,3-Gal auf der Endotheloberflache erfolgte (Lai et al., 2002;
Phelps et al.,, 2003). Die Abstollungsreaktion bei der XT wird aufRerdem durch die
physiologische Inkompatibilitdt zwischen den Spezies verstarkt, da die Komplementkaskade
normalerweise durch artspezifische Komplement-Regulatorproteine reguliert wird. So kommt
es, im Gegensatz zu Primaten als Organspender (konkordante XT), bei der Verwendung von
porzinen Organen in der Xenotransplantation (diskordante XT) zu einer Zerstérung des
Transplantates innerhalb weniger Minuten. Zur Inhibierung der Komplementkaskade wurden
transgene Schweine gezlchtet, die humane Komplement-regulierende Faktoren wie z.B.
hDAF (decay-accelerating factor, CD55; Schmoeckel et al., 1997; Lavitrano et al., 2002),
MCP (Membran-Cofaktor-Protein, CD46) oder Protectin (CD59; Byrne et al., 1997; Costa et
al., 2002) auf den Endothelzellen exprimieren. Bei Transplantation solcher porziner Organe
in Primaten konnte die HAR verzdgert werden (Cozzi et al., 2000; Schuurman et al., 2002).
Der Nutzen dieser genetischen Veranderung ist jedoch umstritten, da die Molekile CD55
und CD46 auch als zellulare Rezeptoren flir Masern- und Morbilliviren bzw. Echo-und
Coxsackie B-Viren dienen (Bergelson et al., 1994; Shafren et al., 1995). Dadurch kdnnten
CD46- und CD55-transgene Schweine empfanglich fur diese humanen Erreger werden. Es
besteht damit die Mdglichkeit, dass virale Zoonosen eher in Folge einer XT von Geweben

transgener als von unmodifizierten Schweinen auftreten. Trotz groRer Fortschritte in der
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Uberwindung der HAR treten in Folge weitere AbstoRungsreaktionen auf, die noch nicht
vollstandig verstanden sind. Dazu gehdren die akute, vaskulare AbstoRung, die T-Zell-
vermittelte Abstol3ung und die chronische AbstoRung (Logan, 2000; Dooldeniya & Warrens,
2003).

2.2.2 Viren - ein Risiko bei der Xenotransplantation

Neben den immunologischen Hirden bei der Transplantation porziner Organe besteht das
Risiko der Ubertragung von bekannten und unbekannten pathogenen Erregern auf den
menschlichen Transplantatempfanger und deren Adaptation an humane Zellen (Gunzburg &
Salmons, 2000; Boneva & Folks, 2004; Fishman & Patience, 2004). Damit besteht die
Gefahr der Entstehung von Xenozoonosen (Michaels & Simmons, 1994; Onions et al., 2000;
Ludwig et al., 2003). Das Risiko einer Ubertragung kann zum einen durch die Verabreichung
von Immusuppressiva (Cyclosporin, Cyclophosphamied, Prednisolon etc.) erhdht sein, da so
die Immunabwehr von Krankheitserregern eingeschrankt ist und es in Folge zu einer
Reaktivierung und Replikation von pathogenen Mikroorganismen kommen kann. Zum
anderen werden unter den Bedingungen der XT die Organe und Gewebe unter Umgehung
mukosaler o.a. antimikrobieller Abwehrmechanismen direkt in den Menschen eingefiihrt. Das
Ubertragungsrisiko fiir Mikroorganismen kann jedoch durch spezifiziert und qualifiziert
pathogenfreie (SPF) Zuchtbedingungen der Spendertiere und durch die Anwendung von
Antibiotika, Antimykotika und Impfstoffen reduziert werden (Fishman, 1998). Die Aufzucht
und Haltung der Spendertiere erfolgt dabei unter hohen Hygienestandards, wie die Geburt
der Nachkommen durch Kaiserschnitt und die Trennung der Ferkel von der Mutter durch
Barrierehaltung. Die meisten porzinen nicht-viralen und viralen Erreger kénnen durch diese
VorsorgemalRnahmen eliminiert werden. Viren, deren Genom sich in das Erbmaterial der
Wirtszelle integriert (z.B. Retroviren) oder solche, die lebenslang im Wirt latent persistieren
(z.B. Herpesviren), lassen sich allerdings nur schwer durch Impfung oder durch genetische
Knock-out-Technologien  eliminieren.  Retroviren  kénnen zu  Tumor- und/oder
Immunschwacheerkrankungen fihren. Beim Schwein wurden bisher drei Klassen der
porzinen endogenen Retroviren (PERV-A, PERV-B, PERV-C) identifiziert, die im
Schweinegenom integriert vorliegen (Patience et al., 2001). Die Infektion von humanen
Zellen durch PERV und deren erfolgreiche Replikation in diesen Zellen birgt das Risiko der
Ubertragung von PERV auf den Xenotransplantatempfanger (Patience et al., 1997; Specke
et al., 2001). Die Untersuchung von Patienten, die entweder Nervenzellen zur Behandlung
von Parkinson oder porzine Pankreaszellen zur Behandlung von Diabetes erhielten, zeigten
allerdings keine Anzeichen einer PERV-Infektion (Patience et al., 1998; Paradis et al., 1999;
Irgang et al., 2003).
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Einige der porzinen Virusinfektionen sind zoonotisch, wie das jungst beschriebene Nipah-
Virus des Schweins (Meng et al., 1998; Farrar, 1999). Schweine stellen in Kontakt mit
Voégeln ein Reservoir fur Influenzaviren dar, die durch Neuordnung ihres Genoms zur
Entstehung neuer Virusstdmme fluhren. Die Influenza-Pandemie von 1918 mit 20 Mio.
Todesopfern geht mit groBer Wahrscheinlichkeit auf den Vogel-Influenza-Virus Subtyp H1N1
zurlck (Taubenberger et al., 1997). Auch andere porzine Viren, wie z.B. das porzine
Hepatitis E Virus (Meng et al., 1997), das porzine Cytomegalievirus (Clark et al., 2003) oder
die porzinen Circoviren Typ-1 und Typ-2 (Mankertz et al., 1997, 2000) stellen mogliche
Risiken fir eine Zoonose dar.

Herpesviren koénnen in ihrem Wirt lebenslang persistieren und unter bestimmten
Bedingungen reaktiviert werden. In der Allotransplantation kann die Ubertragung und
Reaktivierung von Herpesviren wie z.B. HCMV, Humanes Herpesvirus Typ-6 (HHV-6),
Humanes Herpesvirus Typ-7 (HHV-7), EBV und HHV-8 unter Immunsuppression zu grofl3en
Komplikationen fihren, da diese Erreger zur Entwicklung Iebensbedrohender,
opportunistischer Infektionen wie z.B. Hepatitis, Lungen- und Hirnhautentziindung beitragen
kénnen (Feranchak et al., 1998; Giriffiths et al., 1999; Tolkoff-Rubin, 1998; Kotton & Fishman,
2005). Besonders geflrchtet ist HCMV, das bei ca. 80% der Transplantatempfanger
Ubertragen wird und unter bestimmten Voraussetzungen zu Grippe- und Mononukleose-
ahnlichen Erkrankungen, Gastritis, Osophagitis oder Leukopenie sowie
TransplantatabstoBung flUhren kann (Reinke et al., 1999). Die EBV-assoziierte post-
transplantation lymphoproliferative disease (PTLD) tritt nach der Allotransplantation bei ca.
10% der Transplantatempféanger auf, haufig mit tédlichem Verlauf (Ferry et al., 1998). Ein
vermehrtes Auftreten des HHV-8-assoziierten Kaposi Sarkoms wurde in ca. 5% der
Transplantatempfanger beobachtet (Singh, 2000; Vieira et al., 2001). Zudem ist bekannt,
dass Herpesviren, die beim naturlichen Wirt apathogen sind, bei Spezieswechsel ein hohes
pathogenes Potential entwickeln kdénnen (Tab.1; Reid & Buxton, 1989; Fleckenstein &
Desrosiers, 1982). Das Herpes B Virus verursacht in seinem Hauptwirt, dem Rhesusaffen
eine asymptomatisch verlaufende Infektion, fihrt jedoch bei Infektion des Menschen zu einer
schweren Enzephalitis mit letalem Ausgang (Holmes et al., 1995).

Bei Koinfektionen mit Herpesvirusspezies kann es zur Reaktivierung der Viren durch
gegenseitige Stimulation kommen. Aufllerdem kdnnten durch Rekombinationsereignisse
neue Virusspezies entstehen. So ist vorstellbar, dass die porzinen Herpesviren mit
verwandten humanen Herpesviren wie EBV, HHV-6, HHV-7 oder HCMV, die eine hohe
Pravalenz in der menschlichen Bevdlkerung haben, rekombinieren und Viren mit neuen
Eigenschaften hervorbringen. Virale Koinfektionen kdnnen das Krankheitsbild modulieren,
die Pathogenitdt der Viren verstarken und 2zu einer gesteigerten, kumulativen

Immunsuppression im Wirt fuhren (Singh, 2005). HHV-6, ein Vertreter der humanen
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B-Herpesviren, flhrt beispielsweise durch Induktion der Expression des EBV BZLF1-Proteins
zur Reaktivierung von EBV, einem y-Herpesvirus (Flamand et al., 1993). Infolge wurde in
immunsupprimierten Patienten verstarkt das Auftreten von EBV-positiven non-Hodgkin-
Lymphomen beobachtet (Hanto et al., 1985). HHV-6 induziert auRerdem den lytischen
Infektionszyklus von HHV-8 und scheint ein wichtiger Kofaktor bei der Entwicklung des
Kaposi Sarkoms zu sein (Lu et al., 2005). Das humane CMYV fihrt ebenfalls zur Stimulation
HHV-8-Replikation
malfdgeblich (Vieira et al., 2001). Innerhalb der p-Herpesviren induziert HHV-6 den lytischen

der und beeinflusst damit die HHV-8-assoziierte Pathogenese
Vermehrungszyklus von HCMV, was zu einem Funktionsverlust und zu einer vorzeitigen
Abstoflung des transplantierten Organs fuhren kann (Ljungman et al., 2002). Die Interaktion
von HCMV mit HHV-6 beeinflult aullerdem die

Krankheitsverlauf.

Infektiositat der Virionen und den

Tabelle 1: Transspeziesubertragungen bei Herpesviren

Subfamilie Spezies Naturlicher  Erkrankung/ Fremdwirt Erkrankung/
Wirt Infektionsverlauf Infektions-
im natiirlichen verlauf im
Wirt Fremdwirt
Herpes B Rhesusaffe apathogen Mensch Enzephalitis,
Virus fatal
. Herpes- Mensch Hautaffektionen Gibbon Enzephalitis,
a-Herpesviren  Simplex-Virus fatal
Pseudorabies- Schwein Aujezky’sche Rind, Enzephalitis,
virus Krankheit Hund, fatal
Katze, Aujezky’sche
Krankheit
Elefanten- Afrikanischer apathogen Asiatischer ~ Systemische
B-Herpesviren herpesvirus Elefant Elefant Hamorrhagien,
fatal
Epstein-Barr- Mensch Infektiose Krallenaffe, Lymphom,
Virus Mononukleose, Eulenaffe maligne
Lymphome,
maligne
Herpesvirus Totenkopf- apathogen Griine T-Zell-Lymphom,
saimiri affe Meerkatze, maligne
. Krallenaffe,
y-Herpesviren Eulenaffe
Ovines Schaf apathogen Rind, Bosartiges
Herpesvirus Schwein Katarrhalfieber,
Typ-2 fatal
Alcephalines Gnu apathogen Rind Bosartiges

Herpesvirus
Typ-1

Katarrhalfieber,
fatal
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Die Bildung von Komplexen zwischen den Glykoproteinen gH und gL von HCMV und HHV-6
spielt eine groRe Rolle in der Virus-induzierten Zellfusion und foérdert die Ausbreitung der
Viren von Zelle zu Zelle durch die Bildung von Syncytien (Anderson et al., 1996; Campadelli-
Fiume et al., 1999). Virusreaktivierungen treten nicht nur zwischen Herpesviren auf, sondern
betreffen auch Vertreter unterschiedlicher Virusfamilien. Hepatitis C Virus (HCV)-infizierte
Lebertransplantatempfanger trugen beispielsweise ein groReres Risiko fur die Entstehung
einer Fibrose und Zirrhose, wenn eine Koinfektion mit HCMV vorlag (Burak et al., 2002;
Razonable et al., 2002). Herpesviren scheinen allgemein die Replikation von HIV zu
modulieren, in dem sie den HIV long terminal repeat (LTR) transaktivieren (Davis et al.,
1987; Mosca et al., 1987; Caselli et al., 2001). Die Aktivierung des HIV LTR wurde fir EBV
BRLF1 gezeigt (Quinlivan et al., 1990). Wahrend HHV-6 die HIV-Infektion beschleunigt
(Knox & Carrigan 1992), induziert HHV-8 die HIV-Replikation in vitro und in vivo (Mercader et
al., 2001; Caselli et al., 2005). Umgekehrt stimuliert HIV den lytischen Infektionszyklus von
HHV-8, indem es die Expression von HHV-8 ORF50 stimuliert (Varthakavi et al., 1999,
2002). Daher wird HIV als wichtiger Kofaktor bei der Entwicklung des Kaposi Sarkoms
diskutiert (Varthakavi et al., 2002).

2.3 Die Familie Herpesviridae

Der Name Herpesvirus leitet sich vom griechischen Wort herpein ,kriechen® ab und weist auf
die kriechende Ausbreitung des durch das Herpes-Simplex-Virus verursachten
Hautausschlages hin. Die Gruppe der Herpesviren gehdrt mit Gber 100 Spezies zu den
groten Virusfamilien. Ihr Wirtsspektrum umfasst die unterschiedlichsten Wirbeltiergruppen,
von Fischen, Fréschen und Katzen bis hin zu den Affen und Menschen. Die Familie der
Herpesviridae unterteilt sich in drei Subfamilien, die sich in ihrer Pathogenitat, dem Zelltyp,
den sie infizieren, und ihren Vermehrungseigenschaften sowie ihrer Phylogenie
unterscheiden. Die a-Herpesviren infizieren ein breites Spektrum von Zellen, vermehren sich
in vitro mit kurzen Replikationszeiten und zeigen eine schnelle Ausbreitung in der Zellkultur.
Vertreter dieser humanen a-Herpesviren sind die Herpes-Simplex-Viren HSV-1 und -2, sowie
das Varizella-Zoster-Virus (VZV), die in den Nervenzellen persistieren und einen
blasschenartigen Hautausschlag verursachen (Tab. 2). VZV verursacht als Erstmanifestation
die Windpocken und kann nach Reaktivierung zur Entwicklung einer Girtelrose fuhren. Die
p-Herpesviren, wie z.B. HHV-6, HHV-7 und HCMV besitzen ein enges Spektrum an
infizierbaren Zellen, die in der Zellkultur deutlich vergréRert erscheinen. Die Vermehrung und
Ausbreitung in vitro erfolgt nur langsam. HHV-6 ist die infektidse Ursache des Drei-Tage-
Fiebers bei Kleinkindern. Nach dem Fieber tritt auBerdem ein feinfleckiges Exanthem im
Bereich des Nackens auf, das sich auf Gesicht und Extremitaten weiter ausbreiten kann. Bei

Organrezipienten kann eine HHV-6 Reaktivierung Pneumonien sowie Enzephalitiden zur
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Folge haben (Knox & Carrigan, 1994; Gentile, 2000; MacLean & Douen, 2002). HHV-7 ist
ebenso wie HHV-6 in der Bevdlkerung weit verbreitet und kann ebenfalls das Drei-Tage-
Fieber und Exanthema subitum bei Kindern verursachen. HCMV verursacht beim Menschen
die Zytomegalie. Pra- oder perinatale HCMV-Infektionen kdnnen zu Schadigungen der
Embryonen oder neugeborener Kinder fihren. Ca. 10% der pranatal infizierten Kinder
entwickeln die Cytomegale Einschlusskérperchenkrankheit, die sich in Thrombocytopenie,
Hoérschaden und Entwicklungsdefekten aufgrund der Infektion des zentralen Nervensystems
aulert (Modrow, 2003). Unter Immunsuppression kann eine HCMV-Infektion zu schweren
Komplikationen im Transplantatempfanger fihren (Tab. 2). Die Symptome reichen von
Grippe- bzw. Mononukleose-ahnlichen Erkrankungen bis hin zu Pneumonien, Hepatitis,
Retinitis, Gastritis bzw. Enzephalitis oder auch zur AbstoRung des Transplantates (Reinke et
al., 1999). HCMV wird als wichtigste, infektidse Ursache fir die Morbiditat und Mortalitat
nach einer Allotransplantation gesehen.

Die y-Herpesviren zeichnen sich durch ein sehr enges Wirtszellspektrum mit
unterschiedlichen Replikationszyklen aus und persistieren lebenslang entweder in B- oder T-

Lymphocyten.

Tabelle 2: Humane Herpesviren und ihre Erkrankungen

Subfamilie

a-Herpesviren

B-Herpesviren

y-Herpesviren

Spezies

Herpes-Simplex-Typ-1
(HSV-1)

Herpes-Simplex-Typ-2
(HSV-2)

Varizella-Zoster-Virus
(VZV)

Humanes
Zytomegalievirus
(HCMV)

Humanes Herpesvirus
Typ-6 (HHV-6)

Humanes Herpesvirus
Typ-7 (HHV-7)

Epstein-Barr-Virus
(EBV)

Humanes Herpesvirus
Typ-8 (HHV-8)

Erkrankung im Menschen

Herpes labiales; Herpesinfektion im Bereich der
Lippen; selten Enzephalitis

Herpes genitalis; Herpesinfektion im Bereich der
Geschlechtsorgane

Herpes zoster; Windpocken (Primarinfektion),
Glrtelrose (Sekundarinfektion); selten Enzephalitis

Zytomegalie (Speicheldriisenerkrankung);
CMV-Pneumonie, CMV-Sialoadenitis, Kolitis
pranatal: Cytomegale Einschlusskorperchenkrankheit
(zerebrale Schaden, Augendefekte, Taubheit)

Drei-Tage-Fieber, Exanthema subitum bei Kindern;
Pneumonien, Enzephalitis

Drei-Tage-Fieber, Exanthema subitum bei Kindern;
Infektiose Mononukleose u. ahnliche Erkrankungen

Infektiose Mononukleose (Pfeiffersches Driisenfieber),
Hodgkin-Lymphom, Non-Hodgkin-Lymphome (u.a.
Burkitt-Lymphom), Nasopharynxkarzinom, PTLD

Kaposi Sarkom, primares Effusionslymphom,
Castelman’sche Erkrankung
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Die lytische Infektion verlauft in Epithel- oder Fibroblastenzellen. y-Herpesviren besitzen ein
onkogenes Potential und sind haufig mit Tumorerkrankungen assoziiert (Reid & Buxton,
1989; Knecht et al., 1997; Whitby & Boshoff, 1998). EBV ist der Erreger der infektidsen
Mononukleose (Niedobitek et al., 1997) und ist an der Entstehung einiger
Tumorerkrankungen in Afrika und Asien ursachlich beteiligt, wie z.B. dem Burkitt-Lymphom,
dem Hodgkin-Lymphom und dem Nasopharynxkarzinom (Epstein et al., 1964; Herbst, 1996;
Raab-Traub, 1987). In Transplantationspatienten kann unter Immunsuppression eine
lymphoproliferative Erkrankung (posttransplantation lymphoproliferative disease, PTLD)
auftreten, die bei ca. 50% der Erkrankten zum Tode fuhrt (Hsieh et al., 1999; Huang et al.,
2001). Die PTLD &aufert sich durch eine Expansion der B-Lymphozyten, die von einer
polymorphen Proliferation bis hin zu einem monoklonalen Lymphom reichen kann (Hopwood
& Crawford, 2000). 90-95% der proliferierenden B-Lymphozyten sind EBV-positiv (Huang et
al., 2001; Mclnnes et al., 2002). Die Pathogenese der EBV-assoziierten B-Zell-Tumoren
nach der Transplantation ist bislang nur unzureichend geklart. Vermutlich ermdglicht ein
Mangel an zytotoxischen T-Zellen die Proliferation transformierter Lymphozyten (Quaia et al.,
2000). Ein weiterer Vertreter der humanen y-Herpesviren ist HHV-8 oder KSHV (Kaposi
Sarkom-assoziiertes Herpesvirus), das infektidse Agens des Kaposi Sarkoms (Schulz, 2000;
Verma & Robertson, 2003). Das Kaposi Sarkom ist eine vor allem bei AIDS-Patienten
auftretende Krebserkrankung der Haut und mit Abstand der haufigste Krebs in Afrika (Chang
et al., 1994). Bei Transplantationen besteht aulferdem ein erhdhtes Erkrankungsrisiko
aufgrund der Verabreichung von Immunsuppressiva. Aullerdem ist HHV-8 an der
Entstehung weiterer Karzinome wie dem primaren Effusionslymphom (primary effusion
lymphoma) und der Castleman’schen Erkrankung (multicentric Castleman’s disease) beteiligt
(Soulier et al., 1995; Cesarman et al., 1995).

Tierpathogene Herpesviren verursachen zum Teil schwere und wirtschaftlich bedeutende
Infektionskrankheiten. Dazu zahlen z.B. die equinen Herpesviren Typ 1-5 (EHV-1 bis EHV-
5), die bovinen Herpesviren Typ 1-2 (BoHV-1 bis BoHV-2) und das Pseudorabiesvirus (PRV)
des Schweins. Beim Gefligel sind das Infektidse-Laryngotracheitis-Virus (ILTV) und das

Marek-Disease-Virus (MDV) zu nennen.

2.3.1 Struktur und Morphologie von Herpesviren

Herpesviren sind behillte DNA-Viren mit einem Durchmesser von 150-200 nm. Das
ikosaedrische Kapsid mit einem Durchmesser von 100 nm besteht aus 162 Capsomeren und
umschliet das Virus-Core (Abb. 2). Darin liegt das doppelstrangige, lineare DNA-Molekll
mit einem Molekulargewicht von 120-230 kbp assoziiert an eine fibrillare Proteinmatrix vor.
Die Varianz im Molekulargewicht wird teilweise durch eine unterschiedliche Anzahl von

Sequenzwiederholungen (repeats) bestimmt, die sich innerhalb des Genoms (IR=internal
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repeat) oder an den Genomenden (TR=terminal repeat) befinden. Aufgrund der
unterschiedlichen Anzahl der IR bzw. TR und ihrer Position auf dem Genom werden die

Herpesviren in sechs Gruppen (A-F) unterteilt.

Kapsid
Tegument
virales DNA-Genom

£ Hilmembran

Glykoproteine

Copyright 1994 - "97 Marko Reschke

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Herpesvirus.
Quelle: The Big Picture Book of viruses
www. virology.net; modifiziert

Das herpesvirale Genom kodiert auf beiden Strangen fir ca. 100 Genprodukte, beim HCMV
sogar fur ca. 200 Genprodukte. Die herpesvirale Hiullmembran leitet sich primar von der
inneren Kernmembran der Wirtszelle ab, wird allerdings spater entfernt und durch die
Membran der trans-Golgi-Vesikel ersetzt. Sie enthalt bis zu 12 virale Glykoproteine sowie 2
nicht-glykosylierte Polypeptide, die wichtige Funktionen bei der Adsorption der Partikel an
Zellrezeptoren, bei der Penetration und Aufnahme sowie bei der Induktion einer
schitzenden, neutralisierenden Antikdrperantwort erfillen (Modrow et al., 2003). Der
zwischen dem Kapsid und der Hille liegende Bereich wird als Tegument bezeichnet, das
eine morphologisch unstrukturierte Proteinmatrix mit ca. 20 verschiedenen Virusproteinen
darstellt. Die Tegumentproteine gelangen bei der Infektion in die Zelle und erfullen wichtige
regulatorische Funktionen in der Frihphase des Replikationszyklus. Der a-TIF-Faktor (a-
trans-inducing factor) des HSV aktiviert beispielsweise zusammen mit dem zellularen

Transkriptionsfaktor Oct-1 die Transkription viraler immediate early-Genpromotoren.
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2.3.2 Der herpesvirale Vermehrungszyklus

Die Infektion einer Zelle geschieht Uber die Adsorption der Viruspartikel an Rezeptoren der
Oberflache der Zielzelle (attachement). Epstein-Barr-Viren adsorbieren beispielsweise Uber
den gp350/220-Komplex an den CD21/CR2-Rezeptor der Zellmembran. Vertreter der o-
Herpesviren binden unter anderem Uber die Glykoproteine gB wund/oder gC an
Heparansulfat-Proteoglykan auf der Oberflaiche eukaryoter Zellen. AnschlieRend fusioniert
die Virushillle mit der Zellmembran (penetration) und das Nukleokapsid gelangt zusammen
mit dem Tegument in das Zytoplasma der Zelle. Das Kapsid wird mit Hilfe von Mikrotubuli zu
den Kernporen transportiert, durch die das virale Genom in das Nukleoplasma entlassen
wird (uncoating). Die lineare Virus-DNA zirkularisiert und liegt als Episom im Kernplasma vor.
Die Expression des viralen Genoms erfolgt in einer zeitlich geordneten Reihenfolge, die man
als sehr frlhe (immediate early), frihe (early) und spate (late) Genexpression bezeichnet
(Modrow, 2003). Die immediate early-Gene kodieren gewdhnlich fir Regulatorproteine, die
die Expression der viralen early-Gene regulieren und die virale Replikation einleiten. Die
Transkription der immediate early-Proteine verlauft mit Hilfe der RNA-Polymerase Il der
Wirtszelle, wobei die viralen Tegumentproteine als Transaktivatoren wirken. Die immediate
early-Proteine werden im Zellkern angereichert und regulieren dort die weiteren Schritte der
Virusvermehrung, indem sie die Aktivitat viraler und zellularer Promotoren beeinflussen. Die
Proteine der early-Phase vermitteln die Expression der late-Gene und kodieren haufig fur
Enzyme, die an der viralen Replikation beteiligt sind (z.B. DNA-Polymerase, Thymidinkinase,
Helikase, Primase). Die herpesvirale lytische DNA-Replikation findet im Gegensatz zu den
meisten anderen Viren in Zellen statt, die sich nicht in der S-Phase des Zellzyklus befinden.
Bestimmte virale Proteine (z.B. EBV BZLF1) blockieren den Zellzyklus in der G1/G0-Phase
und verhindern den Ubergang in die S-Phase (Flemington, 2001). Dies ist vorteilhaft, da das
Virus nicht um freie Nukleotide mit der zellularen DNA-Polymerase konkurrieren muss.

Die Replikation der Virus-DNA beginnt am lytischen Replikationsursprung (Ori.,) und verlauft
nach dem Mechanismus der o-Replikation bzw. des rolling circle Uber die virale DNA-
Polymerase. Durch Bindung bestimmter Proteine an den Oriy (z.B. BZLF1 bei EBV) wird die
Anlagerung des Komplexes aus viraler DNA-Polymerase, Helikase und Primase ermdglicht.
Eine bisher unbekannte, virale Endonuklease schneidet den DNA-Strang, so dass ein freies
3’-OH- und ein freies 5’-Phosphatende entstehen. Die Nukleotide werden mit dem 3’-OH-
Ende als Primer und unter Verwendung des geschlossenen DNA-Stranges als Matrize
kontinuierlich ansynthetisiert. Das 5’-Ende wird fortlaufend vom Matrizenstrang geldst und
durch Bildung von kurzen RNA-Primern bzw. Okazaki-Elementen zum Doppelstrang erganzt.
So bildet sich ein DNA-Strang, der vielfache Einheiten des Virusgenoms in konkatemerer
Anordnung enthalt (Modrow, 2003). Ungefahr zeitgleich mit der viralen Replikation erfolgt die

Expression der Jate-Gene, die vorwiegend fur Strukturproteine (z.B. Glykoproteine,
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Kapsidproteine, Tegumentproteine) kodieren. Ein Teil der Glykoproteine wird zur
Zelloberflache transportiert und in die Zytoplasmamembran integriert. Gegen diese Proteine
richtet sich die antikérpervermittelte, zytotoxische T-Zell-Antwort, die zur Lyse der damit als
infiziert erkennbaren Zellen fuhrt. Der Zusammenbau der verschiedenen Strukturproteine
erfolgt im Zellkern und fuhrt zundchst zu Partikelvorlaufern, die keine DNA enthalten
(assembly). Die aus der DNA-Replikation hervorgegangenen DNA-Konkatemere werden in
lineare Monomere zerschnitten und in die Kapside verpackt. An die nun DNA-haltigen
Kapside binden Tegumentproteine, die zuvor mit der inneren Kernmembran assoziieren. Die
Membran stulpt sich an diesen Stellen aus und umhiillt die Kapside, die sich zwischen
innerer und aulierer Kernmembran angesammelt haben (budding). Nach dem Transport der
Kapside durch das Endoplasmatische Retikulum zum Golgi-Apparat erfolgt die Freisetzung
infektidser Partikel durch Verschmelzung mit der Zellmembran (/ysis). Das Virus kann sich
jedoch auch durch Zell-Zell-Kontakt oder Zellfusion ausbreiten.

Neben dem lytischen Replikationszyklus haben Herpesviren die Fahigkeit latent in der Zelle
zu persistieren. Die virale DNA liegt als extrachromosomales Episom im Zellkern der
infizierten Zelle vor. Die Produktion infektidser Viruspartikel unterbleibt. Nur eine begrenzte
Anzahl von Genen wird exprimiert, die zur Etablierung und Aufrechterhaltung der Latenz
notwendig sind. Bei EBV sind beispielsweise die EBNA (Epstein-Barr virus nuclear antigen)-,
EBER (EBV-encoded RNA)- und LMP (latent membrane protein)-Gene bekannt (Kieff &
Rickinson, 2001), deren Expression zur Immortalisierung der B-Zellen fuhrt. Vor allem die
EBNA-Proteine (EBNA-LP, EBNA-2) induzieren den Ubergang von der GO- in die G1-Phase
des Zellzyklus und leiten damit die kontinuierliche Teilung der Zellen ein. Die Replikation der
viralen DNA in der latenten Phase beginnt am latenten Replikationsursprung (Orip) und
erfolgt parallel mit der Replikation der Wirtszell-DNA durch zellulare DNA-Polymerasen. EBV
EBNA-1 wird in allen latent infizierten Zellen exprimiert und ist Gber seine Bindung an den
Orip verantwortlich fur die episomale Virusreplikation (Modrow, 2003). Durch die zusatzliche
Interaktion von EBNA-1 mit der chromosomalen DNA wird gewahrleistet, dass das virale
Episom wahrend der Mitose zusammen mit den Chromosomen auf die Tochterzellen verteilt
wird. Diese Form der latenten Replikation ist allerdings spezifisch fur EBV und einige andere
Vertreter der y-Herpesviren. Dagegen persisitieren a-Herpesviren in Zellen, die sich nicht
teilen. Trotz der Expression von Latenz-Genen entkommt das Virus der humanen
Immunantwort. Spezielle Proteine wie z.B. EBV EBNA-1 unterdricken ihren proteasomalen
Abbau, so dass die MHC-Klasse I-abhangige Prasentation von EBNA-1 unterbleibt
(Levitskaya et al., 1995). Diese Zellen werden von den zytotoxischen T-Zellen nicht als fremd
erkannt und das Virus entgeht der Eliminierung. EBV LMP-1 wirkt Uber die Induktion der
Expression des zellularen Protoonkogens c-bcl-2 der Apoptose der EBV-infizierten Zelle

entgegen. Der zellulare Faktor NF-xB flhrt in latent Virus-infizierten Lymphozyten zur
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Hemmung der lytischen Virusreplikation, indem er die Transkription von immediate early-
Genen unterdriickt (Brown et al., 2003). Damit etabliert sich der virale Latenzzustand. Durch
bestimmte Umweltbedingungen wie z.B. Stress oder medikamentdse Immunsuppression

kénnen ruhende Herpesviren reaktiviert werden und der lytische Replikationszyklus beginnt.

2.4 Porzine lymphotrope Herpesviren (PLHV)

Bis 1999 waren beim Schwein nur zwei Herpesviren bekannt: das Pseudorabies-Virus (PRV)
(Wittmann & Rziha, 1989), ein Vertreter der o-Herpesviren, und das porzine
Cytomegalievirus (PCMV) (Tucker et al., 1999; Goltz et al., 2000), das zu den p-Herpesviren
gehort. Das PRV verursacht die Aujesky’sche Krankheit im Schwein, die vor allem in Ferkeln
mit  ausgepragten, zentralnervésen  Erscheinungen und  Entzindungen des
Respirationstraktes einhergeht (Plonait & Bickhardt, 1997; Sawitzky, 1997). Inzwischen steht
ein Impfstoff zur Verfigung, der zwar eine Infektion mit PRV nicht verhindert, jedoch den
Ausbruch der Erkrankung unterdriickt. PRV infiziert nahezu alle Sduger, wobei Primaten und
Einhufer eine hohe natlrliche Unempfindlichkeit haben. Eine Infektion von Hunden oder
Katzen endet dagegen schon nach wenigen Tagen letal. Fir den Menschen gilt PRV als
nicht infektios.

Eine Infektion mit PCMV verlauft im Schwein normalerweise symptomlos, obwohl das Virus
auch Totgeburten, Rhinitis und Pneumonien auslésen kann (Clark et al., 2003). Kritisch
verlaufende Infektionen der Atemwege betreffen vor allem junge Tiere (Plonait & Bickhardt,
1997). PCMV ist in den Schweineherden weit verbreitet und die plazentare Ubertragung des
Virus ist fur die Virussicherheit in der XT problematisch (Clark et al., 2003).

Nach der Entwicklung einer Konsensus-PCR auf Basis des viralen DNA-Polymerase-Gens
wurden zwischen 1999-2003 erstmals drei neue porzine y-Herpesviren identifiziert (Ehlers et
al., 1999a; Chmielewicz et al., 2003). Der Nachweis von neuen y-Herpesviren beim Schwein
war deshalb so bedeutend, weil y-Herpesviren haufig mit Tumorerkrankungen assoziiert sind
(Reid & Buxton, 1989; Knecht et al., 1997) und ihre pathogenen Eigenschaften nicht selten
erst bei Spezieswechsel zum Tragen kommen (Loken et al., 1998; Albini et al., 2003).
Aufgrund ihres Tropismus fur B-Lymphozyten des Blutes sowie lymphoide Organe wie der
Milz wurden die drei neu identifizierten, porzinen y-Herpesviren als ,Porzine lymphotrope
Herpesviren® (PLHV-1, PLHV-2, PLHV-3) bezeichnet. Die PCR-Analyse ergab, dass die
PLHV in Haus- und Wildschweinen weit verbreitet sind. Die Pravalenz in den
Schweineherden liegt bei 80-100% (Ehlers et al., 1999b; Chmielewicz et al., 2003). Wahrend
die Homologie in konservierten Genen von PLHV-1 und PLHV-2 bei ca. 90% liegt (Ulrich et
al., 1999), ist die Ahnlichkeit von PLHV-1 zu PLHV-3 mit ca. 70% etwas geringer
(Chmielewicz et al., 2003). Die phylogenetische Analyse erbrachte eine besonders enge

Verwandtschaft der PLHV zu den y-Herpesviren der Wiederkauer, wie dem Alcephalinen
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Herpesvirus-1 (AIHV-1), dem Ovinen Herpesvirus-2 (OvHV-2) und dem Bovinen
lymphotropen Herpesvirus (BLHV) (Abb. 3; Ehlers et al., 1999b). Diese wurden zusammen
mit den PLHV dem neuen Genus Macavirus zugeordnet (McGeoch et al., 2006). OvHV-2
und AIHV-1 sind in ihren Hauptwirten Schaf und Gnu apathogen, verursachen allerdings bei
Wirtswechsel das bdsartige Katarrhalfieber bei Rindern (AIHV-1, OvHV-2; Reid & Buxton,
1989) bzw. Schweinen (OvHV-2; Loken et al., 1998; Albini et al., 2003). Diese zumeist
todlich verlaufende Erkrankung auflert sich durch hohes Fieber, eitrigen Nasenausfluss,

wassrig-blutigen Durchfall und Augenentziindungen (Dahme & Weiss, 1988).

BLHV  AlHv-1 OvHV-2

PLHV-1
PLHV-2

CprHV-2
PLHV-3

Macavirus
CalHV-3

/ HVA

CeHV-15

MHV68 EBV /
1
Lymphocryptovirus /
\
\\ /l,
\ /
\\ /I
\ BoHV-4 EHV-2
N\ HHV-8 RRV Percavirus

Rhadinovirus

Abb. 3: Phylogenetische Analyse von PLHV-1, -2 und -3 innerhalb der y-Herpesviren.
Mit Hilfe der PHYLIP Software wurde unter Verwendung von konservierten Sequenzbereichen der DNA-
Polymerase und des Glykoprotein B eine phylogenetische Analyse durchgefiihrt. Die mit den PLHV am

nachsten verwandten Herpesviren sind grau unterlegt.

Quelle: Chmielewicz et al., 2003; modifiziert

Bisher konnten die PLHV in gesunden Schweinen keiner natirlich auftretenden Erkrankung
zugeordnet werden. Allerdings wurde in immunsupprimierten Schweinen nach einer
experimentellen Transplantation von peripheren Blutstammzellen eine lymphoproliferative
Erkrankung beobachtet, die mit hoher Mortalitat einhergeht und der Epstein-Barr-Virus
assoziierten PTLD in der Allotransplantation vergleichbar ist (Huang et al., 2001). Die in den

erkrankten Tieren beobachtete Hyperplasie und Expansion der B-Zellpopulation auf3erte sich
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durch eine VergroRerung der Milz und der Koérperlymphknoten. Die betroffenen Schweine
waren aufllerdem durch Lethargie, Gewichtsverlust und eine erhéhte Leukozytenzahl
gekennzeichnet. Die spatere Analyse von Lymphknoten erkrankter Schweine mittels PCR
identifizierte PLHV-1 in grolRer Kopienzahl sowie Transkripte sehr friiher und spater Gene,
die bei gesunden Schweinen nicht detektiert wurden (Huang et al., 2001; Goltz et al., 2002).
Dies legt die Vermutung nahe, dass PLHV-1 an der porzinen PTLD ursachlich beteiligt ist.
Unter den Bedingungen der XT koénnten die weit verbreiteten porzinen Gammaherpesviren
auf immunsupprimierte Menschen (bertragen werden und mdglicherweise eine
lymphoproliferative Erkrankung auslésen. Neben der Infektion des Transplantatempfangers
mit PLHV bestinde die Gefahr einer theoretisch mdglichen Rekombination mit humanen
Herpesviren, wie z.B. HCMV, HHV-8 oder EBV, die bei Immunsupprimierten verstarkt
reaktiviert werden (Abschnitt 2.2.2). AuRerdem koénnte die durch PLHV-Antigene ausgeldste
Immunantwort zu einer frihzeitigen Abstoung des Transplantates flhren. Aus diesen
Grinden ist es wichtig, die PLHV aus den Spendertieren zu eliminieren. Untersuchungen
von Mueller et al., (2005) ergaben, dass die Zucht von PLHV-freien Schweinen bisher nicht
maoglich ist. Ferkel, die bereits finf Tage nach der Geburt von der Mutter getrennt wurden
und unter SPF-Bedingungen in Einzelhaltung aufgezogen wurden, waren immer noch zu
66% PLHV-positiv. Im Gegensatz dazu waren die Tiere frei von PCMV. Bei zuséatzlicher
Anwendung des Kaiserschnittes konnte die PLHV-Infektion der Ferkel zwar weiter reduziert
werden (Tucker et al., 2003), aber ein vdlliger Ausschluss der Virusibertragung war bisher
nicht moglich. Bei Transplantation von porzinen Organen auf Paviane konnte allerdings
keine Reaktivierung der PLHV unter Immunsuppression nachgewiesen werden (Mueller et
al., 2004). Die Ubertragung der PLHV erfolgt wahrscheinlich auf pra- bzw. postnatalem
Wege. Die erfolgreiche Zucht PCMV-, aber nicht PLHV-freier Tiere deutet auf die
unterschiedlichen Ubertragungswege dieser Herpesviren hin. Aus diesen Griinden ist es
wichtig, Schlisselgene der PLHV-Replikation funktionell zu untersuchen, um nachfolgend

Einblicke in die Pathogenese dieser Viren zu erhalten.

2.4.1 Genomstruktur der PLHV

Bisher gelang es unserer Arbeitsgruppe ca. 100 kb des Genoms von PLHV-1 zu
sequenzieren (Goltz et al.,, 2002). In Abbildung 4 ist der Teil des Genoms von PLHV-1
dargestellt, der die flir Herpesviren typische Einteilung in drei konservierte Genbldcke zeigt.
Die Sequenzierung des Bereiches von orf03 bis orf69 ist abgeschlossen, was den 1. und 2.

Genblock und den Beginn des 3. Genblocks widerspiegelt (Abb. 4).
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Abb. 4: Genomstruktur von PLHV-1

Dargestellt ist der bisher sequenzierte Genombereich von 100 kb von PLHV-1. Die Leserahmen sind als Pfeile
dargestellt, deren Orientierung die Transkriptionsrichtung angibt. Die schwarzen Pfeile symbolisieren
Leserahmen, die in allen drei Subfamilien (a-, p-, y- Herpesviren) beschrieben wurden. Die orange unterlegten
Pfeile stellen die nur in y-Herpesviren charakterisierten Leserahmen dar, wahrend die roten Pfeile PLHV-1-
spezifische Leserahmen reprasentieren. Die Leserahmen fiir potentielle Virulenzfaktoren und Regulatorproteine
sind mit schmalen roten Pfeilen gekennzeichnet, entsprechende homologe Proteine aus EBV sind angegeben.
Mit der Bezeichnung A6 ist der orfA6/BZLF 1, gemeint, dessen zwei Introns nicht dargestellt sind.

Quelle: Lindner et al., 2007

Der 1. Genblock umfasst die Leserahmen orfO3 bis orf11 und beinhaltet neben konservierten
Genen wie z.B. das Glykoprotein B (gB; orf08) und die DNA-Polymerase (orf09) auch zwei
nicht konservierte Leserahmen, die nur in einigen y-Herpesviren vorhanden sind. Es handelt
sich um die Leserahmen orfE4/BALF1,, und orfA5/BILF1,, die fir potentielle Virulenzfaktoren
kodieren. Der orfE4/BALF1, ist homolog zu E4 von EHV-2 und orfBALF1 von EBV. EBV
BALF1 (v-Bcl-2) ist homolog zum zellularen Bcl-2-Protein und wirkt antiapoptotisch (Marshall
et al., 1999). Der orfAS5/BILF1 besitzt Homologie zu ALHV-1 A5 und orfBILF1 von EBV und
kodiert vermutlich fir einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (v-GCR). Eine geringe
Ahnlichkeit besitzt er zu orf74 von HHV-8, dessen Proteinprodukt Homologie zum humanen
IL-8 Rezeptor zeigt und an der Transformation der Wirtszelle beteiligt ist (Bais et al., 1998;
Arvanitakis et al., 1997). Inwieweit das ORFAS/BILF1,-Protein von PLHV eine &hnliche
Funktion hat, muss noch geklart werden. Der 2. Genblock umfasst die Leserahmen orf17 bis
orf50 und beinhaltet u.a. zwei Vertreter der immediate early-Gene, orf45 und orf50. HHV-8
ORF45 hemmt die Virus-vermittelte Induktion von INFa und INFf, indem es die
Phosphorylierung und die Translokation von IRF-7 (interferon regulatory factor) in den
Zellkern blockiert (Zhu et al., 2002). ORF50 zeigt Homologie zu EBV BRLF1 und HHV-8
ORF50. In allen bisher untersuchten y-Herpesviren vermittelt es als Transkriptionsaktivator
die Reaktivierung der Viren aus der Latenz (Zalani et al., 1996; Lukac et al., 1998). Im
Anschluss an orf50 folgen drei nicht-konservierte Leserahmen, orfA6/BZLF1,, orfA7/BZLF2;,
und orfA8/BLLF1,. Das ORFAG/BZLF1,-Protein zeigt geringe Homologie zu EBV BZLF1 und
HHV-8 K-bzip. Wahrend EBV BZLF1 den lytischen Zyklus induziert, konnte fir HHV-8 K-bzip
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keine transaktivierende Funktion nachgewiesen werden (Ragoczy et al., 1998; Lukac et al.,
1998). Der orfA7/BZLF2, zeigt Homologie zum orfA7 von AIHV-1 und orfBZLF2 von EBV.
EBV orfBZLF2 kodiert fir ein Glykoprotein, das fur die Adsorption der Viruspartikel an die
Zelloberflache wichtig ist (Wang & Hutt-Fletcher, 1998). Ein weiteres Glykoprotein wird von
orfA8/BLLF1,, kodiert, das groBe Ahnlichkeit zu orfA8 von ALHV-1 und orfBLLF1 (gp
350/220) von EBV zeigt. EBV BLLF1 vermittelt die Anheftung von EBV uber den CD21/CR2-
Rezeptor von B-Zellen und induziert Apoptose in T-Zellen (Tanner et al., 1987; Tanner &
Alfieri, 1999). Vom dritten Genblock wurden bisher orf52-69 sequenziert. Der orf57 zeigt
Homologie zu orfBMLF1 von EBV und HHV-8 orf57. In EBV und HHV-8 wirkt ORF57
vorrangig als post-transkriptionaler Regulator der Genexpression. Der orf59 besitzt
Homologie zu EBV orfBMRF1 und HHV-8 orf59. EBV BMRF1 und HHV-8 ORF59 sind eine
essentielle Komponente der aktiven viralen DNA-Polymerase (viral polymerase processivity
factor; Chan & Chandran, 2000). Tabelle 3 zeigt einen Uberblick tiber die Leserahmen orf50-
59 mit deren zugehdrigen Proteinprodukten sowie deren Homologien zu anderen bekannten
v-herpesviralen Proteinen. Die vergleichende Analyse konservierter Gene von PLHV-1 zeigt,
dass die PLHV am nachsten mit den Rhadinoviren verwandt sind. Die beschriebenen funf
nicht-konservierten Gene zeigen jedoch Ahnlichkeit zu den Lymphocryptoviren. Die
Ahnlichkeit zwischen der EBV-vermittelten PTLD im Menschen und der PLHV-1 assoziierten
PTLD im Schwein deutet ebenfalls auf eine Zugehorigkeit der PLHV zu den
Lymphocryptoviren. Mittlerweile sind die PLHV zusammen mit AIHV-1 und OvHV-2 in den

neuen Genus Macavirus eingeordnet worden (McGeoch et al., 2006; Abschnitt 2.4).
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Tabelle 3: Putative Leserahmen orf50 - 59 in PLHV-1, -2 und -3 und homologe Leserahmen orf50 - 59 in AIHV-1, HHV-8 und EBV

PLHV-1 PLHV-2 PLHV-3 AIHV-1 HHV-8 EBV
Pol orf GroRke orf Groke  %id orf Groke  %id orf  GroRe  %id orf Groke  %id orf GroRe  %id | Funktion
o (AS) (AS) (AS) (AS) (AS) (AS)
+ 50 510 50 509 95.3 50 515  71.3 50 619 375 50 668 BRLF1 605  24.6 | Transaktivator-
50a 14 50a 14 50a 14 50a 26 50a 6 - protein
50b 496 50b 495 50b 501 50b 593 50b 662 -

+ AB/BZLF1 172 AB/BZLF1 174  91.3 | AB/BZLF1 183  60.4 AB 280 339 | K-bzIP 237 BZLF1 245  23.1 | Transaktivator-
A6/BZLF1a 101 | A6/BZLF1a* 103 AB/BZLF1 a 108 A6 a* 204 K-bzIPa 158 BZLF1 a 167 protein
ABBZLF1b 35 | ABBZLF1b* 35 AB/BZLF1 b 35 AB b* 35 K-bZIPb 31 BZLF1 b 36
AB/BZLF1c 36 | AB/BZLF1c* 36 AB/BZLF1 ¢ 40 AB c* 41 K-bzIPc 48 BZLF1c 43

+ A7/BZLF2 234 A7/BZLF2 234  92.8 | A7/BZLF2 254  69.4 A7 244  32.0 BZLF2 223 32.0 | Zellfusionprotein

. BLLF1/

+ AS/BLLF1 530 AS/BLLF1 525 912 | AS/BLLF1 518  51.0 A8 623 253 | K8.1A 228 220 658  23.3 | Zellattachment-

gp

+ | A8/BLLF1a 422 | A8BLLF1a* 422 A8/BLLF1a* 416 A8 a* 603 K8.1Aa 141 gp220 a 503 protein

+ | A8BLLF1b 108 | A8/BLLF1b* 103 A8/BLLF1b* 102 A8 b* 20 K8.1A b 87 gp220 b 155

- 52 136 52 136 92.7 52 133 70.9 52 125 377 52 131 BLRF2 162  28.8 | Kapsidprotein

- 53 112 53 111 59.8 53 103  45.0 53 110 BLRF1 102  41.2 | unbekannt

+ 54 294 54 294 697 54 298 432 54 318 BLLF3 278  34.3 | dUTPase

- 55 213 55 213 808 55 220  65.0 55 227 BSRF1 218  48.3 | unbekannt

DNA-

+ 56 834 56 838  71.2 56 837  46.7 56 843 BSLF1 874  38.0 | Replikations-

faktor

+ 57 431 57 432 780 57 436 44.4 57 455 BMLF1 479 283 | Post

transkriptionaler

+ 57a 17 57 a* 17 57 a 17 57 a 16 BMLF1a 42 Aktivator

+ 57 b 413 57 b* 415 57 b 419 57 b 438 BMLF1b 438

- 58 351 58 351 712 58 351  44.9 58 357 BMRF2 357  29.9 | unbekannt

DNA-

. 59 374 59 401 79.1 59 411 472 59 396 BMRF1 404  31.5 | Replikations-

faktor
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(Pol.)  Polaritat, orf-Orientierung
(%id)  prozentuale Homologiewerte zwischen PLHV-1/ PLHV-2; PLHV-1/PLHV-3; PLHV-1/AIHV-1;
und PLHV-1/EBV
*) ermittelt in silico durch Identifikation von SpleiRsequenzen, die positional konserviert sind zu denen in
PLHV-1

Nahere Angaben zur Berechnung der Homologiewerte sind der Veroffentlichung Lindner et al., 2006 zu
entnehmen.

2.5 Herpesvirale Proteine der immediate early-Genexpression

Bei der herpesviralen Primarinfektion einer Zelle erfolgt zunachst die lytische DNA-
Replikation mit nachfolgender Freisetzung von Nachkommenviren. Die Transkription des
viralen Genoms wird durch verschiedene Tegumentproteine (z. B. a-TIF-Faktor) initiiert, die
das Virus mit in die Zelle bringt. Mit Hilfe von weiteren zellularen Proteinen (Oct-1 u.a.) wird
die Expression der immediate early-Gene stimuliert, fir die keine virale DNA-Synthese
notwendig ist. Die immediate early-Gene kodieren fir Transkriptionsfaktoren, die die
Expression der early- und late-Gene regulieren (Abschnitt 2.3.2). Fir die vorliegende Arbeit
waren die Proteine der immediate early-Genexpression von besonderer Bedeutung, da diese
eine SchlUsselrolle bei der Reaktivierung von Herpesviren aus der Latenz spielen. Wichtige
Vertreter dieser herpesviralen Proteine sind z. B. EBV BZLF1, EBV BRLF1, HHV-8 ORF50,
MHV-68 (murines Herpesvirus Typ-68) ORF50 und HVS ORF50. Ein Charakteristikum fir
solche immediate early-Proteine ist das sehr frilhe Erscheinen ihrer mRNAs 1-4 h nach
Induktion des lytischen Zyklus. Die immediate early-Genprodukte sind neben der Regulation
der Transkription in weitere zellulare und virale Prozesse involviert, wie der Kontrolle des
Zellzyklus und der DNA-Replikation mit nachfolgender Produktion reifer Viruspartikel. Diese
Proteine besitzen eine DNA-Bindedomane, die oft ein Dimerisierungsmotiv (z.B.

Leucinzipper) beinhaltet, und eine Transaktivierungsdoméane.

2.5.1 PLHV-1 ORF50

Das ORF50-Protein von PLHV-1 wurde als putativer Transkriptionsaktivator identifiziert, da
Ahnlichkeiten zu den homologen Proteinen AIHV-1 ORF50, EBV BRLF1 und HHV-8 ORF50
bestehen (Abschnitt 2.4.1; Tab. 3). Mit 37,5% zeigt PLHV-1 ORF50 die grofte
Ubereinstimmung mit ORF50 aus AIHV-1, gefolgt von HHV-8 ORF50 (29,1%
Ubereinstimmung) und EBV BRLF1 (24,6% Ubereinstimmung). Innerhalb der PLHV besteht
die grote Homologie mit 95,3% zwischen PLHV-1 und PLHV-2. Etwas geringer ist die
Ubereinstimmung mit 71,3% zu PLHV-3. Die groRten Homologien wurden im N-terminalen
Teil des ORF50-Proteins verwandter y-Herpesviren gefunden (Abb. 5). Neben zahlreichen
Phosphorylierungssignalen wurden potentielle Kernlokalisierungssignale (NLS) im N-
Terminus (NLS | AS 8-16) und an vier weiteren Positionen (NLS II-V) lokalisiert (Abb. 5).

Wahrend die NLS I-lll besonders innerhalb der hier verglichenen y-Herpesviren konserviert
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halb der PLHV. Das Transkript von orf50 ist
Exon B
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PLHV-1, -2, -3 und ORF50-homologer

Proteine verwandter y-Herpesviren. Mit Hilfe einer ClustalW-Analyse wurde ein Aminosdurealignment des

ine von
ORF50-Proteins erstellt. Gelb unterlegt ist Exon A (50a) und griin ist Exon B (50b). Grau unterlegte, eingerahmte

leich der ORF50-Prote

Inosauresequenzverg

Ami

Aminosauren deuten auf mehrheitlich konservierte (dunkelgrau) oder funktionsahnliche (hellgrau) Aminosauren

hin. Die potentiellen Kernlokalisierungssignale (NLS I-V) sind eingerahmt.

Abb. 5
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Eine zweite Spleillvariante wurde gefunden, deren Spleillakzeptorsequenz sich 829 bp
stromabwarts von Exon B befindet. Fir den Beginn der Translation wurde ein internes ATG
postuliert, das sich 14 bp stromabwarts von der Spleillakzeptorsite befindet und ein

verklrztes ORF50-Protein generieren wirde (Lindner et al., 2007).

2.5.1.1 ORF50-homologe Proteine in EBV und HHV-8

Der orf50 ist ein hoch konserviertes Gen in allen bekannten y-Herpesviren und sein
Genprodukt fungiert als Haupttransaktivator beim Ubergang von der Latenz in die lytische
Phase. Bei EBV wird der Iytische Zyklus von zwei unabhdngigen Proteinen induziert: dem
ORF50-Homolog BRLF1 sowie von BZLF1. BRLF1 wird zusammen mit BZLF1 von einer
bicistronischen mRNA translatiert (Manet et al., 1989). Beide Proteine aktivieren sich
gegenseitig und wirken synergistisch bei der Aktivierung lytischer Gene (Sinclair et al., 1991;
Schwarzmann et al.,, 1998; Adamson et al., 2000). Der orfBRLF1 ist ein immediate early-
Gen, dessen Expression zur Einleitung des lytischen Zyklus bei EBV fuhrt (Hardwick et al.,
1988; Ragoczy et al.,1998; Feederle et al., 2000). Das BRLF1-Protein ist hauptsachlich im
Zellkern, aber auch im Zytoplasma lokalisiert (Darr et al., 2001). Die ersten 280 N-terminalen
AS sind wichtig fur die DNA-Bindung und fur die Homodimerisierung von BRLF1 (Lukac et
al., 2001). Far die transkriptionale Aktivierung ist der AS-Bereich von 352-605 im C-Terminus
notwendig (Manet et al., 1991; Hardwick et al., 1992). Die Aktivierung von Promotoren friher
Gene durch BRLF1 erfolgt entweder direkt durch Bindung an GC-reiche Motive, die als Rta
response elements (RRE) bezeichnet werden (Gruffat & Sergeant, 1994), oder indirekt tGber
Signalkaskaden unter Nutzung zellularer Faktoren wie z.B. Sp1, Zif, YY1 (Darr et al., 2001;
Ragoczy & Miller, 2001). Der Promotor von orfBRLF1 wird beispielsweise indirekt Gber Sp1
autostimuliert (Liu & Speck, 2003). Aulderdem enthalt er zwei weitere Bindemotive flr den
Faktor BZLF1 (Ragoczy & Miller, 2001). Die Aktivierung der EBV-Gene orfBZLF1 und der
orfBALF5 (DNA-Polymerase) erfolgt ebenfalls Uber indirekte Mechanismen (Liu et al., 1996;
Adamson et al., 2000; Ragoczy & Miller,1999). Eine direkte Bindung von BRLF1 an RRE
konnte fur die Promotoren der Gene orfBMRF1 (Quinlivan et al., 1993) und orfBMLF1
(Kenney et al., 1989; Gruffat et al., 1992) gezeigt werden. Zur Initiation der Transkription
interagiert EBV BRLF1 mit zellularen Transkriptionsfaktoren (Manet et al., 1993).

Bei HHV-8 tritt die orf50-mRNA bereits 1-4 h nach der Induktion des lytischen Zyklus auf
(Saveliev et al., 2002). HHV-8 orf50 wird als polycistronische RNA transkribiert, die
auferdem die kodierenden Regionen fur orfK-bzip (K8) und orfK8.1 tragt (Yamanegi et al.,
2005). Die orf50-mRNA von HHV-8 ist ebenfalls einfach gespleilt und besteht aus zwei
Exons. Die Expression von ORF50 in latent HHV-8-infizierten Zellen fuhrt zur Induktion des
lytischen Replikationszyklus von HHV-8 (Gradoville et al., 2000; Sun et al., 1998; Lukac et
al., 1998). Das ORF50-Protein von HHV-8 besitzt eine ahnliche Domanenstruktur wie EBV
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BRLF1. Es besteht aus einer N-terminalen, basischen DNA-Bindedomane, einer zentralen
Dimerisierungsdomane und einer C-terminalen, sauren Aktivierungsdomane (Lacoste et al.,
2004). Die Aktivierungsdoméne tragt auRerdem vier stark hydrophobe Regionen, die als
Aktivierungsdomanen 1-4  bezeichnet werden und Homologie zu anderen
Transkriptionsfaktoren zeigen (Lukac et al., 1999). Die AS-Region 300-592 ist besonders
reich an Threonin- und Serinresten, die durch Phosphorylierung die Transkriptionsaktivitat
von ORF50 regulieren (Gwack et al., 2003). Die Aktivierung von frihen Genen durch HHV-8
ORF50 erfolgt wie bei EBV BRLF1 Uber direkte oder indirekte Mechanismen. Eine direkte
Bindung von ORF50 an RRE konnte fur die Promotoren der Gene orfK-bzip (Liao et al.,
2003), orf57 (Duan et al., 2001; Lukac et al., 2001), orfK12/Kaposin (Chang et al., 2002;
Song et al., 2003), orf59, orfK2/vIL-6 (Deng et al., 2002) und orfnut-1 (PAN RNA; Chang et
al., 2002; Song et al., 2002) gezeigt werden. Die Sequenzmotive der RRE kdnnen sich
betrachtlich unterscheiden.

Bei der indirekten Aktivierung interagiert ORF50 mit zelluldren Proteinen wie MGC2663
(Wang et al., 2001), C/EBPa (CCAAT enhancer binding protein o; Wang et al., 2003), Stat3
(signal transducers and activators of transcription, Gwack et al., 2002) oder RBP-Jx
(recombination signal binding protein; Liang et al., 2002), die im Komplex mit ORF50 an
verschiedene Sequenzmotive im Promotor binden. Unter Beteiligung des zelluldren C/EBPa
werden beispielsweise die Promotoren der HHV-8-Gene orfK-bzip, orf50 und orf57 aktiviert
(Wang et al.,, 2003, 2004a). Eine indirekte Aktivierung wurde auch fur die HHV-8-Gene
Thymidinkinase (Zhang et al., 1998; Liang et al., 2002), orf74/vGCR (Jeong et al., 2001) und
orfK9/VIRF1 (Chen et al, 2000) gezeigt. Die Autoaktivierung von orf50 wird Uber
Sequenzmotive fir die zellularen Faktoren Oct-1 und Sp1/Sp3 vermittelt (Sakakibara et al.,
2001; Deng et al., 2000). Die Transkription viraler Gene wird in der Regel Uber direkte und
indirekte Mechanismen reguliert. Zur Vermittlung der viralen Transkription interagiert ORF50
mit zelluldaren Koaktivatoren wie z.B. CREB (cAMP responsive element binding protein), das
zur Acetylierung von Histonen und somit zur Auflockerung der Nucleosomenstruktur fahrt
(Gwack et al., 2001a). Die negative Regulation der Transkriptionsaktivitdt von ORF50 wird
durch die Bindung von HDAC-1 (Histondeacetylase 1) erreicht (Gwack et al., 2001a). HHV-8
ORF50 blockiert aulerdem die p53-vermittelte Apoptose (Gwack et al., 2001b).

2.5.2 PLHV-1 ORFAG6/BZLF15

Im Genom von PLHV-1 wurde der ORFAG6/BZLF1, als potentieller Transkriptionsaktivator
identifiziert, da Homologien zu ALHV-1 ORFAG6, EBV BZLF1 und HHV-8 K-bzip bestehen
(Abschnitt 2.4.1; Tab. 3). Dabei ist die Verwandtschaft zu AIHV-1 ORFA6 mit 33,9%
Ubereinstimmung am groRten. Die Homologien von PLHV-1 ORFA6/BZLF1, zu HHV-8 K-
bzip (28,8% Ubereinstimmung) und EBV BZLF1 (23,1% Ubereinstimmung) sind etwas
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geringer. Die grofiten Homologien in der AS-Sequenz bestehen mit 91,3% zwischen PLHV-1
und PLHV-2. Mit 60,4% fallt die Homologie zu PLHV-3 ORFAG6/BZLF1,, geringer aus. Die
orfA6/BZLF1,-mRNA ist doppelt gespleildt und besteht aus drei Exons, A6/BZLF1, a+b+c
(Abb. 6 A). Die Analyse der PLHV-1-Transkripte mittels RACE-PCR identifizierte die
vollstandig gespleilte Variante, von der ein Protein mit einer GréRe von 172 AS translatiert
wird. Aullerdem wurde eine weitere Spleildvariante identifiziert, in der nur das 2. Intron
entfernt war. Da jedes der drei Exons von orfA6/BZLF1;, in PLHV-1 mit einem eigenen ATG-
Startcodon beginnt und mit einem Stopcodon endet, kdnnte theoretisch jedes Exon fur eine
kurze Variante des ORFAG6/BZLF1,-Proteins kodieren. Im Exon A wurde ein putatives

Kernlokalisierungssignal (NLS) gefunden (Abb. 6 A).

Exon A
PLHV-1 ORFA6/BZLF1, 1 N -[S]JAMTENS]|- -[SJHLE - - - - - T
PLHV-2 ORFA6/BZLF1, 1 N—AMTEVSV— HLK - - - - - A
PLHV-3 ORFAB/BZLF1, 1 S -|TJATVA|GT|- -CQNM - - - - - W
AIHV-1 ORFA6 1 [M|H K H AT—ADMLPISAFPLKFLGV
HHV-8 K-bzip 7PRKIKSSPGTDNSEKD rrrrr E
EBV BZLF1 iMMDPNS T [S[EDVKEF|T]P -DPYQVP - F[¥]Q

PLHV-1 ORFAG/BZLF 1y 42 - - - - « “[W|- - - = = = = = =« « « <« = - .
PLHV-2 ORFA6/BZLF 1y 42 - - - - - -fw|- - - - - - - - - ...
PLHV-3 ORFA6/BZLF1y 47 - - - - - -fW|- - - - - - - - . - . . .. .. :
AIHV-1 ORFA6 66 P[AIMD K 1

HHV-8 K-bzip “® .- - .V
EBV BZLF1 68 T[A]P TG Pscoccccocococaococs

PLHV-1 ORFAG/BZLF 1y 74 - - - - « « « o ool
PLHV-2 ORFAG/BZLF 1y 74 - - « « « — « — oo
PLHV-3 ORFA6/BZLF 1y
AHV-1 ORFA6

HHV-8 K-bzip

EBV BZLF1
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PLHV-1 ORFA6/BZLF 1y
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PLHV-1 ORFA6/BZLF1, MCTDLIKELHR|VIK|CIR L|H[A K R[Y[R[DIK|V N K|I]- - - NSEMILIRKKD I QIE[Q S LTAENNAILIRNF[T|L S[V[F P D T|Q F V|Q|V|D N
PLHV-2 ORFAB/BZLF1, MCTDLIKELHR|VIK[CIR LIH[A K R|Y|R|DK[V N K[I|- - - NS EMILIR KR D I QLIQ S L{A[A ENN A|LIR N F|I|L S{V[F P D T|Q F V|Q|V|D N
PLHV-3 ORFAB/BZLF1, KCTDL|KELHR[V[K[CIR LIH[A K R|Y|R|DK[V N R|L|- - - NS EA[VIRVKDNQ|LIKA L|AJA EN T A|LIR N F TSIFPEVQFVEII\'RTSH

AIHV-1 ORFA6 QSTTKAEVRRWSTRLHAKLFRE.‘I‘{KR MMKELEDKTKELKFLQESTLRLLKQ.‘IEKLRARLASLHKTS.—\TN

HHV-8 K-bzip v e D Q S[H[S P TIR[K Q G[R[Y]G

R\'SSK-\\'TRQQQA EXKDAQLICFLAAR[L/EAHKEQT IF[L[RDMEMRMCQQ

CREB_human EAARKREVR[LM[K[N[R[E]A AR[E C[R[R R\’A\/LENQNKTLIEELKALKDYCHKSD

EBV BZLF1 ECDSEL LILQHYREVAAAKSSENDR[LJRLL[[JKQMCPSLDVDS I
EYVKC
CEBA_human KNSNEYR|VRR|E[R|N N[T A v RK|s|R|[D|[K[A[K|QR NV ETQ KVLELTSDNDRLRKRVEQLSRELDTRGmFRQ

CIR|AIK|FIK|Q
Fos_human EEEEKRRIRRERNKAA CIRIN[R[R|R|E[L{T D T|L|Q A ETDQ|LIED EK S A[L|Q T E|/I|ANL LK EKEK|L|E F[I|L AA
Jun_human QERIKA K RIM[RINIR T A AlS CIRIK|IR[K LER T AR EKVKTILIKAQNSE[LIAS TIAINMLR EQVAQ|LIKQK VMN

Abb. 6: Aminosauresequenzvergleich der ORFA6/BZLF1,-Proteine von PLHV-1, -2, -3 und Homologie zu
y-herpesviralen A6/BZLF1,-Proteinen bzw. humanen Transkriptionsfaktoren.

A. Aminoséaurealignment der ORFAG6/BZLF1,-Proteine von PLHV-1, -2, -3 und homologer Proteine
verwandter y-Herpesviren. Unter Verwendung einer ClustalW-Analyse wurde ein Aminosauresequenzvergleich
der ORFAG/BZLF1,-Proteine vorgenommen. Gelb unterlegt ist Exon A (A6a/BZLF1n), grin ist Exon B
(ABb/BZLF1r) und hellblau ist Exon C (A6¢/BZLF1,). Grau unterlegte, eingerahmte Aminoséauren deuten auf
mehrheitlich konservierte (dunkelgrau) oder funktionsdhnliche (hellgrau) Aminosaduren hin. Das potentielle
Kernlokalisierungssignal (NLS) ist eingerahmt. Schwarze Pfeile deuten auf ein Leucinzippermotiv.

B. Partielles Aminosdurealignment ausgewdhlter Leucinzipper-Proteine im Vergleich zu PLHV
ORFAG6/BZLF1h,

Der mit dem schwarzen Balken markierte Bereich reprasentiert eine Region hauptsachlich basischer
Aminosauren des Exon B, die dem eigentlichen Leucinzippermotiv vorausgehen. Die schwarzen Pfeile markieren
Leucine oder andere hauptsachlich hydrophobe Aminosauren, die sich an jeder 7. Position im Leucinzippermotiv
wiederholen.
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Die groRte Homologie innerhalb der PLHV findet man im Exon B. Der AS-Vergleich
bekannter, homologer ORFA6/BZLF1,-Proteine identifizierte ein Leucinzippermotiv (L'*® bis
L") im C-terminalen Bereich (Exon C) von PLHV-1 ORFA6/BZLF1;. Dieses Motiv ist durch
die Abfolge von 22 hauptsachlich basischen AS gekennzeichnet und tragt an jeder 7.
Position ein Leucin (Abb. 6 B). Diese Leucinzipperdomane ist ebenfalls struktureller
Bestandteil von EBV BZLF1, HHV-8 K-bzip oder zellularer Vertreter der Familie der
Leucinzipperproteine wie Fos, Jun, CREB oder CEBA (Flemington & Speck, 1990a; Lin et
al., 1999; Sinclair, 2003). Sie dient zum einen der Dimerisierung des Proteins, zum anderen
wird die DNA-Bindung gewahrleistet, in dem die basischen Regionen der monomeren
Proteine in die richtige Lage zur DNA gebracht werden. Eine zweite Region mit vorwiegend
basischen AS wurde bei Position R® und R®® identifziert, die zumindest in HHV-8 K-bzip

Bestandteil einer NLS ist (Portes-Sentis et al., 2001).

2.5.2.1 ORFAG6/BZLF1,-homologe Proteine in EBV und HHV-8

Das Transkript von EBV orfBZLF1 ist ebenfalls doppelt gespleit und besteht aus drei
Exons. Die Transkription steht unter Kontrolle von zwei Promotoren Zp und Rp. Die
Aktivierung des Zp-Promotors fuhrt zur Transkription einer monocistronischen RNA, die nur
fur BZLF1 kodiert. Dagegen wird vom Rp-Promotor eine bicistronische RNA transkribiert, die
sowohl fur BRLF1 als auch fur BZLF1 kodiert (Speck et al., 1997). EBV orfBZLF1 ist ein
immediate early-Gen (Countryman & Miller, 1985; Wen et al., 2007). Das Genprodukt wirkt
als Transkriptionsaktivator (Speck et al., 1997) und besitzt drei funktionale Proteindomanen.
Wahrend die Transaktivierungsdomane (AS 1-167; Exon A) am N-Terminus des Proteins
lokalisiert ist (Chi et al., 1993), befindet sich die Dimerisierungsdomane in Form eines
Leucinzippers (AS 204-245; Exon C) am C-Terminus. Eine Folge basischer AS im zentralen
Bereich (AS 168-203; Exon B) zeigt Sequenzhomologie zu anderen Proteinen der AP-1
Familie wie Jun und Fos (Farrel et al., 1989) und vermittelt die Bindung an die DNA. BZLF1
bindet als Homodimer an AP1-ahnliche Bindemotive, sogenannte Zta response elements
(ZRE; Miller, 1989; Lieberman et al., 1990; Speck et al., 1997), in den Promotoren vieler
Gene wie z.B. orfBZLF1 (Flemington & Speck, 1990a; Kraus et al., 2001), orfBRLF1 (Liu &
Speck 2003), orf BMRF1 und orfBMLF1 (Kenney et al., 1989a; Holley-Guthrie et al., 1990).
BZLF1 autostimuliert seinen eigenen Promotor durch Bindung an die ZRE ZIIIA und ZIIIB
(Flemington & Speck, 1990a). Die indirekte Aktivierung von EBV-Promotoren wird Uber
zellulare Proteine wie z.B. MEF-2D (myocyte enhancer factor), Sp1/Sp3, ATF (activating
transcription factor) oder CREB realisiert (Yin et al. 2004; Adamson & Kenney, 1999). In den
allermeisten Fallen werden die Promotoren sowohl direkt als auch indirekt durch BZLF1
reguliert. SchlieBlich fihrt die Expression von BZLF1 in latent EBV-infizierten Zellen zur
Induktion des lytischen Infektionszyklus (Countryman & Miller, 1985; Rooney et al., 1989;
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Miller et al.,, 1989). EBV BZLF1 ist an verschiedenen Serin- und Threoninresten
phosphoryliert (Daibata et al., 1992; Baumann et al.,, 1998). Diese Modifikationen kénnten
die Transkriptionsaktivitdt des Proteins regulieren (EI-Guindy & Miller, 2004). Neben der
Funktion als Transkriptionsfaktor ist BZLF1 auch ein essentieller Replikationsfaktor (Fixman
et al., 1995). Der lytische Replikationsursprung (Ori.:) von EBV tragt sieben ZRE, an die
BZLF1 mit unterschiedlicher Affinitdt bindet (Schepers et al., 1993; Hammerschmidt &
Sugden, 1988). Die Mutagenese dieser ZREs zerstdrte die lytische Replikationsfahigkeit
vollig (Schepers et al., 1996). Aullerdem interagiert BZLF1 mit viralen Replikationsenzymen
wie der DNA-Polymerase (Baumann et al., 1999), BMRF1 (viral processivity factor, Zhang et
al.,, 1996) und dem Helikase-Primase-Komplex (Gao et al., 1998). EBV BZLF1 besitzt
aullerdem antiapoptotische Funktionen. Die Interaktion von BZLF1 mit dem zellularen
C/EBPa stimuliert dessen Fahigkeit, die Expression von p21 zu induzieren. Dieser negative
Regulator fihrt zur Hemmung von Cyclin-abhangigen Kinasen (Cdk) und nachfolgend zur
Blockade des Zellzyklus in der G1-Phase (Cayrol & Flemington, 1996). Uber die Interaktion
von BZLF1 mit p53 wird ebenfalls die Einleitung der Apoptose verhindert (Zhang et al., 1994;
Mauser et al., 2002). Des Weiteren hemmt EBV BZLF1 die Expression des IFN-y-Rezeptors
(Morrison et al.,, 2001). BZLF1 unterbricht damit mdoglicherweise den IFN-y
Signaltransduktionsweg, der die Zellen vor den Viren schiitzen soll.

In HHV-8 ist K-bzip das homologe Protein zu PLHV-1 ORFAG/BZLF1,. Aufgrund der
Spleikereignisse (3 Exons) und struktureller Ahnlichkeiten wie der Leucinzipperdomane wird
es als aquivalentes Pendant zu EBV BZLF1 gesehen (Lin et al. 1999; Gruffat et al., 1999).
Der orfK-bzip von HHV-8 wird zusammen mit orf50 und orfK8.1, der flir ein virales
Glykoprotein kodiert, als polycistronische RNA transkribiert (Seaman et al., 1999; Yamanegi
et al., 2005). Aufgrund alternativer Spleil3ereignisse treten drei verschiedene mRNAs fur K-
bzip auf, von denen das vollstdndig gespleilte Transkript am haufigsten vorliegt (Zhu et al.,
1999). Das K-bzip-Protein bindet wie EBV BZLF1 an den lytischen Replikationsursprung (Lin
et al, 2003; Wang et al., 2004b) von HHV-8, aber eine Funktion als direkter
Transkriptionsaktivator konnte nicht gezeigt werden (Lacoste et al., 2004). Dafir bindet K-
bzip zellulare Faktoren wie C/EBPa und induziert als Proteinkomplex die Transkription
seines eigenen Promotors (Wang et al., 2003). Die Expression von K-bzip in latent HHV-8-
infizierten Zellen flhrt allerdings nicht zur Einleitung des lytischen Replikationszyklus von
HHV-8 (Sun et al., 1998; Polson et al., 2001). K-bzip interagiert mit HHV-8 ORF50 und
beeinflusst dessen Transaktivierungspotential in Abhangigkeit des Promotors (Liao et al.,
2003; Izumiya et al., 2003a). K-bzip wirkt wie BZLF1 dem programmierten Zelltod entgegen.
So interagiert es mit p53 Uber seine Leucinzipperdomane und hemmt die p53-vermittelte

Apoptose (Park et al., 2000). K-bzip blockiert aulerdem den Zellzyklus in der G1-Phase, in
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dem es wie BZLF1 die Expression von C/EBPa und p21 induziert (Wu et al., 2003; lzumiya
et al., 2003a).

2.5.3 PLHV-1 ORF57

Der orf57 ist ein in a-, f- und y-Herpesviren hoch konserviertes Gen. Dies weist auf seine
Bedeutung fur den Infektionszyklus der Viren hin (Boyne & Whitehouse, 2006). Im
Aminosauresequenzvergleich mit anderen y-Herpesviren zeigt das ORF57-Protein von
PLHV-1 die groRte Homologie zu AIHV-1 ORF57 (44,4%) (Abschnitt 2.4.1; Tab. 3). Die
Ubereinstimmungen zu HHV-8 ORF57 und EBV BMLF1 sind mit 30,5% und 28,3% etwas
geringer. Innerhalb der PLHV kann von der gréoRten Homologie zwischen PLHV-1 und
PLHV-2 ausgegangen werden, obwohl entsprechende Sequenzdaten fur PLHV-2 fehlen. Die
Ubereinstimmung zu PLHV-3 ORF57 liegt bei 78%. Das orf57-Transkript der PLHV und
anderer y-Herpesviren wie z.B. HHV-8, AIHV-1 und EBV ist einfach gespleil3t und besteht
aus zwei Exons, 57a und 57b (Abb. 7). Das translatierte Protein von PLHV-1 hat eine GréRRe
von 431 AS. Die Analyse der AS-Sequenz bekannter, homologer ORF57-Proteine
identifizierte ein potentielles Kernlokalisierungssignal (NLS) an der Position AS 67-70
(Abb. 7). Im C-terminalen Bereich von PLHV-1 und PLHV-3 ORF57 wurde aulerdem ein
Leucinzippermotiv zwischen L3 und L** gefunden (Abb. 7). An vergleichbarer Position
wurde ein Leucinzipper auch in HHV-8 ORF57 identifiziert (Gupta et al., 2000). Am C-
Terminus konnte ebenfalls ein hydrophobes GLFF-Motiv (AS 421-424) lokalisiert werden,
das auch in anderen y-Herpesviren wie AIHV-1, HHV-8, EBV und HVS hochkonserviert ist. In
HVS ORF57 ist diese AS-Region in die Regulation der Genexpression involviert (Goodwin et
al., 2000).
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PLHV-1 ORF57

[z
&

STQCS
PLHV-3 ORF57 T C[E]s T K| 56
AIHV-1 ORF57 C(K|P N N R| 55
HHV-8 ORF57 A[D E R|I R| 55
EBV BMLF1 T P A|H|A[I 70

PLHV-1 ORF57 QFQS 93
PLHV-3 ORF57 FQs 95
AIHV-1 ORF57 Q[H]T s 97
HHV-8 ORF57 QEC S 108
EBV BMLF1 TGNS 138

148
148
157
176
197

PLHV-1 ORF57
PLHV-3 ORF57
AIHV-1 ORF57
HHV-8 ORF57

EBV BMLF1

216
216
223
243
265

MLMWLQLNM|D DWK LCR]|-[DD I I M| 285
M LMW L[K]L NM[E DWK L CR|-[DD I I M| 285
MMMWLQLNL|N SIWKACR[-[ED I I L| 292
QMTWAQTV V[RH -W[FD E[KD[T]D I I L|312
T 1 FWLQ[E|I T|y H|G[D L|P|L[A P[A -[ED I L L| 334

PLHV-1 ORF57
PLHV-3 ORF57
AIHV-1 ORF57
HHV-8 ORF57

EBV BMLF1

PLHV-10ORF57 217 D
PLHV-3 ORF57 217 D
AIHV-1 ORF57 224
HHV-8 ORF57 244 K
E

EBV BMLF1 266
v v v v

PLHV-1ORF57 2866[SAAPDLCNQILFKVKTM-[TKCFLPTHYQQTLVRQLCYLICSG|ID[RCKDAANLLQELVMDFEQMGMYV T YV M T| 35
PLHV-30RF57 286 |S TAPDLCTQILFKVKTM[-[IKCFLPTHYQQTLVRQICYLICSGDRLKDAANLLQELVMDFQLGMYVTYAV T35
AIHV-10ORF57 293 [TGA PDMC F[H]A LQK VR A F[-[1 K ¢ F L[R E[R[H]Q[R]A L V[N]a L c[H]1 1 ¢ F[E[G[G]1 K[QJAATLCQELEFFDF[K[VGLMVLYFL T| 3!
HHV-8 ORF57 373DTAIFVCNAFVTRFRLLHLSCVFDKQELALIKQVAYLVAMGNRLVEACNLLGEVLNFGGLLLAFVLT382
EBV BMLF1 335 |ACAM|S|L S[K|V I LTKLK[E[L[-|A[PICFLPN|ITRD]YNFVKQLFYITCATAROQINK|[VV[E|TL S S[S|[SY VIK|[QPLCLLAAYAAYV|403
PLHV-1ORF57 355 [PYAFLYSQTVPGCTFGPYFTKCLKQVY|E[PGMAMGLLNS I T]K D[ECTS|K[TCSNNTTCTLGSGV|E[NR[GL F F| 424
PLHV-3 ORF57 355PYAFLFSQTVPGCTFGPYFIKCLKYEPGMAMGLLNSIIK DECTSKTCSNNATCILGSGS|£|NKGLLF424
AIHV-1 ORF57 362 [P YA FL Y S[H|T I PQCNFGGYFSKCV[A[QY|T[PGAVTGLLNSAI|ED KlpcTsQDlc TNLITAIVSP[E[TSNK|GL L E[1
HHV-8 ORF57 SESIPGMQSSISARGQVELFLLYYRPG@VMGLLNVIVME HSLCRNSCAAATRAAMGSAFNKGLFF 451
EBV BMLF1 404|[APAY INANC[RRRHDEVIE[FLGHY IKNYIN[PGTLSSLLT[E[AV|E RDCIR[S ASCSRILVIRJATLSPGTGS[L|GLE Eff473

PLHV-1 ORF57 425 [E P L V|K 431
PLHV-3 ORF57 425 [E P L V K432
AIHV-1 ORF57 432 |E P L P|M 436
HHV-8 ORF57 452 [Y P L S 455
EBV BMLF1 474 [V P G LIN Q 479

Abb. 7: Aminosduresequenzvergleich der ORF57-Proteine von PLHV-1, -2, -3 und ORF57-homologer
Proteine verwandter y-Herpesviren.

Mit Hilfe einer ClustalW-Analyse wurde ein Aminosdurealignment ORF57-homologer Proteine erstellt. Gelb
unterlegt ist Exon A (57a) und grun ist Exon B (57b). Grau unterlegte, eingerahmte Aminosauren deuten auf
mehrheitlich konservierte (dunkelgrau) oder funktionséhnliche (hellgrau) Aminosauren hin. Der eingerahmte
Bereich markiert ein potentielles Kernlokalisierungssignal (NLS) bzw. ein hoch konserviertes Motiv (GLFF) am C-
Terminus. Die schwarzen Pfeile deuten auf ein Leucinzippermotiv.

2.5.3.1 Herpesvirale ORF57-homologe Proteine

Nach Induktion des lytischen Zyklus erscheint die HHV-8 orf57-mRNA bereits kurz nach der
orf50-mRNA, so dass es zu den frih exprimierten Genen geordnet wird. In den Herpesviren
HVS (ORF57; Whitehouse et al., 1998), HSV-1 (ICP27; Sekulovich et al., 1988), HCMV
(UL69; Winkler et al., 1994), VZV (ORF4; Defechereux et al., 1997), EBV (BMLF1; Ruvolo et
al., 2004; Kenney et al., 1989b) und HHV-8 (ORF57; Bello et al., 1999; Gupta et al., 2000)
wirkt das ORF57-Protein vorrangig als post-transkriptionaler Regulator der Genexpression,
der in EBV (Gruffat et al., 2002a), HHV-8 (Han & Swaminathan, 2006) und HSV-1 (Sacks et
al., 1985) essentiell fir die Virusreplikation ist. ORF57 ist ein multifunktionales Protein, das in
EBV, HHV-8, HVS und HSV-1 post-transkriptional die Expression von vorwiegend zellularen,
gespleifiten Transkripten hemmt. Dagegen fordert es die Expression solcher mRNAs, die
keine Introns enthalten (Ruvolo et al., 1998; Gupta et al., 2000; Whitehouse et al., 1998;
Sandri-Goldin & Mendoza, 1992). Diese Differenzierung ist sinnvoll, da virale Transkripte im

Gegensatz zu zelluldren Transkripten selten Introns tragen. ORF57 beeinflusst das Spleifden,
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die Stabilitat und den Transport von viralen und zelluldaren mRNAs zwischen Zellkern und
Zytoplasma (Hardy et al., 1994; Buisson et al., 1999; Malik et al., 2004b; Nicewonger et al.,
2004). Es bindet RNA in vitro und in vivo (Ruvolo et al., 2001; Mears et al., 1996) und
transportiert diese unter Beteiligung von zellularen Proteinen des Kernexportweges wie REF
(RNA export factor) und TAP (transport activating protein) ins Zytoplasma (Sandri-Goldin,
1998; Koffa et al., 2001; Hiriart et al., 2003; Malik et al., 2004b). Der EBV BMLF1-vermittelte
Export von viralen mRNAs fihrt vor allem zur zytoplasmatischen Akkumulation solcher EBV-
Transkripte, die fur die EBV-Replikation bzw. die Reifung der infektidsen Viruspartikel wichtig
sind (Farjot et al., 2000; Semmes et al.,, 1998; Batisse et al., 2005). Somit wird die
Expression dieser viralen Proteine verstarkt. Fir den zytoplasmatischen Export besitzt EBV
BMLF1 ein leucinreiches Kernexportsignal (NES), an das die Exportfaktoren binden (Boyle et
al.,, 1999; Chen et al., 2001). In HHV-8 flhrt die Expression von ORF57 zur Akkumulation
einiger viraler Transkripte wie nut-1 (PAN RNA) oder orf59 (Kirshner et al., 2000). In
Abhangigkeit von der Struktur der mRNA reguliert somit ORF57 differentiell die zellulare und
virale Genexpression. Neben der Funktion als post-transkriptionaler Regulator konnte die
Interaktion von ORF57 mit ORF50 in HHV-8 (Malik et al., 2004a), VZV (Spengler et al.,
2000) und HSV-1 (Panagiotidis et al., 1997) gezeigt werden. Die ORF57-homologen
Proteine aus HSV-1 (ICP27) und HCMV (UL69) besitzen aulRerdem antiapoptotische
Funktionen. Beide Proteine blockieren den Zellzyklus in der G1-Phase (Lu & Shenk, 1999;
Flemington, 2001).

2.6 Ziele der Arbeit

Bei der Nutzung des Schweins als Spendertier fir die Xenotransplantation besteht die
Gefahr der Ubertragung von porzinen Herpesviren auf den Organrezipienten. PLHV-1 ist
ursachlich an einer lymphoproliferativen Erkrankung in experimentell immunsupprimierten,
transplantierten Schweinen beteiligt, die der EBV-assoziierten PTLD des Menschen &hnelt.
Uber ein porzines Transplantat konnte PLHV-1 auf den Menschen (bertragen werden und in
diesem eine PTLD-&hnliche Erkrankung hervorrufen. Daruber hinaus ist eine Reaktivierung
von persistierenden Herpesviren im Rezipienten maoglich, die bedingt durch die
Immunsuppression zu ernsthaften Sekundarinfektionen im Patienten und zur vorzeitigen
AbstoRung des Transplantates fihren kdnnten.

Zur Abschatzung des Gefahrdungspotentials von PLHV-1 in Bezug auf die
Xenotransplantation sollten putative immediate early-Proteine untersucht werden. Diese
regulieren in Herpesviren den Infektionszyklus und induzieren bei einer latenten Infektion
den lytischen Vermehrungszyklus. Im Genom von PLHV-1 wurden drei Gene identifiziert,
deren Proteinprodukte (ORF50, ORFAG6/BZLF1,, ORF57) Homologien zu den
Regulatorproteinen des EBV (BRLF1, BZLF1, BMLF1) und HHV-8 (ORF50, K-bzip, ORF57)
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zeigen. Wahrend BZLF1 und BRLF1 in EBV als Transkriptionsaktivatoren fiir den Ubergang
von der latenten in die lytische Infektionsphase fungieren, Ubernimmt in HHV-8 der ORF50
diese Funktion. ORF57 wirkt dagegen vorrangig auf posttranskriptionaler Ebene und ist
essentiell fur die lytische Replikation der Viren.

Ein Aspekt dieser Arbeit war es, zu prufen, ob PLHV-1 ORF50, ORFA6/BZLF1,, und ORF57
als Transkriptionsaktivatoren fir PLHV-1-Promotoren wirken. Dazu sollte die Induktion von
verschiedenen immediate early- (orf50, orfA6/BZLF1), early- (orf57, orf59, orf09/DNA-
Polymerase) und /ate-Promotoren (orf08/Glykoprotein B) durch die PLHV-1-Proteine in
einem Luziferase-Reportergenassay untersucht werden. Durch Transfektion von latent
PLHV-infizierten B-Zellen mit PLHV-1 ORF50- bzw. ORFA6/BZLF1,-Expressionsplasmiden
sollte dann geklart werden, ob diese Proteine den Ubergang der PLHV von der Latenz in die
lytische Phase induzieren. Bei erfolgreicher Reaktivierung der PLHV wirde damit ein
Zellkultursystem zur Anzucht der Viren zur Verflgung stehen, die Infektionsstudien an
humanen Zellen oder virusnegativen Tieren ermdglichen wirden. In einem weiteren Ansatz
sollten EBV-positive B-Zellen mit PLHV-positiven B-Zellen kokultiviert werden, um eine
Virusreaktivierung zu erreichen. Ziel weitergehender Untersuchungen war es, eine mdgliche
synergistische oder antagonistische Wirkung der PLHV-1-Proteine ORF50 und
ORFAG6/BZLF1, bzw. ORF50 und ORF57 auf die Aktivitdt verschiedener PLHV-1-
Promotoren zu prifen. Eventuelle Interaktionen zwischen den PLHV-1-Proteinen sollten
anschlieBend mittels Koimmunprazipitation belegt werden. Um eine synergistische
Wechselwirkung zwischen PLHV-1 und EBV auf molekularer Ebene zu untersuchen, sollten
Experimente zur Transaktivierung von EBV-Promotoren durch PLHV-1 ORFS50 und
ORFAG6/BZLF1}, erfolgen, sowie die Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch EBV BZLF1
und BRLF1 studiert werden. Durch Transfektion von PLHV-1 ORF50- bzw. ORFA6/BZLF1,-
Expressionsplasmiden in latent EBV-infizierte B-Zellen war zu prifen, ob die Induktion der
lytischen EBV-Replikation stattfindet. Entsprechend sollte die Reaktivierung von PLHV durch
EBV BZLF1 bzw. BRLF1 in PLHV-positiven B-Zellen erfolgen.
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3. Material

3.1. Gewebe

Die Lymphknotenpraparate stammten von einem experimentell transplantierten
Miniaturschwein (Tier-Nr. 13432), welches an PTLD erkrankt war. Das Material diente zur
Isolierung von PLHV-1 RNA, die nachfolgend in cDNA (1776) umgeschrieben wurde. Die
Lymphknoten wurden freundlicherweise von Dr. Christine Huang vom Massachusetts
General Hospital in Boston/USA zur Verfligung gestellt. Aus der Milz eines PLHV-1-positiven
Schweines wurde DNA (56a) prapariert und diente fur Klonierungszwecke. Das Material
wurde freundlicherweise von Dr. M. Domingo, Universitat Barcelona, Spanien zur Verfigung

gestellt.

3.2. Zellen

Folgende Zelllinien wurden verwendet:

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien

Zellen Zelltyp Herkunft

adharent PK15 Schweineniere Stammsammlung,
Robert Koch-Institut (RKI)

293-Graham humane embryonale Niere Stammsammlung, RKI
IPAM 3D4/2 porzine alveolare Makrophagen Stammsammlung, RKI
Suspension L23 porzine B-Zellen Europaische Zellbank
(ECACC)
B95-8 Krallenaffen-B-Zellen ECACC

Die in Suspension wachsenden L23-Zellen sind mit PLHV-3 infiziert. Die Virus-Replikation
dieser Zellen wurde durch verschiedene Chemikalien stimuliert (Chmielewicz, 2002). Die

B95-8-Zellen sind latent mit dem humanen Epstein-Barr-Virus (EBV) infiziert.

3.3 Bakterien

verwendete E. coli-Stdmme
DH5a Herkunft: Invitrogen, Carlsbad/USA
TOP10’ Herkunft: Invitrogen, Carlsbad/USA
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3.4 Nukleinsauren und Nukleotide
-DNA aus PLHV-1-positiven Proben

Fir die Klonierung von PLHV-1-Genen in Expressionsvektoren wurde DNA (56a) aus der

Milz eines PLHV-1 positiven Schweines verwendet (Herkunft; siehe 3.1 Gewebe). Die RNA

wurde aus dem Lymphknotenpraparat eines PLHV-1 positiven Schweines isoliert und in

cDNA umgeschrieben (Herkunft; sieche 3.1 Gewebe).

- DNA aus Kalbsthymus (c=120 ng/ul), Herkunft: Boehringer, Mannheim/D

Tabelle 5: PCR - Primer zur Klonierung in pCR3.1-uni

Primer Sequenz (5’ 3’) Zielgen/ PLHV-1 Produkt- nested
grofe PCR

1911s TTGATGGTTAAACTTGTTAGACA orfA6/BZLF1g 743 bp 1. Runde

1911 as | AAAACCCTAGGTAACAGATTTAG

1912 s-P | P-TTAGACAACTATGAGTGATAACTCTGCTA orfA6/BZLF1g 725 bp 2. Runde

1912 as | AACCCTAGGTAACAGATTTAGTCTACTT

1911s TTGATGGTTAAACTTGTTAGACA orfA6/BZLF1sp 564 bp 1. Runde

1911 as | AAAACCCTAGGTAACAGATTTAG

1912 s-P | P-TTAGACAACTATGAGTGATAACTCTGCTA orfA6/BZLF1sp 546 bp 2. Runde

1912 as | AACCCTAGGTAACAGATTTAGTCTACTT

1821s TCCTGACTGCAATTCAATCCA orf50sp 1605 bp 1. Runde

1821 as | CAAACCACAAAATCATGAAGC

1733 s-P | P-CATCAATATGGATAGCCTAC orf50sp 1546 bp 2. Runde

1733 as | ATCTATTTACAGAACCAGTC

2897 s TTGGTTTTGACTTTTATGAGCCAG orf57g 1631 bp 1. Runde

2897 as | GCATGTCTTAGTTTTATTTACTATTTCC

1734 s-P | P-CAAATGCAACAATAACAGAC orf57g 1580 bp 2. Runde

1734 as | TTTACTATTTCCTTTTTACA

1993 s-P | P-TAACTGAGTAGTCGACTAGGATCCTATTTCAA - 32 bp -

1993 as | AATTGACTCATCAGCTGATCCTAGGATAAAGT

(fett hervorgehoben sind die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme Sall und BamHI

P: phosphorylierter Primer; g-genomisch; sp-gespleildt)

Tabelle 6: PCR - Primer zur Klonierung von Fusionsproteinen

Primer Sequenz (5’ 3’) Zielgen/ PLHV-1 | Produkt- | Markierung

grofe

2232 s-P | P-ATGATGGAATATCCTTATGACGTTCCTGACTAT orfA6/BZLF1g 738bp | HA
GCCACGAGTGATAACTCTGCTATGACAG N-terminal

2232 as | CTATTTAGTCTACTTGAACAAATTGAGTATCTGGA

2233 s-P | P-ATGATGGGTGATAACTCTGCTATGACAG orfA6/BZLF1g 731bp | HA

2233 as | TCAGGCATAGTCAGGAACGTCATAAGGATAGTAG C-terminal

TCTACTTGAACAAATTGAGTATCTGGA

33




Material

Primer Sequenz (5 3’) Zielgen/ PLHV-1 | Produkt- | Markierung
grofe

2232 s-P | P-ATGATGGAATATCCTTATGACGTTCCTGACTAT orfA6/BZLF1sp 559bp | HA
GCCACGAGTGATAACTCTGCTATGACAG N-terminal

2232 as | CTATTTAGTCTACTTGAACAAATTGAGTATCTGGA

2233 s-P | P-ATGATGGGTGATAACTCTGCTATGACAG orfA6/BZLF1sp 552bp | HA

2233 as | TCAGGCATAGTCAGGAACGTCATAAGGATAGTAG C-terminal
TCTACTTGAACAAATTGAGTATCTGGA

2840 s-P | P-ATGATGGTTTATCCTTATGACGTTCCTGACTATG | orf57g 1447 bp | HA
CCACCACGGCACAAGAGGCAATA N-terminal

2840 as | GAGCATGTCTTAGTTTTATTTACTATTTC

2841 s-P | P-ACCATGGCACAAGAGGCAATA orf57g 1416 bp | HA

2841 as | TTAGGCATAGTCAGGAACGTCATAAGGATATTTCC C-terminal
TTTTTACAAGGGGAAA

2989 s CGGAATTCGGATGGATAGCCTACAAAAAATGA orf50g 2505 bp | c-Myc
CAC N-terminal

2989 as | TCCGCTCGAGTTACAGAACCAGTCTTTGGGCTAC

2989 s CGGAATTCGGATGGATAGCCTACAAAAAATGA orf50sp 1553 bp | c-Myc
CAC N-terminal

2989 as | TCCGCTCGAGTTACAGAACCAGTCTTTGGGCTAC

2919 s-P | P-AGCATGGTTGACTACAAGGACGACGACGACAA | orf50sp 1563 bp | FLAG
GGATAGCCTACAAAAAATGACA N-terminal

2280 as | TTACAGAACCAGTCTTTGGGCTAC

2920 s-P | P-ATGGATAGCCTACAAAAAATGACA orf50sp 1557 bp | FLAG

2921as | TTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCCAGAACC C-terminal
AGTCTTTGGGCTAC

(HA=Hamaglutinin; unterstrichen hervorgehoben ist die HA-tag- bzw. FLAG-tag Sequenz; fett hervorgehoben sind
die Restriktionsschnittstellen fir EcoRI und Xhol; P: phosphorylierter Primer; g-genomisch; sp-gespleil3t)

Tabelle 7: PCR-Primer zur Klonierung in pGL3-basic

Primer Sequenz (5’ 3’) Zielpromotor/ Produkt- | nested
Virus grofe PCR

2051s TAACCCGGGTTTCAGGTTCAGTTTCAGGACA orf50/ 1217 bp | 1. Runde
2051 as | TAACCCGGGCTTCTTTTATCCATGGGTGTCA PLHV-1

2052 s TAACCCGGGAGGTTCAGTTTCAGGACACTGG orf50/ 1215bp | 2. Runde
2052 as | TAACCCGGGCCCTTCTTTTATCCATGGGTGT PLHV-1

2054 s TAACCCGGGGTCTCCATAACTCTTGCCGTATT orf59/ 1312bp | 1. Runde
2053 as | TAACCCGGGTTTTGTCAGGATACTCCTATGGAC PLHV-1

2053 s TAACCCGGGAACTCTTGCCGTATTTCACCC orf59/ 1240 bp | 2. Runde
2054 as | TAACCCGGGTAACATGTCATCCTTTCAGTGTCTAA PLHV-1

2056 s TAACCCGGGCCGAAGTCAGAGTCAAAGCTG orfA6/BZLF 1y 1309 bp | 1.Runde
2056 as | TAACCCGGGCATAGTTGTCTAACAAGTTTAACCATC PLHV-1

2055s TAACCCGGGAGCCGAAGTCAGAGTCAAAGC orfA6/BZLF 1y 1305bp | 2. Runde
2055as | TAACCCGGGTGTCTAACAAGTTTAACCATCAAGG PLHV-1

2057 s TAACCCGGGAGGAATGTCCTACAGATGAGGC orf08/gB 1305bp | 1.Runde
2057 as | TAACCCGGGATAGAAGAGCATACAGGTCTTTAAATAT | PLHV-1
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Primer Sequenz (5 3’) Zielpromotor/ Produkt- | nested
Virus grofe PCR

2058 s TAACCCGGGGAATGTCCTACAGATGAGGCACC orf08/gB 1299 bp | 2. Runde

2058 as | TAACCCGGGAAGAGCATACAGGTCTTTAAATATCC PLHV-1

2059 s TAACCCGGGACTTATTCCAGGAGATCACGACG orf09/DPol 1501 bp | 1. Runde

2060 as | TAACCCGGGAATACGGGTTAAAGAACGACATAT PLHV-1

2060 s TAACCCGGGGACGTCAGGCAGAATCTACTACTG orf09/DPol 1478 bp | 2. Runde

2059 as | TAACCCGGGCGGGTTAAAGAACGACATATTCAA PLHV-1

2061s TAACCCGGGAGACTCCCACCAGGTTTACTTT orf57/ - 1. Runde

2061 as | TAACCCGGGAATTCCTATGCTCTATCTGCTGTAG PLHV-1

2062 s TAACCCGGGAGACTCCCACCAGGTTTACTTT orf57/ 1043 bp | 2. Runde

2062 as | TAACCCGGGGGTTACAACTGAATTCCTATGCTC PLHV-1

2552s CAGAAGGAGGAAGCAGCCATAT orfBZLF1/ 462 bp 1. Runde

2552 as | CGAGTTTGGGTCCATCATCTTC EBV

2553 s TAAGCTAGCGGACGAACTGACCACAACACT orfBZLF1/ 397 bp 2. Runde

2553 as | TAAAAGCTTCTTCAGCAAAGATAGCAAAGG EBV

2554 s TGCCTCCCTGTTATACAATAGC orfBMRF1/ 488 bp 1. Runde

2554 as | CATGGTCATAGCACTTGGACA EBV

2555s TAAGCTAGCTATACAATAGCATGACAGCCAAGG orfBMRF1/ 424 bp 2. Runde

2555as | TAAAAGCTTATCACAAGCAGCAGCAGAAGC EBV

2556 s TTTGGAGACCCGTCACGATA orfBRLF1/ 632 bp 1. Runde

2556 as | TGCGCTGAATACATAGACCTACT EBV

2557 s TAAGAGCTCGTCTCACCTGGAATAACACCCA orfBRLF1/ 543 bp 2. Runde

2557 as | TAAGCTAGCTGTTCTGCCATGCAATACAAAT EBV

2558 s AACCTTCTGCTACCACATCG orfBMLF1/ 776 bp 1. Runde

2558 as | TCTGTGGAGTGTTCTTCGCT EBV

2559 s TAAGGTACCCGGATGATGGGCGTGACTA orfBMLF1/ 719 bp 2. Runde

2559 as | TAAAAGCTTTGTCTGAGACCGCTTCGAGTT EBV

(fett hervorgehoben sind die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme Xmal, Sacl, Nhel, Hindlll, Kpnl)

Tabelle 8: Primer fiir quantitative real time-PCR

Primer Sequenz (5 3’) Zielgen/ Produktgrofe
Organismus

1156 s AAGGACCCCAAAGAGGAAA orf08/gB 74 bp
1156 as CTGAGGCACTGCATACTCTGT PLHV-3
1156-Sonde FAM-CTGGTCTACTGAAGCGCTGCCAATAG-TAMRA
059s CGTTTCATCTGTCTTTCCTTGATG B2-Microglobulin 139 bp
059 as AAGACAGGTCTGACTGCTCCG Schwein
059-Sonde FAM-TTCAGGTTTACTCACGCCACCCAGC-TAMRA
2816 s GGCCTTGCGAACAATTATTAGT intergenisch 223 bp
2816 as GGCGTGTTTACACCAACTTGAT EBV
2816-Sonde FAM-CTACCAACAAGGGCCCCCAGATGCCC-TAMRA
3351s CATCTGCACTGCCAAGACTGAG Cyclophilin A 325 bp
3351 as TGCAATCCAGCTAGGCATG Krallenaffe
3351-Sonde FAM- TTCTTGCTGGTCTTGCCATXCCTGGA

X=TAMRA
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Tabelle 9: PCR - Primer fiir 3’RACE-PCR

Primer Sequenz (5’ 3’) Zielgen/ Produktgrofe
Virus

2410s GACGACCTCACCAGACGAAT Exon 1-3 orfA6/BZLF1g 774 bp
PLHV-1

2498 s AATGCAGACTTCATGCCAAGA Exon 2-3 orfA6/BZLF1g 530 bp
PLHV-1

2500 s GTCCCTGACTGCCGAAAATAA Exon 3 orfA6/BZLF1g 338 bp
PLHV-1

2410 s GACGACCTCACCAGACGAAT Exon 1-3 orfA6/BZLF 1sp 595 bp
PLHV-1

2498 s AATGCAGACTTCATGCCAAGA Exon 2-3 orfA6/BZLF1sp 432 bp
PLHV-1

2500 s GTCCCTGACTGCCGAAAATAA Exon 3 orfA6/BZLF 1sp 338 bp
PLHV-1

2464 s TACTGGACTTTGAAGAACAGCAGG orf50sp 495 bp
PLHV-1

2842 s TAAAGCAGTATGAGCCTGGTATGG orf57g 409 bp
PLHV-1

(g-genomisch; sp-gespleildt)

3.5 Enzyme, DNA-Marker und Antikérper

3.5.1 Enzyme

AmpliTag Gold DNA-Polymerase Applied Biosystems, Foster City/USA
Expand High Fidelity DNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim/D
Platinum Tag DNA Polymerase Invitrogen, Carlsbad/USA
SuperScript™ Ill Reverse Transkriptase Invitrogen, Groningen/NL

BamHI New England Biolabs, Beverly/USA
EcoRlI New England Biolabs, Beverly/USA
Hindlll New England Biolabs, Beverly/USA
Nhel New England Biolabs, Beverly/USA
Sall New England Biolabs, Beverly/USA
Sacl New England Biolabs, Beverly/USA
Hpal New England Biolabs, Beverly/USA
Kpnl New England Biolabs, Beverly/USA
Ncol New England Biolabs, Beverly/USA
Xmal New England Biolabs, Beverly/USA
PspAl Stratagene

Xhol New England Biolabs, Beverly/USA
Proteinkinase K Qiagen, Valencia/USA

Complete Mini (Protease-Inhibitor Cocktail
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Tabletten)

RNase

DNasel

T4 DNA-Ligase
Alkalische Phosphatase

3.5.2 Marker

X174 DNA-Haelll Digest
A DNA-Hindlll Digest

. DNA-BstEIl Digest

100 bp DNA ladder

Pager Ruler™, Protein ladder

3.5.3 Antikorper

Maus anti-c-Myc, monoklonal

Maus anti-c-Myc, clone 9E10, monoklonal
Maus anti-HA, clone 16B12, monoklonal
Kaninchen anti-HA, polyklonal

Kaninchen anti-c-Myc, polyklonal

Normales Kaninchenserum

Ziege anti-Maus IgG, Peroxidase-konjugiert

Ziege anti-Maus 1gG, Rhodamin-Red-konjugiert

3.6 Vektoren

pGL3-basic
pCR3.1-uni
pCMV-myc
pCMV-HA
pEGFP-N3
pRSV-pgal

3.7 Reagenziensitze (Kits)

ABI Prism™BigDyeTerminators
v 3.0 CycleSequencing Kit
AmpliTaq Gold™

DNeasy™Tissue Kit

Roche Diagnostics, Mannheim/D
Qiagen, Valencia/USA

Roche Diagnostics, Mannheim/D
New England Biolabs, Beverly/USA
New England Biolabs, Beverly/USA

New England Biolabs, Beverly/USA
New England Biolabs, Beverly/USA
New England Biolabs, Beverly/USA
New England Biolabs, Beverly/USA

Fermentas, Vilnus/Litauen

Sigma, St. Louis/USA
Covance, Berkeley/USA
Covance, Berkeley/USA
Covance, Berkeley/USA
Covance, Berkeley/USA
Calbiochem, Darmstadt/D
Dianova, Hamburg/D

Dianova, Hamburg/D

Promega, Madison/USA
Invitrogen, Groningen/NL

BD Biosciences, Palo Alto/USA
BD Biosciences, Palo Alto/USA
BD Biosciences, Palo Alto/USA
Mac Gregor et al., 1987

Applied Biosystems, Foster City/USA

Applied Biosystems, Foster City/USA
Qiagen, Valencia/USA
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Dual Light Kit

ECL Western blotting detection reagents and

analysis system

Effectene Transfection Reagent
Endofree Plasmid Maxi Kit

Eukaryotic TA Cloning Kit (unidirectional)
Expand™ High Fidelity PCR System
First Choice™ RLM-RACE Kit
GenePorter™ 2 Transfection Reagent
PerfectPrep Gel Cleanup Kit

Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG
QIlAprep Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

RNeasy Mini Kit

3.8 Chemikalien und Biochemikalien

Applied Biosystems, Foster City/USA

Amersham, Buckinghamshire/UK
Qiagen, Hilden/D

Qiagen, Valencia/USA
Invitrogen, Groningen/NL

Roche Diagnostics, Mannheim/D
Ambion, Austin/lUSA

Peglab, Erlangen/D

Eppendorf, Hamburg/D
Invitrogen, Carlsbad/USA
Qiagen, Valencia/USA

Qiagen, Valencia/USA

Qiagen, Valencia/USA

Qiagen, Hilden/D

Alle allgemein verwendeten Chemikalien / Biochemikalien sind in dieser Liste vertreten.

Methoden-spezifische Chemikalien / Biochemikalien sind im Abschnitt 3.9 unter der

jeweiligen Methode aufgefuhrt.
Bidestilliertes Wasser (ddH,0)
Bisbenzimid-Fluoreszenzfarbstoff
(Hoechst 33258)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Ethanol
Ethylendiamintetracetylsaure (EDTA)
Formamid

Glycerin (87%)

Glycin

Huhnerei-Ovalbumin (98%)
Hoechst H33258

Isopropanol

Kaliumchlorid

Magermilchpulver
Magnesiumdichlorid

Methanol p.A.

Natriumchlorid

Fluka, Buchs/CH
Molecular Probes, Eugene/USA

New England Biolabs, Beverly/USA
Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Sigma, Steinheim/D

Molecular Probes, Eugene/USA
Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Heirler Cenovis, Radolfzell/D
Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D
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Natriumhydroxid
Salzséaure, rauchend
Stickstoff

Sucrose

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton X-100

Tween 20

3.9 Puffer und Lésungen

Bakterienkultur
LB-Agar

LB-Flussigmedium

SOC-Medium

Zellkultur

D-MEM

RPMI 1640

FKS (Foétales Kalberserum)
Natriumpyruvat

L-Glutamin

nicht-essentielle Aminosauren
Penicillin/Streptomycin (100x)
Ampicillin

B-Mercaptoethanol

TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
acetat)

Trypsin

Trypsin EDTA

Trypanblau
Trypanblaulésung

Dimethylsulfoxid (DMSO)

17 g/l

109/l
54qll
10 g/l

0,25%
3 mM

0,25 %

Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Linde, Wiesbaden/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck-Schuchart, Hohenbrunn/D

Bacto-Agar in LB-Flissigmedium

Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extrakt
NaCl pH 7,5 sterilfiltriert

Invitrogen, Carlsbad/USA

Life Technologies, Paisley/UK
Life Technologies, Paisley/UK
Life Technologies, Paisley/UK
Gibco™, UK

Sigma, St. Louis/USA
Gibco™, UK

Gibco™, UK

Sigma, St. Louis/USA
Gibco™, UK

Sigma, St. Louis/USA

Life Technologies, Paisley/UK

Trypsin
EDTA in PBS, pH 7,2

Serva, Heidelberg/D
Trypanblau in PBS

Merck, Darmstadt/D
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adhérent wachsende Zellen
293-Graham-Zellen

PK15-Zellen

IPAM

Suspensionszellen (L23, B95-8)

Einfriermedium

PBS-Puffer

PCR
dNTPs (Desoxynukleotidtriphosphate)

PCR-Puffer

MgC|2

ROX

Agarosegelelektrophorese

Agarose
Ethidiumbromid
Bromphenolblau

Laufpuffer, Standardgel

5% (viv)
1% (vIv)

10% (v/v)
1% (vIv)

10% (v/v)
1% (vIv)
1% (vIv)

10% (v/v)
2 mM

1 mM
0,05 mM
1% (vIv)

50% (v/v)
40% (v/v)
10% (v/v)

140 mM
2 mM
10 mM
2 mM

2 x oder
0,5 x

FKS in D-MEM

Penicillin-Streptomycin

FKS in D-MEM

Penicillin-Streptomycin

FKS in RPMI 1640
L-Glutamin

Penicillin-Streptomycin

FKS in RPMI 1640
L-Glutamin
Natriumpyruvat
Mercaptoethanol

Penicillin-Streptomycin

D-MEM oder RPMI 1640
FKS
DMSO

NaCl

KCI

Na,HPO,4 x 2H,0
KH,PO,

Applied Biosystems, Foster
City/USA

Applied Biosystems, Foster
City/USA

Applied Biosystems, Foster
City/USA

Invitrogen, Carlsbad/USA

Life Technologies, Paisley/UK
Biomol, Hamburg/D

Serva, Heidelberg/D

TBE, verdunnt mit ddH,O
TAE, verdunnt mit ddH,O
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TBE-Puffer (10x) 1M
0,9M
0,01 M
0,4 ug/ml

TAE-Puffer 40 mM
10 mM
2mM
0,4 ug/ml

Ethidiumbromid-Ldsung 10 g/l

Probenpuffer, Standardgel 7 Teile
5 Teile

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Acrylamid-Bis 30% (37,5:1)
Ammoniumpersulfat (APS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
SDS (Natriumdodecylsulfat)

NP-40 (Ipegal)

n-Butanol

Roti®-Blue

B-Mercaptoethanol

Gelseal
Lysispuffer 150 mM
5 mM
20 mM
1 % (vIv)
1 mM
Ammoniumpersulfat-Lésung 10% (w/v)

Tris

Borsaure
EDTA; pH 8,4
Ethidiumbromid

Tris-HCL, pH 7,9
Natriumacetat
EDTA
Ethidiumbromid

Ethidiumbromid in ddH,O

70% Sucrose
Bromphenolblau-Lésung
gesattigt in ddH,O

Merck, Darmstadt/D

Life Technologies, Paisley/UK
Roth, Karlsruhe/D

Merck, Darmstadt/D

Sigma, St. Louis/USA

Merck, Darmstadt/D

Roth, Karlsruhe/D

Roth, Karlsruhe/D

Amersham, Buckinghamshire/UK
NaCl

MgCl,

Tris

NP40 (Ipegal)

EDTA

frisch zugesetzt: 1 Tabl. Protease-
Inhibitor-Cocktail (Roche) pro 10 ml;

Benzonase Nuklease (50 U /5 ml)

APS in ddH,0O
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Coomassie-Blau-Lésung

Coomassie-Blau-Entfarbelésung

SDS-Laufpuffer

SDS-Lésung

SDS-Probenpuffer (2x)

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Westernblot

Amidoschwarz 10 B

Ponceau S Solution (0,1%)

Amidoschwarz-Entfarbeldsung

Amidoschwarz-Lésung

Transferpuffer

20 ml
60 ml
20 ml

100 ml
20 ml
280 ml

25 mM
200 mM
0,1% (viv)

10% (w/v)

250 mM

4 % (wlv)
20 % (viv)
0,02 % (w/v)
5% (viv)

1™

1,5M

90 ml
20 ml
90 ml

0,2g
90 ml
20 mi
90 ml

10 ml
30 ml
50 ml

Methanol p.A.
ddH,0O
Roti®-Blue (5x)

Methanol p.A.
Essigsaure
ddH,0O

Tris
Glycin
SDS in ddH,0, pH 8.5

SDS in ddH,0

Tris-HCI, pH 6.8

SDS

Glycerin

Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol in ddH,O (frisch

zugesetzt)

Tris-HCl in ddH,0O, pH 6.8

Tris-HCl in ddH.0O, pH 8.8

Serva, Heidelberg/D
Sigma, St. Louis/USA

Methanol p.A
Essigsaure
ddH,0O

Amidoschwarz 10 B
Methanol p.A.
Essigsaure

ddH,0O

Methanol p.A.
Elektrophoresepuffer
ddH,O
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Waschpuffer

0,05 % (v/v)
Blockpuffer |

5 % (w/v)
Blockpuffer I

0,5 % (w/v)

Immunfluoreszenz (IFA)

4’ 6-Diamidino-2’-
Phenylindoldihydrochlorid (DAPI)

Paraformaldehyd

Immumount
Fixierldsung
3,7 % (viv)
0,1 % (viv)
Blockpuffer Ill
1 % (vIv)
DAPI 1:20000
Koimmunprézipitation (Ko-IP)
Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMWS)
Natriumorthovanadat
Natriumfluorid
Lysispuffer 50 mM
120 mM
2mM
50 mM
0,2 mM
0,1 mM
0,1 % (viv)
Waschpuffer 20 mM
120 mM

PBS

Tween 20

Waschpuffer

Magermilchpulver

Waschpuffer

Magermilchpulver

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D
Shandon, USA

PBS
Paraformaldehyd
Triton X-100
Waschpuffer
BSA

in ddeO

Amersham Biosciences, Freiburg/D
Sigma, St. Louis/USA

AppliChem, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Tris-HCI pH=7,5

NaCl

EDTA

NaF (frisch zugesetzt)

NazVOq (frisch zugesetzt)

PMSF (frisch zugesetzt)

NP40 (frisch zugesetzt)

+ 1 Tabl. Complete Mini (Protease-

Inhibitorcocktail)

Tris-HCI pH=7,5
NaCl
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2 mM

50 mM
0,2 mM
0,1 mM
0,1 % (viv)

0,1 % (w/v)

Luziferase-Reportergenassay

Dithiothreithol (DTT)

DTT 0,1 M

Dual Light Puffer A
Dual Light Puffer B
Galacton-Plus
Lysispuffer

Accelerator Il

3.10 Geréate und Laborhilfsmittel

ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer
Analysenwaage

Chemiluminescent Detection Film

cLSM (Konfokales Laserscanmikroskop)
Elektroporator, GenePulser™ |
Entwickler fur Rontgenfilme, Curix 60
Fluorometer (TD-360 Mini)

Fotodokumentationssystem

Gefrierschranke
-80°C
-20°C
Gelelektrophoresekammer

GelgieRapparatur

Glaswaren (Kolben, Pipetten etc.)

Kihlschranke

EDTA

NaF (frisch zugesetzt)

NazVOq (frisch zugesetzt)

PMSF (frisch zugesetzt)

NP40 (frisch zugesetzt)

+ 1 Tabl. Complete Mini (Protease-
Inhibitorcocktail)

Huhnerei-Ovalbumin

Gibco™, UK
Gibco™ / UK

Applied Biosystems, Foster City/USA
Applied Biosystems, Foster City/USA
Applied Biosystems, Foster City/USA
Applied Biosystems, Foster City/USA
Applied Biosystems, Foster City/USA

Applied Biosystems, Foster City/USA
Sartorius, Géttingen/D

Roche, Indianapolis/lUSA

Zeiss, Jena/D

Bio-Rad Laboratories, Hercules/USA
Agfa, KéIn/D

Turner Designs, Sunnyvale/USA
INTAS, Géttingen/D

Heraeus, Osterode/D

Liebherr, Biberach an der Ri3/D
Bosch, Stuttgart/D

Biometra, Gottingen/D

Hoefer Scientific Instrument, San
Fransico/lUSA

Brand, Wertheim/D

Bosch, Stuttgart/D

Liebherr, Biberach an der Ri3/D
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Luminometer MicroLumat Plus LB96V
Magnetrihrer

Mikroskope

Mikrowelle

Neubauer-Zahlkammer
NanoDrop-Spektrophotometer (ND-1000)
pH-Messgerat

Photometer Ultrospec 2000

Pipetten

QlAvac 6S-Apparatur
Rotator
Schittler

Schwenkplattform

Spannungsgerate

SpeedVaC-Zentrifuge

Thermocycler

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Ultraschall-Desintegrator Sonifier W-450
UV-Handlampe

Vortex

Wasserbader

Zentrifugen
Tischzentrifuge

Variofuge 3.0 R
RC5C plus

Mikrozentrifuge

EG&G Berthold, Bad Wildbach/D
IKA-Werk, Staufen im Breisgau/D
Zeiss, Jena/D
Nikon, Tokio/J

Sharp Electronics Corp., USA
Kihn & Bayer, Nidderau/D
Peglab, Erlangen/D
Beckman, Palo Alto/USA
Pharmacia Biotech, UK
Gilson, Columbus/USA
Eppendorf, Hamburg/D
Qiagen, Valencia/lUSA
Rettberg, Gottingen/D
New Brunswick Scientific,
New Jersey/USA

Biometra, Gottingen/D

Biometra, Gottingen/D

Hoefer Scientific Instruments

San Fransico/USA

Life Technologies, Paisley/UK
Savant, Hicksville/lUSA

Biometra, Gottingen/D

Applied Biosystems, Foster City/USA
Bio-Rad Laboratories,Hercules/USA
Heinemann, Schwabisch Gmuind/D
Novodirect, Karlsruhe/D

Roth, Karsruhe/D

GFL, Burgwedel/D

Haake, Karlsruhe/D

Heraeus, Osterode/D
Heraeus, Osterode/D
Sorvall, Newtown/USA
Labnet, USA
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3.11 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser
Elektroporationskivetten
Filterpapier

Immobilon™-P Transfer-Membran
Kulturflaschen

Kulturplatten (6-, 24-, 48 Lochplatten)
Kryogefaflte (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Objekttrager
PCR-96-Lochplatten,
Thermo-Fast 96, non-skirted
PCR-Reaktionsgefafie (0,2 ml)

Pipettenspitzen
PlastikkUvetten
Reaktionsgefale (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Zentrifugengefafte (15 ml; 50 ml)

3.12 Software

ABI PRISM™ DNA Sequencing Analyzer
Auto Assembler 2.1.

Endnote X

Factura 2.2

FileMaker Pro 6.0

LSM 510

MacVector 8.0

MS Office 2004

Nanodrop

Netscape Navigator 4.5

Photoshop 3.0

Primer Premier 4.0

Win Glow

Roth, Karlsruhe/D

Peglab, Erlangen/D

Schleicher & Schuell, Einbeck/D
Millipore, Bredford/USA

Nunc, Roskilde/DK

Nunc, Roskilde/DK

Nunc, Roskilde/DK

Roth, Karlsruhe/D

ABgene, Epsom/UK

Eppendorf, Hamburg/D

Applied Biosystems, Foster City/USA
Sud Laborbedarf, Gauting/D
Sarstedt, Nurnbrecht/D
Sarstedt, Nurnbrecht/D
Eppendorf, Hamburg/D

Falcon, Oxnard/USA

Greiner, Nurtingen/D

Applied Biosystems, FosterCity/USA
Applied Biosystems, FosterCity/USA
ISI ResearchSoft, Berkeley/USA
Applied Biosystems, FosterCity/USA
FileMaker Inc., Santa Clara/USA
Zeiss, Jena/D

Symantec Corp., Cupertino/USA
Microsoft Corp., Redmond/USA
PeQLA, Erlangen/D

Netscape Communications Corp.,
Mountain View/USA

Adope Systems Inc., San Jose/USA
Premier Biosoft International,

Palo Alto/USA

EG&G Berthold, Bad Wildbach/D
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4. Methoden

4.1 Gentechnologische Methoden

4.1.1 Praparation von Nukleinsauren

4.1.1.1 Extraktion von DNA aus Zellkulturzellen

Fir die Praparation von Virus-DNA aus transfizierten Suspensionszellen wurde der
DNeasy™ Tissue Kit der Firma Qiagen verwendet. Dabei wird die DNA nach der Lyse der
Zellen selektiv an eine Silika-Gel-Membran gebunden. Durch Zugabe von verschiedenen
Waschpuffern und nachfolgender Zentrifugation werden Kontaminationen entfernt. Alle
Puffer wurden dem Kit enthommen und nach Herstellerangaben verwendet.

Zunachst wurden 5 x 10° Zellen fir 10 min bei 2000 Upm abzentrifugiert (RT,
Mikrozentrifuge, Labnet) und das Zellpellet in 200 ul PBS resuspendiert und gegebenenfalls
bei -20°C eingefroren. Vor Extraktion der DNA wurde dem Ansatz RNase fur den Verdau von
RNA zugeflgt. Nach Zugabe von 20 ul Proteinkinase K und 200 ul AL-Puffer erfolgte ein
Inkubationsschritt fir 10 min bei 70°C. AnschlieRend wurden 200 ul Ethanol zugegeben, die
Proben gemischt und die Lésung nachfolgend auf eine Silika-Gel-Membran-Saule pipettiert
und fur 1 min bei 8000 Upm (RT, Tischzentrifuge, Heraeus) zentrifugiert. Nach dem
Waschen der Saule mit jeweils 500 ul AW1-Puffer und 500 ul AW2-Puffer wurde die DNA
durch Zugabe von 100 ul AE-Puffer eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.

Zur Gewinnung von Virus-DNA aus Ubersténden transfizierter Suspensionszellen wurden die
Uberstande zur Abtrennung der Zellpellets zunachst 10 min bei 2000 Upm (RT, Variofuge
3.0R, Heraeus) abzentrifugiert. Nach einer weiteren 10-minutigen Zentrifugation bei 4000
Upm wurden 2 ml Uberstand in ein Eppendorfgefal tberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation
bei 15000 Upm fiir 30 min um samtliche Zelltrimmer zu entfernen. Von diesem Uberstand
wurden 200 ul abgenommen und wie oben geschildert zur Praparation von Virus-DNA

genutzt.

4.1.1.2 Praparation von RNA aus Zellkulturzellen

Fir die Extraktion von viraler RNA aus transfizierten Zellen wurde der RNeasy Mini Kit der
Firma Qiagen verwendet. Die Ernte von ca. 5 x 10° 293-Graham-Zellen erfolgte durch eine
20-minutige Zentrifugation bei 2500 Upm (RT, Mikrozentrifuge, Labnet). Das Zellpellet wurde
anschlieBend in 5 ml PBS resuspendiert, erneut fur 15 min bei 2500 Upm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 600 ul RLT-Puffer, dem

unmittelbar zuvor 6 ul -Mercaptoethanol zugesetzt worden war. Dann wurde das Gemisch
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auf eine QlAshredder Saule gegeben und 2 min bei 10000 g (RT, Variofuge 3.0R, Heraeus)
zentrifugiert. Zur Prazipitation von RNA wurde dem Eluat 600 ul 70%iges Ethanol
zugegeben, mehrmals gemischt und auf zwei RNeasy Mini-Saulen verteilt, um eine
Uberladung der S&ulen zu vermeiden. Daran schloss sich eine Zentrifugation bei 8000 g
(RT, Variofuge 3.0R, Heraeus) fur 15 sek an und der Durchfluss wurde verworfen. Nach
Zugabe von 350 ul RW1-Puffer auf die Saule erfolgte ein Inkubationsschritt fir 5 min bei
Raumtemperatur mit nachfolgender Zentrifugation bei 8000 g flr 15 sek. Fir den DNase
Verdau wurde auf jede Saule ein Gemisch aus 70 ul RDD-Puffer mit 2 ul DNase (Roche) und
10 ul DNase I-Stammldsung (Qiagen) pipettiert und fir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Daran schloss sich ein Waschschritt mit 2 x 500 ul RPE-Puffer an. Die nachfolgende
Zentrifugation bei 8000 g fur 2 min diente der Entfernung von Ethanolresten. Die Elution der
RNA in ein neues Reaktionsgefald erfolgte mit 50 ul RNase-freiem Wasser durch 2-minutige
Zentrifugation bei 8000 g. Nachfolgend wurde die RNA-Konzentration mit Hilfe des
NanoDrop-Spektrophotometers bestimmt und das Eluat bei -80°C eingefroren. Die isolierte
RNA diente als Template fir die RACE-PCR (Abschnitt 4.1.4.2).

4.1.1.3 Isolation von Plasmid-DNA

4.1.1.3.1 Minipraparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Malstab wurde mit dem QIlAprep Miniprep Kit
der Firma Qiagen durchgefihrt. Die Methode basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse
nach Birnboim und Doly (Birnboim & Doly, 1979) sowie einer anschliefenden Adsorption der
DNA an eine Silika-Gel-Membran in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. Alle
verwendeten Puffer sind Bestandteile des Kits und wurden nach Angaben des Herstellers

verwendet.

Die Anzucht aus einer transformierten E.coli-Einzelkolonie erfolgte Gber Nacht bei 37°C auf
einem Schdattler (200 Upm) in 5 ml LB-Flissigmedium mit einem Antibiotikum (Ampicillin, 100
ug/ml), welches eine Selektion von Bakterien mit entsprechendem Resistenzgen
gewabhrleistete. Die Bakterienkultur wurde abzentrifugiert (RT, 15 min, 6000 Upm, Heraeus
Tischzentrifuge) und das Bakterienpellet in 250 ul Puffer P1 resuspendiert. Durch
anschlie®ende Zugabe von 250 ul SDS- und NaOH-haltigem Puffer P2 erfolgte die alkalische
Lyse und damit die Freisetzung der Plasmid-DNA. SDS ist dabei fir die Denaturierung der
Phospholipid- und Protein-Komponenten der Zellmembran verantwortlich, was letztendlich
die Lyse und damit einhergehend die Freisetzung der Zellinhalte nach sich zieht. Das NaOH
hingegen wird fur die Denaturierung sowohl chromosomaler und Plasmid-DNA als auch der
Proteine bendtigt. Nach Zugabe von Puffer P2 darf nur vorsichtig gemischt werden (kein

Vortexen), weil ansonsten Bruchstiicke von chromosomaler DNA freigesetzt wirden, die die
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Plasmid DNA kontaminieren wirden. Durch Zugabe von 500 ul Puffer N3 wird das Zell-Lysat
neutralisiert, gleichzeitig aber auch eine Umgebung hoher Salzkonzentration geschaffen,
welche fur eine Bindung der Plasmid-DNA an die Membran unabdingbar ist. Unter diesen
Bedingungen prazipitieren denaturierte Proteine, chromosomale DNA und Zelltrimmer als
Salz-Detergenz-Komplexe. Nach einem Zentrifugationsschritt von 10 min bei 13000 Upm
(RT, Tischzentrifuge, Heraeus) wurde der Plasmid-haltige Uberstand sorgféaltig abgenommen
und direkt auf die QlIAprep 8 Saulen pipettiert, welche zuvor in einer Vakuumapparatur
(QlAvac 6S) installiert wurden. Nach Anlegen des Vakuums bindet die Plasmid-DNA beim
Durchtritt der Loésung an die Membran, wahrend RNA und zelluldre Proteine ungebunden
vorliegen und die Membran passieren. Im Anschluss daran wurde die Minisaule einmal mit 1
ml PB-Puffer und zweimal mit 1 ml Ethanol-haltigem PE-Puffer gewaschen um Salze aus der
Membran zu entfernen. Zur Entfernung restlichen Alkohols blieb das Vakuum nach dem
letzten Waschschritt fiir weitere 5 min angelegt. Restliche Flissigkeitstropfen an der Offnung
der Minisaule wurden mit Zellstoff entfernt. Nachfolgend wurde die DNA mit 120 ul EB-Puffer
eluiert und in ein 1,5 ml Eppendorfgefall Gberflhrt. Anschlielend wurde die Plasmid-DNA fir
5 min in einer SpeedVac-Zentrifuge zentrifugiert, um restlichen Alkohol zu entfernen. Nach
Bestimmung der DNA-Konzentration (Abschnitt 4.7.1) wurde die DNA bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

4.1.1.3.2 Maxipraparation

Zur Isolation gréfierer Mengen Endotoxin-freier DNA wurde der Endofree Plasmid Maxi Kit
der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet. Endotoxine oder
Lipopolysaccharide sind Molekile, die auf der auRBeren Zellmembran gramnegativer
Bakterien (z.B. E. coli) vorkommen. Sie beeintrachtigen die Transfektion von DNA in
sensitive Kulturzellen und bewirken bei Immunzellen unspezifische Aktivierungen. Aus
diesen Grinden wurde fir die Transfektion der adharenten und in Suspension wachsenden

Zellen nur Endotoxin-freie DNA verwendet.

Zur Praparation von DNA mit dem Endofree Plasmid Maxi Kit wurde von einer Bakterien-
Glycerolkultur zunachst ein Verdlinnungsausstrich auf einer Antibiotika-haltigen Agarplatte
angefertigt und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers wurde eine Bakterienkolonie in 5 ml flissiges LB-Medium Uberflhrt und fur 8
h bei 37°C geschittelt. Im Anschluss daran wurde ein Erlmeyerkolben (mit Schikane) mit
100 ml LB-Medium und 100-200 ul dieser Vorkultur beimpft und Uber Nacht bei 37°C auf
einem Schittler bei 200 Upm inkubiert. Die Zentrifugation der Bakterien erfolgte fir 15 min
bei 6000 Upm und 4°C (RC5C plus, GSA-Rotor, Sorvall). Daran schloss sich die Praparation
der DNA an, die wie bereits oben beschrieben aus der alkalischen Lyse der Zellen, der

Bindung der DNA an eine Silika-Gel-Membran mit nachfolgender Elution besteht. Dazu
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wurde das Bakterienpellett in 10 ml P1-Puffer resususpendiert und nach Zugabe von 10 ml
P2-Puffer lysiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 10 ml P3-Puffer, wonach das
Lysat sofort auf einen QIAFilter gebracht wurde. Nach 10-mindtiger Inkubation wurde das
Lysat in ein 50 ml Falcon-Tube filtriert und von den denaturierten und prazipitierten
Zelltrimmern gereinigt. Zur Entfernung der Endotoxine wurde nun die Losung mit 2,5 ml ER-
Puffer gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen erfolgte die Aquilibrierung
einer Qiagen-tip 500-Saule mit 10 ml QBT-Puffer. Das Lysat wurde nun auf die Saule
gegeben. Nachdem die Lésung vollstandig durchgelaufen war, erfolgte ein Waschschritt mit
2 x 30 ml QC-Puffer und anschlief3ender Elution der Plasmid-DNA mit 15 ml QN-Puffer. Die
DNA wurde dann durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol prazipitiert und anschlieRend bei
15000 g fur 60 min bei 4°C zentrifugiert (RC5C plus, SS-34-Rotor, Sorvall). Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt und das Pellet mit 5 ml 70%igen Ethanol gewaschen und erneut
bei 15000 g fur 30 min bei 4°C zentrifugiert (RC5C plus, SS-34-Rotor, Sorvall). Nach
Entfernung des Alkohols wurde das DNA-Pellet getrocknet und in 300 ul TE-Puffer oder
Aqua bidest geldst. Die DNA wurde anschlielend bei -20°C gelagert.

4 .1.2 Hybridisierung

Zur Erzeugung des Konstruktes pCR-NS wurde ein 32 bp Fragment mit
Restriktionsschnittstellen flr Sall und BamHI und zwei Stop-Codons in den Vektor pCR3.1-
uni kloniert. Die Denaturierung der synthetisierten 5’ und 3’ Oligonukleotide erfolgte fur 5 min
bei 95°C. AnschlieBend wurde die einzelstrangige DNA fir 1 h bei Raumtemperatur
hybridisiert und nachfolgend in pCR3.1-uni kloniert. Die erfolgreiche Insertion des
Fragmentes in den Expressionsvektor wurde durch Verdau mit den Restriktionsenzymen
Sall bzw. BamH1 kontrolliert.

4.1.3. Reverse Transkription

Zunachst wurde RNA aus dem Lymphknoten eines PLHV-1-positiven und an PTLD
erkrankten Miniaturschweines isoliert. Diese praparierte RNA lag zu Beginn der Arbeiten
bereits vor. Nachfolgend wurde die RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Diese RNA-abhangige DNA-Polymerase fiigt einen komplementaren DNA-
Strang zur vorhandenen RNA hinzu. Durch Verwendung von Oligo-dT-Primern, die an den
PolyA-Schwanz der mRNA binden, kann die cDNA-Synthese vom 3’-Ende in Richtung 5'-
Ende erfolgen. Hierbei kamen Reagenzien der Firma Invitrogen zum Einsatz, die nach
Herstellerangaben verwendet wurden. Als Ausgangskonzentration diente RNA in einer
Konzentration von 0,5-2 ug. Zur Aufhebung von Sekundarstrukturen wurde folgender Ansatz
fur 5 min bei 65°C inkubiert:
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Gesamt-RNA 1ul
dNTP Mix (10 mM) (m
oligo-dT-Primer (m
Nuclease-freies Wasser 9ul

Der Reaktionsansatz wurde sofort auf Eis abgekuhlt und mit folgenden Reagenzien versetzt:

First strand buffer 4 ul
DTT 2 ul
Nuclease-freies Wasser 1ul

Daran schloss sich eine 2-minltige Inkubation des Ansatzes bei 42°C an. Anschliel3end
erfolgte die Reverse Transkription der RNA in cDNA durch Zugabe von 1 ul SuperScript™ IlI
far 50 min. Zur Denaturierung des Enzyms wurde der Ansatz nachfolgend fir 15 min bei
72°C inkubiert. Die cDNA wurde zur Lagerung bei -20°C eingefroren und diente nachfolgend
als PCR-Template fiur Klonierungszwecke. Zur Kontrolle unerwlnschter DNA-
Kontaminationen in der Ausgangs-RNA wurden Proben der gleichen Behandlung
unterzogen, allerdings wurde anstelle der reversen Transkriptase lediglich Puffer bzw. Aqua

Bidest zugegeben.

4.1.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Ketten-Reaktion (Mullis et al., 1986) erlaubt die gezielte
Vervielfaltigung einer beliebigen Desoxyribonukleinsaure (DNA) und besteht aus drei
elementaren Schritten - Denaturierung, Hybridisierung und Synthese. Zunachst wird die
DNA bei 95°C in zwei Einzelstrange separiert (Denaturierung), an die sich
sequenzspezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer, binden (Hybridisierung). Eine
thermostabile DNA-abhangige DNA-Polymerase verlangert dann in Gegenwart freier
Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTP) die Primer und synthetisiet den zu den
Einzelstrangen komplementéren Strang. Wahrend die Denaturierung der DNA bei tber 90°C
erfolgt, liegt die Annealingtemperatur der Primer in der Regel zwischen 50°C und 60°C. Sie
ist abhangig von der GroRe und dem GC-Gehalt der ausgewahlten Primer und beeinflusst
entscheidend die Spezifitdt der PCR. Bei der Primerauswahl sollten Poly (T)-Bereiche und
Haarnadelstrukturen vermieden werden, da es sonst zu unspezifischen Bindungen oder
Primerdimerbildung kommen kann. Die Synthese richtet sich nach dem Temperaturoptimum

der verwendeten DNA-Polymerase und erfolgt zwischen 68°C und 72°C.
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Mit jedem durchlaufenden Zyklus wird die Anzahl der DNA-Molekile theoretisch exponentiell
amplifiziert (2" bei n Zyklen). Aufgrund limitierender Faktoren wie z.B. nachlassender
Enzymaktivitdt oder Hybridisierungen der Amplifikate liegt die PCR-Effzienz jedoch unter
100%. Die neusynthetisierte DNA dient im nachfolgenden Zyklus selbst wieder als
Template. Der Reaktionsansatz enthalt neben der Template-DNA, den spezifischen Primern
und der hitzebestandigen DNA-Polymerase einen geeigneten Puffer, MgCl,, dNTP und in
einigen Ansatzen auch DMSO. Die MgCl,-Konzentration beeinflusst die Denaturierung der
DNA, das Primer-Annealing, die Produktspezifitdt und Produktausbeute, sowie die Aktivitat
der DNA-Polymerase. DMSO kann die Spezifitdt und die Amplifikation GC-reicher

Sequenzen erleichtern.

Fiar die Klonierung von PCR-Produkten in den Vektor pGL3-basic und zur Generierung c-
Myc-getagter Varianten von ORF50 wurden die Primer so ausgewahlt, dass sie an ihren
Enden Restriktionsschnittstellen trugen, die wahrend der PCR an das zu insertierende Insert
angefligt wurden, um dieses nachfolgend in die multiple Klonierungsstelle (mcs) des Vektors

zu integrieren.

4.1.4.1 Nested-PCR

Bei der nested-PCR verwendet man zwei verschiedene Primerpaare zur Amplifikation eines
DNA-Fragmentes. Die erste Runde wird mit den auferen Primern durchgefuhrt, dessen
Produkt dann als Template fur die zweite Amplifikation mit den inneren Primern dient. Der
Vorteil dieser Methode ist eine erhéhte Spezifitat und Sensitivitat der Gesamtreaktion, da
das grolere Amplikon der ersten Runde durch die inneren Primer in der zweiten Runde
weiter amplifiziert wird und somit Nebenprodukte der ersten PCR entfallen. In der ersten
Runde der PCR enthielt der Reaktionsansatz standardisiert 150 ng DNA. Als
Ausgangsmenge flir die zweite Reaktion wurde 1 ul des 50 ul Ansatzes der ersten PCR
eingesetzt. Dabei wurden die Annealingtemperaturen der Primer angepasst, wahrend die

Reaktionsbedingungen konstant blieben.

Far die Amplifikation von Virus-DNA zur Klonierung in Expressions- und
Reportergenvektoren wurde das Expand™ High Fidelity PCR System der Firma Roche
verwendet. Es beinhaltet ein Enzymgemisch aus der thermostabilen Tag-Polymerase aus
Thermus aquaticus und der Pwo-DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei. Die Pwo-DNA-
Polymerase besitzt eine zusatzliche 3’-5-Exonuclease-Aktivitdt, die eine Korrektur des
neusynthetisierten DNA-Stranges erlaubt (proofreading). Dadurch wird der Einbau

fehlerhafter Nukleotide um etwa das Dreifache verringert.
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Der 50 ul umfassende Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:
10 x Puffer (ohne MgCl,) 5ul

dNTP (2,5 mM/dNTP / 0,4 uM final) 8 ul

DNA-Polymerase (1 U/ul) (m
Template (150 ng-500 ng) x ul
Primer (10 uM / 0,4 uM final) 2 ul
Aqua bidest ad 50 ul

Anschlielend wurde die PCR unter folgenden Zykler-Bedingungen gestartet:

94°C 3 min Vordenaturierung
96°C 30 sek Denaturierung

40 x 50-60°C 30 sek Primeranlagerung (Annealing)
70°C 10 min DNA-Synthese (Elongation)
72°C 30 min Elongation
4°C 00 Lagerung

Nach der PCR wurden 5 ul des Ansatzes auf ein Agarosegel aufgetragen und mittels
Gelelektrophorese analysiert. Stimmte die GroRe des Amplifikates im Gel mit der
rechnerisch ermittelten FragmentgroRe Uberein, wurde das PCR-Produkt mittels QIAquick

PCR Purification Kit gereinigt und sequenziert oder zum Klonieren verwendet.

4.1.4.2 RACE-PCR

Die RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) erlaubt die getrennte Amplifikation von
5- und 3’- cDNA-Enden, die insbesondere bei langen mRNAs wahrend der in vitro-
Transkription nicht vollstandig synthetisiert wurden. Dazu wurde der First Choice™ RLM-
RACE Kit der Firma Ambion verwendet. Dieser wurde gegenlber der herkdmmlichen
RACE-Technik insofern verbessert, dass ausschliel3lich cDNA aus vollstandiger mRNA, die

eine CAP-Struktur aufweist, amplifiziert wird.

Zum Nachweis der Transkription viraler Gene nach Transfektion von Expressionsplasmiden
in eukaryote Zellen wurde nur die 3’RACE-PCR durchgefihrt. Zunachst erfolgte die reverse
Transkription der mRNA in cDNA mit Hilfe von Oligo-dT-Primern (3’-RACE Adapter), die an
den PolyA-Schwanz der mRNAs binden, und der SuperScipt™ Il Reverse Transkriptase

von Invitrogen. Dazu wurde der Ansatz fir 1 h bei 42°C im Heizblock inkubiert.
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Anschlieend erfolgte die Amplifikation der cDNA in einer nested-PCR mit zwei Runden
unter Verwendung von transkriptspezifischen- und Adapterprimern. Die

Annealingtemperatur richtete sich nach dem genspezifischen Primer.

Fir die Reverse Transkription der mRNA wurde folgender Ansatz pipettiert:

Gesamt-RNA 1ug
dNTP Mix (10 mM) 4 ul
3’-RACE-Adapter (0,3 ug/ul) 2 ul
10x RT-Puffer 2 ul
RNase Inhibitor (10 U/ul) 1ul
SuperScript™ 111 (200 U/ul) 1 ul
Nuclease-freies Wasser ad 20 ul

Folgendes Pipettierschema kam fur die nested-PCR zur Anwendung:

1. Amplifikationsrunde mit &ul3erem Primerpaar:

cDNA 1 ul
dNTP-Mix (10 mM) 4 ul

10x Puffer 5ul
3’-RACE aulderer Primer 2ul
3’-RACE genspezifischer Primer (10 uM) 2l
Super Taq Plus Polymerase 0,2 ul
Nuclease-freies Wasser ad 50 ul

2. Amplifikationsrunde mit innerem Primerpaar:

PCR-Produkt (1:10 verdinnt aus 1.Runde) 1ul
dNTP-Mix (10 mM) 4 ul

10x Puffer 5 ul
3’-RACE innerer Primer 2l
3’-RACE genspezifischer Primer (10 uM) 2l
Super Taq Plus Polymerase 0,2 ul
Nuclease-freies Wasser ad 50 ul
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Folgende Zykler-Bedingungen wurden gewahlt:

94°C 3 min Vordenaturierung
94°C 30 sek Denaturierung

35 x 50-60°C 30 sek Primer-Annealing
68°C 4 min Elongation
68°C 10 min Elongation
4°C 00 Lagerung

AnschlieRend wurden die PCR-Produkte Uber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, um

die Groflen der PCR-Amplifikate zu bestimmen.

4.1.4.3 Real time-PCR (TagMan-PCR)

Die Grundlage fur die heute angewandte real time-PCR wurde 1992 durch Higuchi et al.
geschaffen. Mit Hilfe dieser PCR kdnnen quantitative Aussagen uber die urspringlich in der
Probe vorhandenen DNA-Molekile getroffen werden. Zum PCR-Ansatz wird neben den
Primern eine sequenzspezifische Hybridisierungssonde verwendet, die zwei
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe (Reporter & Quencher) tragt und zwischen den
Primern bindet (Abb. 8). Beide Fluoreszenzfarbstoffe besitzen ein charakteristisches
Anregungs- und Emissionsspektrum. Dabei entspricht das Emmissionsspektrum des
Reporters (Fluorescein-Derivat; FAM) dem Anregungsspektrum des Quenchers (Rhodamin-
Derivat; TAMRA). Solange die Sonde intakt ist, wird die Fluoreszenzemission des
Reporterfarbstoffes durch die raumliche Nahe zum Quencherfarbstoff durch Frequenz-
Resonanz-Energietransfer (FRET) unterdrickt. Wahrend der Elongationsphase wird die
hybridisierte Sonde durch die 5’-3’-Exonuklease-Aktivitdt der DNA-Polymerase zerschnitten
und anschlieBend abgebaut. Damit wird die rdumliche N&he zwischen Reporter und
Quencher unterbrochen, und das Fluoreszenzsignal des Reporters kann nach Anregung bei
488 nm detektiert werden. Die Zunahme der Reporterfluoreszenz wird nach jedem Zyklus in
Echtzeit (real time) gemessen und ist proportional zur Menge des entstehenden PCR-
Amplifikates im Reaktionsgefal. Durch diese VerhaltnismaRigkeit lasst sich Uber die
Messung der Fluoreszenz auf die entstehende Menge an Produkt schlielen. Unter idealen
PCR-Bedingungen verdoppelt sich somit die DNA-Menge pro Zyklus. Da die Bedingungen
fur eine exponentielle Amplifizierung des Zielproduktes sowohl am Anfang wie auch am
Ende der Reaktion nicht optimal sind, wird in der Praxis eine ca. 70-80%ige Effizienz der
PCR erreicht. Die Quantifizierung der real time-PCR basiert auf der Berechnung des

Fluoreszenz-Schwellenwertes (Cr, ,threshold cycle®). Der C+-Wert entspricht der PCR-
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Zyklenzahl, bei der ein messbarer Anstieg der Reporterfluoreszenz Uber der
Hintergrundfluoreszenz ermittelt wird. Zu diesem Zeitpunkt ist die Amplifikation in der Regel
exponentiell und die PCR-Reaktion wird nicht durch limitierende Faktoren wie Primer- oder
Nukleotidmangel, nachlassende Enzymaktivitdt oder Inhibition der PCR-Reaktion durch
Synthese bestimmter Produkte gehemmt. Umso friher der Schwellenwert erreicht wird

(niegriger Ct), umso groRer war die Anfangskopienzahl in der Probe.

fw primer R Sonde Q
> g
<
rev primer
. R
fw primer \ Sonde cll
>
<
rev primer
R
Q
- —
fw primer Soade )
>
<7
rev primer

Abb. 8: Prinzip der real time-PCR. Nach Bindung der Sonde und der Primer (forward, fw; reverse, rev) an die
DNA wird die Sonde bei der Strangverldngerung durch die Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase abgebaut.
Die Fluoreszensfarbstoffe der Sonde (Reporter, R; Quencher, Q) werden raumlich getrennt, so dass der
Energietransfer zwischen beiden unterbrochen ist. Die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes kann gemessen
werden und ist proportional zur amplifizierten DNA-Menge.

4.1.4.3.1 Standardisierung

Die real time-PCR erlaubt die Quantifizierung von Ziel-DNA {ber sogenannte externe
Standards. Zur Standardisierung der in der Probe vorhandenen DNA-Konzentration wurde
eine 10-fach Verdinnungsreihe von Plasmiden bekannter Konzentration eingesetzt, deren
Insert die Zielregion der PCR beinhaltet. Die Verdinnungsreihe enthielt Plasmide, die einer
Kopienzahl der Zielsequenz von 10° 10° 10* 10% 10% und 10" entsprachen (Abb. 9). Mit
Hilfe dieser Verdunnungsreihe lasst sich eine Standardkurve erstellen, mit der die

Kopienzahlen der Ausgangskonzentrationen der Proben ermittelt werden kdénnen.

Die Plasmide fur die PLHV-3- und p2-Microglobulin-TagMan-PCR wurden freundlicherweise

von Frau Dr. Barbara Chmielewicz (Robert Koch-Institut) zur Verfiugung gestellt. Sie
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erhielten die Bezeichnung pTOPO-gB bzw. pTOPO-B2MG. Zur Ermittlung der EBV-
Kopienzahl wurde der Vektor pTOPO-EBVint verwendet, der eine 223 bp umfassende,
intergenische EBV Region tragt. Der Vektor wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Andreas
Nitzsche (Robert Koch-Institut) zur Verfigung gestellt. Zur Ermittlung der Cyclophilin A-
Kopienzahl diente der Vektor pTOPO-CycA, der freundlicherweise von Dr. Aleksandar
Radonic (Charite) bereitgestellt wurde.

Mit Hilfe der Steigung m einer Standardkurve kann die Effizienz E der PCR auf folgende
Weise berechnet werden:

E=10""—-1

Eine Steigung von -3,32 wirde somit eine Effizienz von 100 % bedeuten.
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Abb. 9: Ergebnisse einer real time-PCR nach Amplifikation elnes Teilfra Pmentes des orf08/gB von PLHV-
3. Das Plasmid pTOPO-gB wurde in 10-fach Verdiinnungen von 10 10°, 10°, 102 und 10 Kopien in der real
time-PCR eingesetzt und die Fluoreszenz nach jedem Zyklus gemessen. Der CT-Wert einer Probe ist der PCR-
Zyklus, bei der die Reporterfluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert (Threshold) Uberschreitet. Aus den Ct-
Werten der Verdiinnungsreihe wird eine Standardkurve erstellt, die zur Berechnung der Kopienzahl unbekannter
Proben dient, in denen zuvor der Ct-Wert ermittelt wurde.

4.1.4.3.2 Normalisierung

Um Unterschiede in den Ausgangsmengen der eingesetzten DNA-Proben bzw. der PCR-
Effizienzen auszugleichen, wurde eine interne Kontrolle eingeflihrt. Zur Normalisierung
diente ein zellulares single copy-Gen, das neben dem viralen Gen in jeder Probe
quantifiziert wurde. AnschlieBend wurde die Kopienzahl des Zielgens auf die des
Referenzgens bezogen. Diese Normalisierung wurde allerdings nur fur die Virus-DNA
angewandt, die aus den Zellen extrahiert wurde. Zur Normalisierung der PLHV-3-Virus-DNA

wurde als Referenzgen porzines p2-Microglobulin verwendet. Fir die Quantifizierung von

57



Methoden

p2-Microglobulin mittels real time-PCR kamen die Primer 059 s, 059 as und die Sonde 059
zum Einsatz (Chmielewicz, 2002). Fur die Quantifizierung von EBV aus Krallenaffenzellen
der Linie B95-8 diente Cyclophilin A als Referenzgen, das mit den Primern 3351 s, 3351 as
und der Sonde 3351 amplifiziert wurde (Radonic et al., 2004). Das Pipettierschema und die
PCR-Bedingungen sind in Abschnitt 4.1.4.3.3 aufgelistet.

4.1.4.3.3 Detektion von PLHV-3 und EBV

Zur Quantifizierung von PLHV-3 und EBV wurde der Platinum Quantitiative PCR SuperMix-
UDG der Firma Invitrogen in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration in einem 25 ul-
Ansatz verwendet. Der Supermix enthalt neben der Tag-DNA-Polymerase eine Uracil-DNA-
Glykosylase, die vor dem Start der Reaktion kontaminierende UTP tragende PCR-Produkte
abbaut. Statt dTTPs enthalt der Mix dUTPs, die in die PCR-Produkte eingebaut werden und
von der Uracil-DNA-Glycosylase erkannt und abgebaut werden. Somit wird das Risiko von
falsch-positiven Proben drastisch reduziert. Als passiver Referenzfarbstoff wurde ROX der
Reaktion zugesetzt, dessen Grundfluoreszenz Abweichungen der Probenfluoreszenz

ausgleicht.

Fir die PLHV-3-PCR dienten die Primer 1156 s, 1156 as und die Sonde 1156 zur Detektion
eines Teilfragmentes des orf08/gB (Chmielewicz, 2002). Zur Quantifizierung von EBV wurde
eine intergenische Region mit den Primern 2816 s, 2816 as und der Sonde 2816 amplifiziert
(Solassol et al., 2001). Tabelle 10 gibt einen Uberblick Uber die mittels real time-PCR

amplifizierten Gene und Reaktionsbedingungen.

Tabelle 10. Uberblick iiber die mittels TagMan-PCR amplifizierten Gene

Primer Ziel-Gen/ Organismus ProduktgroBe | PCR-Zyklen | Annealingtemperatur
(bp) (Ta)
1156 s/as orf08/gB/ PLHV-3 74 40 55°C
059 s/as B2-Microglobulin/ 139 45 60°C
Schwein
2816 s/as intergenisch/ EBV 223 45 60°C
3351 s/as Cyclophilin A/ Krallenaffe 325 45 62°C

Nach Extraktion der Virus-DNA aus Zellen wurden alle DNA-Proben auf eine DNA-
Konzentration von 15 ng/ul eingestellt. Die DNA-Konzentration pro Reaktion betrug
entweder 1,5 ng (EBV-PCR) bzw. 150 ng (PLHV-3-PCR).

58




Methoden

Wahrend die Endkonzentration der Primer 300 nM betrug, wurden die Sonden in einer

Konzentration von 100 nM eingesetzt.

Folgender real time-PCR-Ansatz wurde pipettiert:

Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG 12,5 ul
ROX 0,5 ul
s-Primer (300 nM) 0,75 ul
as-Primer (300 nM) 0,75 ul
Sonde (100 nM) 0,25 ul
Template (0,15 ng/ul; 15 ng/ul) 10 wl
MgCl, (5 mM) 1 ul

Die Amplifikation erfolgte in einem ABI PRISM 7700 Sequence Detektor mit folgenden

Thermozyklerbedingungen:

50°C 2 min Uracil-Glykosylase

95°C 10 min Vordenaturierung

95°C 20 sek Denaturierung
40-45 x 55-60°C 1 min Primer-Annealing

60°C 1 min Elongation

4°C e Lagerung

4.1.4.3.4 Normalisierung und Auswertung der TagMan-Daten

Jede Probe wurde im doppelten Ansatz mittels virusspezifischer real time-PCR analysiert. In
den aus Zellen extrahierten DNA-Proben erfolgte aulerdem die Amplifikation des
Referenzgens. Die Abweichung der C; -Werte bei den Doppelwerten durfte maximal einen
halben Zyklus betragen, andernfalls wurde die PCR wiederholt. Ausgehend vom C; -Wert
einer Probe wurde mit Hilfe der jeweiligen Standardkurve die Kopienzahl des Ziel- bzw.
Referenzgens berechnet. Zur Normalisierung wurden alle PLHV-3-Kopienzahlen auf die
jeweiligen Kopienzahlen von p2-Microglobulin bezogen. In derselben Weise erfolgte der
Bezug der EBV-Kopienzahlen auf die der Cyclophilin A-Kopienzahlen (Radonic et al., 2004).

Die erhaltenen Viruskopien wurden auf 70° Referenzgenkopien bezogen.
Zielgenkopien/1 0° Referenzgen-Kopien = Zielgenkopien * 1 0%/ Referenzgen-Kopien
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Eine Normalisierung firr die Virus-DNA, die aus den Uberstanden extrahiert wurde, wurde
nicht vorgenommen, weil sich im Uberstand keine zellulare DNA befinden sollte. Die Virus-
DNA aus den Uberstdnden wurde zunachst pro ml Uberstand berechnet und anschlielRend
auf die Zellzahl bezogen. Der Bezug auf die jeweilige Zellzahl erlaubt eine prazisere
Aussage uber die im Uberstand vorhandenen Viruskopien, da die verwendeten Stimulantien
oder Effektoren das Wachstum der Zellen beeinflussen kénnten.

Bei den Kokultivierungsexperimenten musste auf den Bezug der Zellzahl verzichtet werden,
da die unterschiedlichen Zelllinien in einem Ansatz bei der Zellzahlung nicht unterscheidbar
sind. Die Viruskopien der Kokultivierungsexperimente wurden somit pro ml Uberstand
berechnet. Nach Berechnung der Viruskopien in den Zellen und Uberstdnden wurde die
Viruskopienzahl der Kontrollzellen dem Wert 1 gleichgesetzt und alle weiteren Kopienzahlen
darauf bezogen. Die erhaltenen Faktoren geben die x-fache Virusgenomvermehrung Uber
der Kontrolle an. Fur die elektroporierten Zellen dienten Zellen als Negativkontrolle, die mit
dem Vektor pCR-NS transfiziert wurden. Unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle

fur TPA-stimulierte Zellen verwendet.

4.1.5 Agaroseqelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden Nukleinsduren nach ihrer Grofle und
Konformation in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der
negativ geladenen DNA-Molekile hangt dabei von der Agarosekonzentration, der
angelegten Spannung, der Art des Laufpuffers sowie der Anwesenheit interkalierender
Stoffe ab. Die Auftrennung der durch PCR amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte in
Abhangigkeit der erwarteten Fragmentgrofe in 0,7-1,5%igen Agarosegelen bei einer
konstanten Spannung von 80 V in einer Biometra-Gelkammer. Als Laufpuffer diente 2 x
TBE-Puffer. Zunachst wurde die Agarose in kochendem Elektrophoresepuffer gelést und
nach anschlie®Bender Abkihlung auf 65°C in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach
Einsetzen des Kamms in die noch flissige Agarose bildeten sich nach dem Erkalten
Geltaschen aus. AnschlieRend wurde das Gel mit Elektrophoresepuffer bedeckt und der
Kamm gezogen. Die Proben wurden zunachst in 1/5 Volumen Probenpuffer aufgenommen
und mit dem Farbmarker Bromphenolbau versetzt, um den Elektrophoreseverlauf zu
verfolgen. Zur Visualisierung der DNA wurde Ethidiumbromid verwendet, das in einer
Konzentration von 400 ng/ml im Elektrophoresepuffer enthalten war. Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA und dieser Komplex kann nach Anregung mit UV-Licht bei 590 nm

sichtbar gemacht werden. Dabei ist die Detektion von bis zu 10 ng DNA pro Bande mdglich.
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4 .1.6 Aufreinigung von PCR-Fragmenten

4.1.6.1 Aufreinigung mit dem QlAquick PCR Purification Kit

Zur Reinigung der DNA-Fragmente aus Reaktionsansatzen (PCR, Restriktion) von
Bestandteilen wie z.B. Primern, Nukleotiden, Enzymen und Salzen wurde der QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) verwendet. Dieser ermdéglicht die Aufreinigung von einzel- und
doppelstrangiger DNA mit einer Grélie von 100 bp bis 10 kbp Gber Bindung an eine Silika-
Gel-Membran einer Minisdule, wahrend alle anderen Komponenten die Membran
ungehindert passieren. Nach mehreren Wasch- und Zentrifugationsschritten kann die
gereinigte DNA mit Elutionspuffer oder Aqua Bidest eluiert werden. Alle nachfolgenden

Puffer sind Bestandteil des Kits und wurden nach Herstellerangaben verwendet.

Ein PCR-Ansatz wurde mit dem 5-fachen Volumen an PB-Puffer versetzt und auf eine
QIAquick-Minisaule pipettiert. Nach anschlielender Zentrifugation bei 13000 Upm (RT,
Tischzentrifuge, Heraeus) fir 1 min und Bindung der DNA an die Silika-Gel-Membran wurde
der Durchfluss verworfen und die Saule mit 750 ul PE-Puffer gewaschen. Daran schloss
sich ein weiterer Zentrifugationsschritt an. Zur Entfernung des restlichen Alkohols wurde
erneut zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgte mit 20-50 ul EB-Puffer durch 1-minutige
Zentrifugation. Anschliellend wurde die DNA-LSsung fur weitere 5 min in einer SpeedVac-
Zentrifuge zentrifugiert, um Alkoholreste zu entfernen. Die gereinigte DNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

4.1.6.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem Perfectprep Gel Cleanup Kit
(Eppendorf). Dazu wurde zuvor die gewunschte DNA-Bande unter UV-Licht mit Hilfe eines
Skalpells aus einem praparativen Agarosegel herausgeschnitten und in einem 1,5 ml
Eppendorfgefald gewogen. Es erfolgte die Zugabe des dreifachen Volumens an
Bindungspuffer zu dem Gelstiick, dabei entsprach 1 mg = 1 ul. Anschlielend wurde die
Agarose durch Inkubation bei 50°C im Wasserbad und mehrmaliges Vortexen verflissigt.
Nach Zugabe von einem Volumen Isopropanol wurden 800 ul der Lésung auf die Membran
der Minisaule pipettiert und bei 13000 Upm fir 1 min abzentrifugiert (RT, Tischzentrifuge,
Heraeus). Dabei erfolgte die Bindung der DNA an die Membran und der Durchfluss wurde
verworfen. Nach Waschen mit 750 ul Waschpuffer und erneuter Zentrifugation wurde die
DNA mit 30 ul Elutionspuffer eluiert. Um restlichen Alkohol zu entfernen, wurde die DNA-
Lésung fur 5 min in einer SpeedVac-Zentrifuge zentrifugiert. Die Lagerung der DNA erfolgte
bei -20°C.
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4 1.7 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

4.1.7.1 Messung der optischen Dichte mittels Absorptionsspektrometrie

Fir die Messung von DNA- bzw. RNA- Konzentrationen wurde das NanoDrop (ND-1000,
NanoDrop Technologie) Spektrophotometer verwendet, das die optische Dichte (OD) einer
Lésung bei einer Wellenlange von 260 nm misst. Um die Reinheit der Nukleinsdure-
Praparation zu Uberprifen, wurde der Quotient Axso/Azs0 ermittelt, der optimal zwischen 1,8
und 2,0 liegen sollte. Zur Kalibrierung des Gerates wurden zunachst 1 ul der Lésung, in der
die DNA bzw. RNA aufgenommen wurde, im Gerat vermessen. Anschlieffend wurden 1 ul
der DNA- oder RNA-Lésung im NanoDrop-Spektrophotometer gemessen und die

Konzentration nach dem Lambert-Beerschen Gesetz wie folgt berechnet:

Ao =exC mit Aggo = Absorption bei A = 260 nm
C = Konzentration (ng/ul)
¢ = Extinktionskoeffizient (ng/ul):
+ einzelstrangige DNA: 33
+ doppelstrangige DNA: 50
+ RNA: 40

C(DNA) (ng/ul) = Aggo X 50 ng/ul bzw. C(RNA) (ng/ul) = Aggo X 40 ng/ul

4.1.7.2 Fluorimetrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die fluorimetrische Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe von spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen, die DNA binden und bei Anregung einer bestimmten Wellenlange
(Absorption) Licht einer anderen Wellenlange abgeben kdnnen. Die zu untersuchende DNA-
Probe wurde mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff (Hoechst 33258) versetzt, der in
die DNA interkaliert und bei einer Wellenlange von 365 nm angeregt wird. Die emittierte
Fluoreszenz wurde bei 460 nm in einem Fluorometer (TD-360 Mini) gemessen.

Nach Herstellung von 100 ml Messpuffer erfolgte die Kalibrierung des Gerates zu Beginn der
Messung. Dazu wurden 2 ml des Messpuffers in eine Plastikklvette pipettiert und als
Nullwert vermessen. Als Eichwert diente 2 ul Kalbsthymus-DNA (1200 ng/ul), die zu den 2 ml
Messpuffer gegeben und anschlielRend gemischt und vermessen wurde. Nach mehrmaligem
Spulen der Kivette mit destilliertem Wasser wurden zur Bestimmung der DNA-Konzentration

2 ul einer Probe in 2 ml Messpuffer gemischt und erneut vermessen.

4 .1.8 Klonierung von PCR-Produkten

Das Prinzip der Klonierung besteht in der Integration von DNA-Fragmenten in geeignete

Vektoren und deren Transformation in kompetente Wirtsbakterien. Durch die Vermehrung
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der Wirtsbakterien entsteht ein Klon gleichartiger Zellen, die das rekombinante Vektor-DNA-
Molekll in einer oder mehrerer Kopien enthalt. Die klassische Klonierung nach Sambrook

(1989) besteht aus der Restriktion und der Ligation.

4.1.8.1 DNA-Restriktion

Restriktionsenzyme sind bakterielle Endonukleasen, die fremde doppelstrangige DNA-
Molekule (z.B. Phagen-DNA) erkennen und abbauen kdnnen. Die DNA des Wirtes ist durch
ein spezifisches Methylierungsmuster vor dem Abbau geschitzt. Die Restriktionsenzyme
spalten die Phosphodiesterbindungen beider Strange eines DNA-Molekuls hydrolytisch und
unterscheiden sich in der Erkennungssequenz, ihrer Spaltstelle und ihrem
Ursprungsorganismus. Es sind drei Typen von Restriktionsenzymen bekannt. Die
Restriktionsenzyme des Typ 1 besitzen sowohl eine Restriktions- als auch
Methylierungsaktivitdt und spalten die DNA ca. 1000 bp von der spezifischen
Erkennungsstelle entfernt. Die Restriktionsenzyme des Typ 3 hingegen schneiden DNA in
einem Abstand von ca. 25 bp von der Erkennungssequenz. Im Gegensatz zu diesen
besitzen die Restriktionsenzyme des Typ 2 nur eine Restriktionsaktivitdt und spalten DNA
innerhalb ihrer definierten Erkennungssequenz. Diese Sequenzen sind 4 bis 8 Nukleotide
lang und meist palindromisch. Bei der Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme kénnen
entweder stumpfe Enden (blunt ends) oder aber kohasive Enden (sticky ends) entstehen, bei
denen entweder das 5'- oder das 3'-Ende der entstehenden DNA-Fragmente Uberhangen
kann.

Fir die gerichtete Klonierung von PCR-Produkten in den Reportergenvektor pGL3-basic
wurden sowohl Plasmid-DNA als auch PCR-Fragmente nacheinander mit geeigneten
Restriktionsenzymen verdaut. Von einem Doppelverdau wurde nach einigen Versuchen
abgesehen, da einige Kombinationen von Restriktionsenzymen zu nur unvollstédndig
verdauten DNA-Fragmenten fuhrten. Nach jedem Verdau wurde die DNA erneut
aufgereinigt. Fur die Restriktion wurden 25 ul gereinigtes PCR-Produkt bzw. 1-3 ug der

Plasmid-DNA in einem 50 ul Ansatz verdaut. Dieser enthielt folgende Komponenten:

DNA 1-3 ug
10 x Puffer 5ul
Enzym 1U

ad 50 ul Aqua bidest

Dabei ist 1 unit (U) als diejenige Enzymmenge definiert, die benétigt wird, um in einer Stunde

bei 37°C unter optimalen Reaktionsbedingungen 1 ug Substrat-DNA zu verdauen.
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Als Substratmolekul wird fur die Aktivitdtsbestimmung in der Regel DNA des Bakteriophagen
Lambda verwendet. Der Reaktionsansatz wurde anschlielRend Uber Nacht in einem 37°C
Wasserbad inkubiert. In Abhangigkeit vom verwendeten Enzym wurde dem Ansatz BSA in
einer Endkonzentration von 1 mg/ml zugesetzt. AnschlieRend erfolgte die Analyse der
Restriktionsfragmente mittels Agararosegelelektrophorese. Fir die nachfolgende Ligation
wurden die geschnittenen PCR-Fragmente und der Vektor erneut aufgereinigt (Abschnitt
4.1.6.1).

4.1.8.2 Dephosphorylierung

Bei der ungerichteten Klonierung von PCR-Fragmenten in einen Vektor entstehen durch die
Restriktion mit nur einem Restriktionsenzym zwei kompatible Enden, die wahrend der
Ligation wieder verknipft werden kdénnen. Um diese Selbstligation des Vektors zu
verhindern, wurde der Vektor pGL3-basic mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase
dephosphoryliert. Die fir die Ligation bendtigten Phosphatreste werden bei dieser Reaktion
entfernt. Nach dem Restriktionsverdau wurden dem Ansatz 1 ul Alkalische Phosphatase
(CIP) und in entspechender Menge CIP-Puffer (10x) zugefigt und fir 1 h bei 37°C im

Wasserbad inkubiert. Nachfolgend wurde die DNA erneut aufgereinigt.

4.1.8.3 DNA-Ligation

Nach der Restriktion von Plasmid-DNA und PCR-Produkt mit geeigneten
Restriktionsenzymen wurde das linearisierte Plasmid mit der geschnittenen DNA ligiert. Bei
der Ligation werden die beiden DNA-Fragmente durch die Ausbildung von 3'-5'-
Phosphodiesterbindungen kovalent miteinander verbunden. Sie erfordert entweder glatte
Enden (blunt ends) oder kohasive Enden (sticky ends). Eine gerichtete Klonierung, also die
gezielte Orientierung des Inserts in einen Vektor, wurde erreicht, in dem jede Komponente
(Vektor und Insert) unterschiedliche Enden trug, so dass nur eine Richtung der Insertion
mdglich war. Fir die Durchfihrung einer effizienten Ligation ist das st6chiometrische
Verhaltnis von Vektor und Insert entscheidend. Im Falle der gerichteten Ligation von PCR-
Fragmenten in den pCR3.1-uni Vektor wurde ein Molekllverhaltnis Vektor : Insert von 1:2
gewahlt. Die Ligation erfolgte in einem 10 ul Ansatz fir 16 h bei 15°C im Zykler.

Folgender Ansatz wurde pipettiert:

PCR-Produkt x ul
10x Ligationspuffer (m
Vektor y ul
T4 DNA Ligase (4 U/ul) 1 ul

ad 10 ul Aqua bidest
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Fir die Ligation der Promotorfragmente in den Vektor pGL3-basic wurden Vektor und Insert
in einem molekularen Verhaltnis von 1:4 in einem 20 ul umfassenden Ligationsansatz
eingesetzt. Zur Inaktivierung der Ligase erfolgte ein Inkubationsschritt fir 15 min bei 70°C.

Anschlielend wurden die Expressionsplasmide in kompetente E. coli-Zellen transformiert.

4.1.8.4 Transformation von Bakterien

Far die Vermehrung von klonierten DNA-Fragmenten wurden Plasmide als Vektoren
eingesetzt, die sich episomal in Bakterien vermehren kénnen. Diese Plasmide mussten flr
ihre Amplifikation in einen geeigneten E. coli-Stamm Ubertragen werden. Dazu wurden die
Expressionsplasmide in E. coli (Top 10 F’) und die Reportergenplasmide in E. coli DH5a
transformiert.

Die Transformation kompetenter E. coli-Zellen erfolgte mittels Hitzeschockverfahren
(Hanahan, 1983). Zunachst wurden die bei -80°C gelagerten Zellen langsam auf Eis
aufgetaut und mit 2 wl des Ligationsansatzes (5-200 ng DNA) versetzt und vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation der Ansatze fir 30 min auf Eis erfolgte die
Hitzeschockbehandlung bei 42°C fur 90 sek im Wasserbad. Anschliefend wurden die
Ansatze sofort wieder auf Eis gestellt. An die nun folgende Zugabe von 250 ul SOC-Medium
(ohne Antibiotikum) schloss sich eine 1-stiindige Inkubation bei 37°C im Schattler an. 50 ul
bzw. 100 ul des Ansatzes wurden dann auf vorgewarmte Ampicillin-haltige (100 ug/ml)

Agarplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

4.1.8.5 Screening nach positiven E. coli-Klonen

Die Uber Nacht gewachsenen E. coli-Klone wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt
und in ca. 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Flissigmedium Uberflhrt. Die Inkubation (max. 16 h)
erfolgte erneut Uber Nacht bei 37°C auf einem Schiuttler bei 200 Upm. Anschliel3end erfolgte
die Praparation der Plasmid-DNA (Abschnitt 4.1.1.3.1), die nachfolgend einem
Restriktionsverdau unterworfen wurden. Die DNA-Fragmente wurden anschlieRend mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die GroRe der DNA-Fragmente gab dann Auskunft

Uber mutmaflich positive E. coli - Klone, die anschlieliend sequenziert wurden.

4.1.9 Herstellung der Expressionsplasmide

Fir die Klonierung des orf50, orfA6/BZLF1, und orf57 von PLHV-1 sowie Hamagglutinin
(HA)-markierter Varianten der orfs A6/BZLF1, und 57 und der Flag-markierten Variante des
ORF50 wurde der Eukaryotic TA Cloning Kit (Unidirectional) der Firma Invitrogen verwendet.

Die Konstruktion von Plasmiden zur Expression von HA- bzw. Flag-markierten Proteinen war
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notwendig, da fir den Nachweis der Proteine im Westernblot keine spezifischen, gegen
diese Proteine gerichteten Antikérper zur Verfligung standen.

Die PCR-Produkte wurden ohne vorherigen Enzymverdau in den linearisierten Vektor
pCR3.1-uni ligiert. Diese TA-Ligation wird durch die Matrizen-unabhangige Aktivitat der Taqg-
Polymerase bewirkt, die an das 3'-Ende von PCR-Produkten ein zusatzliches dATP
synthetisiert. Der vom Hersteller gelieferte, linearisierte Vektor pCR3.1-uni enthalt dagegen
an den 3'-Enden ein zusatzliches dTTP, so dass die Ligation auch ohne Restriktion effizient
erfolgen kann. Das zu klonierende DNA-Fragment wurde in die EcoRI / Hindlll-Schnittstelle
des pCR3.1-uni insertiert. Um eine gerichtete Klonierung des PCR-Fragmentes zu erreichen,
wurde vom Hersteller zusatzlich die Phosphatgruppe des pCR3.1-uni Vektors an einem der
5'-Enden durch eine OH-Gruppe ersetzt. Die Amplifikation des PCR-Produktes erfolgte dann
mit einem phosphorylierten sense-Primer und einem nicht-phosphorylierten antisense-
Primer. Das am 5'-Ende phosphorylierte PCR-Produkt garantiert nun die gerichtete Insertion
in den Vektor pCR3.1-uni. Zur Generierung von N-terminal getagten ORFA6/BZLF1,- und
ORF57-Proteinen wurde ein Hamagglutinin (HA)-tag Uber den sense-Primer eingefihrt. Die
Markierung am C-Terminus der Proteine wurde dagegen Uuber den antisense-Primer
realisiert. In derselben Weise wurde ein Flag-tag als Markierung an den N- bzw. C-Terminus
des ORF50 eingefligt. Die Expressionsplasmide wurden anschliel’end in kompentente E. coli
(Top 10 F’) mittels Hitzeschockverfahren transformiert (Abschnitt 4.1.8.4).

Da sowohl die N-terminal also auch die C-terminal Flag-getagte Variante von ORF50 in der
Immunfluoreszenz und im Westernblot nicht detektiert werden konnte, erfolgte die
Umklonierung der genomischen und gespleil3ten Variante des orf50 in den Vektor pCMV-
myc (BD). Der im Vektor enthaltene c-Myc-tag resultiert in einer Expression von N-terminal
getagten Proteinen. Nach der Auswahl geeigneter Restiktionsschnittstellen wurden der

Vektor und die PCR-Fragmente verdaut, anschliel3end gereinigt und ligiert.

4.1.10 Herstellung der Reportergenplasmide

Die durch PCR amplifizierten PLHV-1-Promotoren und EBV-Promotoren wurden nach dem
klassischen Klonierungsverfahren nach Sambrook (1989) in den Reportergenvektor pGL3-
basic (Promega) kloniert. Dabei erfolgte die Insertion der PCR-Produkte direkt vor das
Firefly-Luziferase-Gen in die multiple Klonierungsstelle des pGL3-basic Vektors. Die
Klonierung der PLHV-1-Promotoren erfolgte ungerichtet, da es an geeigneten
Restriktionsschnittstellen im Vektor und Insert fehlte. Die EBV-Promotoren wurden dagegen
gerichtet kloniert. Zur Klonierung wurden die DNA-Fragmente und der Vektor zunachst mit

geeigneten Restriktionsenzymen verdaut und nachfolgend ligiert.
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4.1.11 Lagerung von E. coli-Kulturen

Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienklonen bei -80°C wurden die Bakterien mit Glycerol
versetzt. Dazu wurde von der entsprechenden Bakterienkolonie eine Ubernachtkultur
angefertigt. 800 wl der Ubernachtkultur wurden mit 200 ul sterilem Glycerin, das in einem
autoklavierten Kryogefald vorgelegt worden war, gemischt und flir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden die Proben in flissigem Stickstoff
schockgeforen und bei -80°C gelagert. Zur Neubeimpfung von Antibiotika-haltigen
Agarplatten wurde mit einer sterilen Impfése etwas Bakterienmaterial aus dem Kryogefall
entnommen und ein Verdlinnungsausstrich angefertigt. Die Agarplatte wurde tber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert.

4.1.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Nukleinsauren, also die Bestimmung der Nukleotidabfolge innerhalb
eines DNA-Molekuls, wurde nach der Kettenabbruchmethode von Sanger et al., 1977
durchgefihrt. Zunachst wird die DNA in eine einzelstrangige Form Uberfihrt, die mit einem
Oligonukleotid, dem Sequenzierungsprimer, hybridisiert. Ausgehend von diesem Primer
erfolgt die Synthese des zur Matrize komplementaren Stranges. Dabei bewirkt der Einbau
von fluorenszenzmarkierten Didesoxynukleosid-Triphosphaten (ddNTP) einen
Kettenabbruch am Matrizenstrang, da die Hydroxylgruppe am 3’-Kohlenstoffatom entfernt
wurde. Dabei entstehen Fragmente unterschiedlicher Lange, die ein einzelnes je nach
Stickstoffbase unterschiedlich fluoreszierendes Nukleotid am 3’-Ende tragen. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GroRe zeigt eine Leiter, anhand derer die
Sequenz der jeweiligen Basen ermittelt werden kann. In dieser Arbeit wurden zur Erzeugung
und Markierung der PCR-Fragmente das ABI PRISM™ Big Dye Terminators v 3.0 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems) verwendet.

Zur Sequenzierung wurden 250-500 ng Plasmid-DNA mit 10 pmol eines Sequenzierungs-
Primers und 1 ul Big Dye (Applied Biosystems) in 10 ul Aqua bidest verdinnt. Die PCR

erfolgte unter nachstehenden Bedingungen im Thermozykler.

96°C 2 min 30 sek Vordenaturierung
96°C 10 sek Denaturierung
25 x 55°C 5 sek Primer-Annealing
60°C 4 min Elongation
4°C 00 Lagerung
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Im Anschluss daran wurden die Proben durch Gelfiltration iiber Sephadex™ aufgereinigt,
gefriergetrocknet und in Formamidlésung aufgenommen. Die Sequenzierung erfolgte in
einem ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer, der automatisch GréRe, Sequenz und Menge
einer Nukleinsdure erfasst. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Fragmente in einem
4,8%igen, denaturierenden Polyacrylamidgel erfolgt eine Anregung der vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe Uber Laserabtastung. Die emittierten Farbsignale wurden Uber Filter
mit vier verschiedenen Wellenldngen in einem Fotomultiplier geleitet und mit Hilfe eines
Computers in die entsprechende Nukleotidsequenz (bersetzt. Das Ergebnis der
Sequenzierung wurde als Computerdatei erhalten und wurde mit der Software ,Factura“ und

»Auto Assembler ausgewertet.

4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Kultivierung von Zellen

4.2.1.1 Suspensionszellen

Die in Suspension wachsenden porzinen B-Zellen L23 (PLHV-3-positiv) und Krallenaffen- B-
Zellen B95-8 (EBV-positiv) wurden in RPMI 1640-Medium gehalten, dem 10%iges Hitze-
inaktiviertes (30 min bei 56°C) fétales Kalberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin, 1 mM
Natriumpyruvat, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol und 100 U/ml Penicillin/ 100 ug/ml
Streptomycin zugesetzt wurde. Alle Zellen wurden in 175 cm?-Zellkulturflaschen bei 37°C
und einem CO,-Gehalt von 5% inkubiert. Sobald die Zellen dicht gewachsen waren (etwa 10°
Zellen/ml), wurden sie zunachst aufgeschattelt, um dann in einer Verdinnung von 1:5 (B95-

8) bzw. 1:3 (L23) umgesetzt zu werden.

4.2.1.2 Adharent wachsende Zellen

Die humanen 293-Graham-Zellen und die porzinen Makrophagen (IPAM) und PK15-Zellen
wurden in DMEM-Medium unter Zusatz von 100 U/ml Penicillin/ 100 ug/ml Streptomycin
kultiviert. Der FKS-Anteil betrug in Abhangigkeit von der Zelllinie 5% (293-Graham) oder
10% (PK15, IPAM). Die Umsetzung der Zellen erfolgte in der Regel zweimal pro Woche,
nachdem der Zellrasen geschlossen war. Dazu wurde zundchst das Medium entfernt, um die
Zellen anschlieBend mit 1-3 ml Trypsin-Lésung zu behandeln. Nach Entfernen des
Uberschissigen Trypsins wurden die Zellen 5-10 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Die sich ablésenden Zellen wurden in 10 ml frischem Medium aufgenommen und durch
mehrfaches Auf- und Abziehen in einer Glaspipette separiert. Je nach
Wachstumsgeschwindigkeit wurden 1/10 bzw. 1/20 der resuspendierten Zellen in eine neue
Kulturflasche Uberfuhrt und mit frischem Medium aufgefillt. In Abhangigkeit der Kulturflasche

wurden ca. 25 ml (75 cm?) bzw. 50 ml frisches Medium (175 cm?) zugefiihrt.
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4.2.2 Zellzédhlung

Die Zellzahl wurde Uber die Z&hlung der Zellen in einer Neubauer-Zédhlkammer bestimmt.
Um tote von lebenden Zellen zu unterscheiden, wurde der Farbstoff Trypanblau eingesetzt.
Die toten Zellen nehmen aufgrund ihrer durchlassigen Plasmamembran das Trypanblau auf
und erscheinen im Mikroskop dunkelblau, wahrend die lebenden Zellen leuchtend weil} sind.
10 wl Zellsuspension wurden mit 190 ul einer 0,25 %igen Trypanblau-Lésung fir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Applikation des Gemisches auf eine Neubauer-Zahlkammer
wurden nur die leuchtend weilen Zellen gezahlt. Zunachst wurde die Zellzahl in jeweils 4
Eckquadraten ermittelt und der Mittelwert berechnet, um die Zellzahl eines Eckquadrates zu
erhalten. Durch Multiplikation dieses Mittelwertes mit dem Verdinnungsfaktor lasst sich die

Zellzahl pro ml folgendermal3en berechnen:

Zellzahl/ml = n x 20 (Verdiinnungsfaktor) x 10* (Kammergréi3e)

Multipliziert man dieses Ergebnis mit dem Volumen in ml, in denen die Zellen resuspendiert

wurden, so erhalt man die Gesamtzellzahl der lebenden Zellen:

Gesamtzellzahl = Zellzahl/ml x Volumen (ml)

4.2.3 Lagerung von Zellen

Zur Konservierung wurden Zellen aus zwei konfluent bewachsenen 175 cm*
Zellkulturflaschen gewaschen, trypsiniert und in 10 ml frischem Medium aufgenommen. Die
Ernte von Suspensionszellen erfolgte durch 6-minitige Zentrifugation bei 800 Upm. Die
pelletierten Zellen wurden nachfolgend in 10 ml Einfriermedium resuspendiert. Dies setzte
sich aus 7 ml DMEM bzw. RPMI (zzgl. Zusatzen), 2 ml FKS und 1 ml DMSO zusammen. Die
Zellen wurden anschlieend in sechs sterile Kryo-Rdhrchen abgeflllt. Um die Abkihlung der
Zellen schrittweise zu erméglichen, wurden die Réhrchen zunachst fur eine Stunde bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Rdhrchen in Zellstoff eingewickelt und bei -80°C fur 24 h
eingefroren, um dann in flissigem Stickstoff (-196°C) endgelagert zu werden.

Um Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie in warmem Wasser (37°C) aufgetaut, in
vorgewarmtem Medium verdinnt (1x) und abzentrifugiert (800 Upm, 4 min; Variofuge 3.0R,
Heraeus), um das zelltoxische DMSO zu entfernen. Die Anzucht der Zellen erfolgte zun&chst
in 25 cm?-Kulturflaschen mit 10 ml Medium, um am darauf folgenden Tag in eine 75 cm?-

Zellkulturflasche umgesetzt zu werden.
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4 .2.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen

4.2.4.1 Transfektion mittels nicht-liposomaler Lipide (Effectene)

Bei dieser Form der Transfektion wird die DNA zunachst mit einem positiv geladenen
Enhancer kondensiert. Durch Bindung der kondensierten DNA an ein kationisches, nicht-
liposomales Lipid (Effectene) entstehen Micellen, die durch Endocytose von der Zelle
aufgenommen werden.

Zur Durchfilhrung des Luziferase-Reportergenassay wurden 5 x 10* Zellen (293-Graham,
PK15, IPAM) einen Tag vor der Transfektion in 24-Loch-Platten ausgesaht und tber Nacht
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fir die Transfektion der Zellen wurde der Effectene
Transfection Reagent Kit (Qiagen) verwendet, der neben Effectene, auch den EC-Puffer und
den Enhancer enthielt. Bei Verwendung von Effectene wurden die Zellen je Ansatz zum
einen mit 100 ng des Expressionsplasmides bzw. 100 ng des Reportergenplasmides
kotransfiziert. Als interne Kontrolle erfolgte aullerdem die Transfektion von 50 ng des f3-
Galactosidase-Expressionsplasmides pRSV-fgal (Tab. 11 a). Die DNA (500 ng) wurde
zunachst in 120 ul EC-Puffer (Doppelansatz) verdinnt und nach Zugabe von 4 ul Enhancer
fur 2-5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 10 ul Effectene-
Transfekionsreagenz zugesetzt und die Losung fur 10 sek gevortext. Diesem Schritt folgte
eine 10-mindtige Inkubation, um die Komplexbildung zu gewahrleisten. In der Zwischenzeit
erfolgte die Zugabe von 350 ul frischen Mediums zu den 50-80% konfluenten Zellen.
Daraufhin wurden die DNA-Lipid-Komplexe mit 700 ul Medium gemischt und jeweils 400 ul
der Lésung vorsichtig auf die Zellen eines Doppelansatzes pipettiert (Tab. 11 b). Nach 24 h
Inkubation der Zellen unter Standardbedingungen wurde die Transfektionslésung durch
frisches Medium ersetzt. Nach 48 h erfolgte dann die Ernte der Zellen.

Zur Expression von viralen Proteinen und deren Nachweis mittels Westernblot wurden 2 x
10° 293-Graham-Zellen in einer 6-Lochplatte ausgeséht. 24 h spater erfolgte die Transfektion
der Zellen mit den unter Tabelle 11 ¢ angegebenen Reagenzien. Fir die Transfektion von
porzinen PK15-Zellen erwies sich Effectene als ungeeignet, so dass GenePorter™?2
verwendet wurde, mit dem die Transfektionseffizienz deutlich verbessert werden konnte
(Abschnitt 4.2.4.2).

Tabelle 11 a: Transfektion mit Effectene fiir Luziferase-Reportergenassay

Doppelansatz DNA (ng) Expressionsplasmid Reportergenplasmid pRSV-pgal

2/24 Lochschale 500 ngin 5 ul 200 ng 200 ng 100 ng
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Tabelle 11 b: Auflistung der zugehérigen Mengen an Reagenzien fiir eine Transfektion mit

Effectene

Doppelansatz DNA (ng) EC-Puffer Enhancer | Effectene | Medium zu | Medium zu
Komplexen Zellen

2/24 Lochschale 500 ngin 5 ul ad 120 ul 4 ul 10w 700 ul 400

Tabelle 11 c: Transfektion mit Effectene fiir SDS-PAGE

Einfacher Ansatz DNA (ng) EC-Puffer Enhancer | Effectene | Medium zu | Medium zu

Komplexen Zellen

1/6 Lochschale 400 ng ad 100 ul 3,2 ul 10w 600 ul 1600 ul

4.2.4.2 Liposomenvermittelte Transfektion (GenePorter™2)

Bei der Lipofektion erfolgt die Bindung der DNA ohne zusatzlichen Enhancer an Lipide, die
anschlieBend als Liposomen-DNA-Komplexe mit der Membran der Zelle fusionieren, so dass
die DNA in die Zelle gelangt. GenePorter™2 ist ein Gemisch aus einem kationischen Lipid
mit einem neutralen Helferlipid (DOPE), das DNA bindet und durch Endocytose in die Zelle
aufgenommen wird. Neben der hoéheren Transfektionseffizienz bei Verwendung von
GenePorter™2 in PK15-Zellen, erlaubt das Herstellerprotokoll den Einsatz sehr hoher DNA-
Konzentrationen, die vor allem bei Kombination mehrerer Expressionsplasmide mit dem
jeweiligen Reportergenplasmid in PK15-Zellen und 293-Graham-Zellen eingesetzt wurden.
Der Transfektions-Kit der Firma Peqlab enthilt neben GenePorter'™2 auch die DNA-
Verdunnerlésung DNA Diluent A bzw. DNA Diluent B.

Einen Tag vor der Transfektion wurden 5 x 10* Zellen (293-Graham, PK15) in 24-Loch-
Platten ausgesaht und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Transfektion der
Zellen erfolgte dann mit 400 ng Expressionsplasmid, 400 ng Reportergenplasmid und 100 ng
B-Galactosidase-Plasmid (Tab. 12 a). Bei Verwendung von GenePorter’™2 fiir die
Kotransfektion von mehreren Plasmiden wurden pro Ansatz insgesamt 750 ng bis 1350 ng
DNA eingesetzt, die zunachst in DNA-Diluent A verdinnt wurde. Eine Auflistung der
eingesetzten Plasmidkonzentrationen ist Tabelle 13 a zu entnehmen. Dabei wurde die DNA-
Menge des Expressionsplasmides 1 konstant (300 ng) gehalten, wahrend das zweite
Expressionsplasmid in steigenden DNA-Mengen von 150, 300, 450 oder 600 ng zugegeben
wurde. Auch der umgekehrte Ansatz wurde durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurden die
Zellen mit 300 ng Kontrollplasmid pCR-NS, 300 ng Reportergenplasmid und 150 ng p-
Galactosidase-Plasmid transfiziert. Nach Verdinnung der DNA wurden je nach zu

™2 in einem

transfizierender DNA-Menge entsprechende Mengen von GenePorter
bestimmten Volumen serumfreien Mediums aufgenommen (Tab. 13 b). Nachfolgend wurde
die DNA/Verdiinner-Lésung mit der GenePorter™2-Lésung vermischt und fiir 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit erfolgte analog zur Transfektion mit Effectene die
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Zugabe von 500 ul Medium auf die in 24-Loch-Platten wachsenden Zellen. Die DNA-
Liposomen-Komplexe wurden dann in Abhangigkeit von der verwendeten DNA-Menge in
einem bestimmten Volumen vorsichtig auf die Zellen appliziert (Tab. 13 b). Nach einer
Inkubation von 24 h bei 37°C im Brutschrank wurde das Medium gewechselt, um die
restlichen Transfektionskomplexe zu entfernen. Die Ernte der Zellen mit nachfolgender

Messung der Luziferase- und -Galactosidaseaktivitat erfolgte 48 h nach der Transfektion.

Tabelle 12 a:

Transfektion mit GenePorter "2 fiir Luziferase-Reportergenassay (1 Expressionsplasmid)
Doppelansatz Expressionsplasmid Reportergenplasmid pRSV-pgal

1,8 ugin 5 ul 800 ng 800 ng 200 ng

Tabelle 12 b: Auflistung der zugehodrigen Mengen an Reagenzien fiir eine Transfektion mit

GenePorter™2 (1 Expressionsplasmid / 1 Reportergenplasmid)

Doppelansatz DNA (ng) DNA-Diluent A | GenePorter"2 | serumfreies Medium | pro Loch
2/24 Lochschale 1,8ugin5ul | ad 50 ul 10w 40 ul 50 ul
Tabelle 13 a: Transfektion mit GenePorter "2 fiir Luziferase-Reportergenassay

(2 Expressionsplasmide / 1 Reportergenplasmid)

DNA (ng) je Expressionsplasmid 1 | Expressionsplasmid 2 Reportergenplasmid | pRSV-
Doppelansatz Bgal
1,5-2,7ugin5u | 600ng 0, 300, 600, 900,1200 ng | 600 ng 300 ng

Tabelle 13 b: Auflistung der zugehérigen Mengen an Reagenzien fiir eine Transfektion mit

GenePorter™2 (2 Expressionsplasmide / 1 Reportergenplasmid)

Ansatz | Gesamt-DNA (ng) DNA-Diluent A GenePorter'"2 | serumfreies Medium | pro Loch
je Doppelansatz (ul) (ul) (ul) (ul)

1 1,5 37,5 7,5 30 37,5

2 1,8 50 10 40 50

3 2,1 62,5 12,5 50 62,5

4 2,4 62,5 12,5 50 62,5

5 2,7 68,75 13,75 55 68,75

4.2.4.3 Transfektion mittels Elektroporation

Das in der B-Zelllinie L23 Ilatent vorliegende PLHV-3 sollte durch Transfektion von

Expressionsplasmiden, die fur virale Regulatorproteine kodieren, reaktiviert werden. Als

Positivkontrolle dienten EBV-latent infizierte B95-8-Zellen. Zur Transfektion der
Suspensionszellen wurde die Methode der Elektroporation gewahlt. Bei der Elektroporation
werden Zellen starken elektrischen Feldern kurzer Dauer ausgesetzt, die zu

voribergehenden Veranderungen in der Zellmembran fiihren und deren Durchlassigkeit fir
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DNA-Molekule erhoht. Die Transfektion von porzinen B-Zellen (L23) und Krallenaffen-B-
Zellen (B95-8) mittels Elektroporation erfolgte mit dem Gerdt Gene-Pulser-Il. Um eine
mdglichst hohe Transfektionsrate zu erreichen, mussten zunadchst die verschiedenen
Parameter der Elektroporation wie Spannung, Zelldichte und DNA-Konzentration fir die B-
Zellen optimiert werden. Dazu wurden die Zellen zundchst mit einem GFP-
Expressionsplasmid transfiziert und nach 48 h einer FACS-Analyse unterzogen (Abschnitt
4.2.6).

Die Anzucht der L23- bzw. B95-8-Zellen erfolgte in 175 cm?-Kulturflaschen, denen am Vortag
der Elektroporation frisches Medium zugesetzt wurde. Fir die Elektroporation wurden die
Zellen zunachst bei 800 Upm flr 6 min abzentrifugiert (RT, Variofuge 3.0R, Heraeus),
anschlie®end in 37°C vorgewarmten FKS-freiem RPMI-Medium (zzgl. Zusatze) gewaschen
und erneut abzentrifugiert. Anschlielend wurde das Zellpellet in 37°C-temperierten FKS-
freien RPMI-Medium (zzgl. Zusatze) aufgenommen und die Zellzahl auf eine Konzentration
von 2 x 10°/ml eingestellt. Die L23- bzw. B95-8-Zellen wurden dann mit den PLHV-1-
Expressionsplasmiden pCR-50, pCR-A6/BZLF1g bzw. pCR-50+pCR-A6/BZLF1g oder den
EBV-Expressionsplasmiden pCMV-BZLF1, pCMV-BRLF1 bzw. pCMV-BZLF1+pCMV-BRLF1
elektroporiert. Als Negativkontrolle dienten zum einen unstimulierte Zellen bzw. Zellen, die
mit dem Expressionsplasmid pCR-NS elektroporiert wurden. TPA (20 ng/ul) - stimulierte L23-

und B95-8-Zellen wurden als Positivkontrolle verwendet.

Die Zellen wurden dann wie folgt elektroporiert:

15-20 ug der zu transfizierenden DNA wurde in eine Elektroporationskuvette Gberfuhrt, mit
107 Zellen in 500 ul vermischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Kondensator
mit der Kapazitat von 960 uF wurde je nach Zelltyp mit 250 V (L23) oder 270 V (B95-8)
aufgeladen und Uber die Kuvette mit dem Transfektionsansatz entladen. AnschlielRend
erfolgte die Zugabe von 500 ul 37°C temperiertem FKS zum Elektroporationsansatz mit
nachfolgendem Vereinzeln der Zellen, um eventuelle Verklumpungen zu lésen. Fur die
Stimulationsversuche wurden je Ansatz insgesamt vier Kiivetten mit jeweils 1 x 10" Zellen
wie oben beschrieben elektroporiert und in eine 75 cm®Kulturflasche mit 20 ml 37°C-
temperiertem Medium Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Zellen durch vorsichtiges
Pipettieren erneut vereinzelt und auf zwei 75 cm?-Kulturflaschen verteilt (2 x 107 Zellen/
Kulturflasche). Dann erfolgte die Zugabe von 10 ml frischem RPMI-Medium (zzgl. Zusatze) je
Zellkulturflasche. Nach zwei bzw. vier Tagen erfolgte die Extraktion der Zellen bzw.
Abnahme der Uberstande mit nachfolgender Ermittlung der Zellzahl. Zellen, die vier Tage
kultiviert wurden, erhielten am zweiten Tag 20 ml frisches RPMI-Medium (zzgl. Zusatze).
Nach der DNA-Praparation aus Zellen und Uberstanden wurden die Proben hinsichtlich ihrer
Viruslast mittels real time-PCR (Abschnitt 4.1.4.3) untersucht.
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4.2.5 Kokultivierung von L23- und B95-8-Zellen

Fiar die Stimulation des latent in der Zelllinie L23 vorliegenden PLHV-3 wurde eine
Kokultivierung mit EBV-positiven B95-8 Zellen vorgenommen. Die spontane Reaktivierung
von EBV geschieht in einem Teil dieser Zellen, so dass eine Infektion der L23-Zellen mit
nachfolgender Reaktivierung erreicht werden kdnnte. Die Reaktivierung von EBV kann durch
die Zugabe eines geeigneten Stimulans, wie z.B. TPA unterstiitzt werden. 1 x 10° Zellen der
Zelllinie L23 wurden mit 1 x 10° B95-8-Zellen in einer 75 cm?-Kulturflasche mit 10 ml RPMI-
Medium (zzgl. Zuséatze) kultiviert. Parallel dazu erfolgte die Kokultivierung von L23- und B95-
8-Zellen unter Zugabe von TPA (20 ng/ul). Als Negativkontrolle dienten unstimulierte L23-
und B95-8-Zellen. TPA-stimulierte B95-8-Zellen dienten als Positivkontrolle. Nach zwei bzw.
vier Tagen wurden die Zellen bzw. Uberstande fiir eine nachfolgende DNA-Extraktion
geerntet und auf ihren Virusgehalt mittels real time-PCR untersucht. Am zweiten Tag wurden
10 ml frisches RPMI-Medium (zzgl. Zusatze) zu den Zellen zugefiigt, die am Tag 4 geerntet

wurden.

4.2.6 Durchflusszytometrie / FACS (fluorescence activated cell sorting)

Die Durchflusszytometrie ermoglicht das Zahlen und die Analyse von physikalischen und
molekularen Eigenschaften von Zellen und Partikeln in einem Flussigkeitsstrom. Sie wird
einerseits zum Nachweis von Proteinen auf der Zelloberflache genutzt, die mit
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern detektierbar sind, oder andererseits zum
Nachweis von Proteinen der Zelle, die eine eigene Fluoreszenz (z.B. GFP) aufweisen. Zur
Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension an einem gebindelten Laserstrahl
geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet. Die den Laserstrahl kreuzende Zelle verursacht
Streulicht, Uber dessen Messung und Auswertung Informationen Uber die Grolke
(Vorwartsstreulicht) und Granularitdt (Seitwartsstreulicht) der Zelle gewonnen werden.
Neben der Streulichtmessung ermdglicht die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS) die
Unterscheidung und Auftrennung von Zellen nach vorhandener Fluoreszenz durch Laser-
Aktivierung und -Abtastung. Die gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen ist mdglich, weil sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer
gemeinsamen Wellenlange anregen lassen aber Uber unterschiedliche, fir den jeweiligen
Farbstoff charakteristische Emissionsspektren verfigen. Die graphische Darstellung erfolgte
nach ZellgroRe, Populationsgehorigkeit, Verteilungswerten und Fluoreszenzstarke in
Wolken- und Kurvendiagrammen.

Zur Optimierung der Elektroporation von Suspensionszellen (siehe Abschnitt 5.2.8.1) wurden
die Zellen mit einem GFP-Expressionsplasmid transfiziert und die Anzahl der GFP-
exprimierenden Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt. Dazu wurden 1 x 10° Zellen fiir 5 min
bei 550 g und 4°C abzentrifugiert und anschlieffend mit 200 ul FACS-PBS (1% FKS in PBS)
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gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen dann in 200 ul FACS-PBS
resuspendiert und bis zur Messung auf Eis gelagert. Kurz vor der Messung erfolgte die
Zugabe von 100 ul Propidiumiodid, das in die Zellen aufgenommen wird und sich im
Zytoplasma anreichert. Dieser Fluoreszenzfarbstoff wird aus lebenden Zellen wieder
heraustransportiert, verbleibt jedoch in toten Zellen, deren charakteristische
Eigenfluoreszenz gemessen wird. Die Messung erfolgte an einem Durchflusszytometer
(FACSCalibur, Becton Dickinson), welches mittels Laserlichtdetektion im Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht die Zellpopulation anhand der ZellgroRe (Vorwartslaser) und Granularitat
(Seitwartslaser) differenziert. Zur Skalierung der Messgrofien bei unterschiedlichen Zelltypen

wurden nicht transfizierte Zellen eingesetzt.

4.2.7 Luziferase-Reportergen- und - Galactosidaseassay

Zur Bestimmung der Promotoraktivitat wurde ein Luziferase-Reportergenassay (Applied
Biosystems) in verschiedenen Zellen durchgefuhrt (humane 293-Graham-Zellen, IPAM,;
PK15-Zellen). Mit Ausnahme von DTT wurden alle Reagenzien dem Dual Light Kit der Firma
Applied Biosystems enthommen.

Die Transfektion der Zellen erfolgte zum einen mit dem Expressionsplasmid (pCR3.1-uni)
bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und einem Reportergenvektor (pGL3-basic), in den
verschiedene virale Promotorfragmente direkt vor das Luziferase-Reportergen kloniert
wurden. Wird die Luziferase durch Aktivierung des Promotors in transfizierten Zellen als
Reportergenprodukt exprimiert, so kann die Aktivitdt des Enzyms in vitro nach
Substratzugabe durch Messung der Biolumineszenz erfolgen. Dabei wandelt die Luziferase
Luziferin in Gegenwart von Sauerstoff, ATP und Mg?* in Oxyluziferin und CO, um. Das bei
der enzymatischen Reaktion emittierte Licht einer Wellenldnge von 562 nm wird dann in
einem Luminometer (MicroLumat Plus LB96V, EG&G Berthold) gemessen (Abb. 10).
Zusatzlich wurde ein p-Galactosidase-Plasmid kotransfiziert, um eine Normalisierung der
Luziferasewerte vornehmen zu kdnnen. Bei der Spaltung des Substrates Galacton-Plus
durch die p-Galactosidase wird Licht einer Wellenldnge von 470 nm emittiert. Durch Zusatz
des Accelarator Il (Dual Light Kit) verstarkt sich die Lichtemission mit einem shift zu einer
maximalen Wellenlange von 530 nm. Gleichzeitig wird der pH-Wert herabgesetzt.

Zunachst wurden die Zellen wie unter 4.2.4 beschrieben transfiziert. Die Ernte der Zellen
erfolgte 48 h nach der Transfektion. Nach Entfernen des Mediums wurde der Zellrasen 2 x
mit PBS gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Lyse der Zellen durch Zugabe von 100 ul
Lysispuffer (Dual Light Kit, Applied Biosystems) pro Loch, dem zuvor DTT in einer
Endkonzentration von 0,5 mM zugegeben wurde. Nach Abldsen der Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers wurde das Zelllysat in ein 1,5 ml Eppendorfgefald dberfuhrt und bei 13000 Upm

far 2 min zentrifugiert (RT, Heraeus Tischzentrifuge), um die Zelltrimmer zu beseitigen. Der

75



Methoden

Uberstand wurde abgenommen und auf Eis bis zur Messung gelagert. Zunachst wurden 25
ul Puffer A in einer 96-Loch-Platte vorgelegt, die anschlieRend mit 10 ul des
Gesamtzellextraktes vermischt wurden. Das Lichtsignal beider enzymatischer Reaktionen
wurde nacheinander im Luminometer gemessen. Fir die enzymatische Reaktion wurden die

Substrate beider Enzyme vermischt.

s
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Abb. 10: Prinzip des Luziferase-Reportergenassays. Adharente Zellen werden mit einem Expressionsplasmid
und einem Reportergenplasmid transfiziert. Wahrend das Expressionsplasmid fiir das zu untersuchende Protein
kodiert, tragt das Reportergenplasmid die Promotorregion, die direkt vor das Luziferasegen kloniert wurde. Falls
das exprimierte Protein zu einer Aktivierung des Promotors fiihrt, wird die Luziferase exprimiert. Die
Luziferaseaktivitat kann nach Substratzugabe durch Messung des emittierten Lichtes bei 562 nm im Luminometer
gemessen werden. Dabei wird Luziferin in Gegenwart von Sauerstoff, ATP und Mg2+ in Oxyluziferin und
Kohlendioxid umgewandelt. Die Starke der Luziferaseaktivitat korreliert mit der Menge des exprimierten Enzyms.

Dazu wurde das Substrat fur die p-Galactosidase (Galacton-Plus) im Verhaltnis 1:100 im
Substrat flr die Luziferase (Luziferin / Puffer B) eingesetzt. Die Luziferaseaktivitadt wurde
durch Zugabe von 100 ul Substratidsung (Luziferin/Galacton-Plus) durch das Gerat in
relativen Lichteinheiten gemessen. Nach einer 45-minttigen Inkubation im Dunkeln erfolgte
nach Zugabe von 100 ul Accelerator Il die Messung der p-Galactosidaseaktivitat. Alle
gemessenen Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte
bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS

bezogen, die dem Wert 1 gleichgesetzt wurden.
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4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine wurden nach der Methode von Laemmli (1970) mit der diskontinuierlichen SDS-
PAGE aufgetrennt. Dieses Verfahren ermoglicht die Trennung von Proteinen und anderen
Makromolekulen aufgrund ihrer Eigenschaft, in einem elektrischen Feld zu wandern. SDS ist
ein anionisches Detergenz, das die Eigenladung von Proteinen Uberdeckt, so dass Micellen
mit konstanter negativer Ladung pro Masseeinheit (ca. 1,4 g SDS pro g Protein) entstehen.
Wahrend der Elektrophorese wandern deshalb die Protein-SDS-Komplexe zur Anode. Die
Erhitzung auf 95°C bei der Probenvorbereitung fuhrt durch Aufspaltung der
Wasserstoffbricken zur Auflésung der Sekundar- und Tertidrstruktur der Proteine. Eine
weitere Denaturierung der Proteine wird durch Zugabe von p-Mecaptoethanol erreicht, dass
zur Spaltung von Schwefelbriicken zwischen Cysteinen fiihrt.

Bei der SDS-PAGE Uberschichtet ein weitporiges Sammelgel ein engmaschiges Trenngel.
Das Sammelgel dient der Vortrennung und Aufkonzentrierung der Proteine und besitzt im
Vergleich zum Trenngel eine groRere Porenweite, eine niedrigere Salzkonzentration und
einen niedrigeren pH-Wert. Im Trenngel werden dann die SDS-Proteinkomplexe nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Mit Hilfe von Markerproteinen kdénnen die GréRen der zu
analysierenden Proteine ermittelt werden. Als Laufpuffer wurde ein Tris-Glycin-Puffer

verwendet.

4.3.1.1 Herstellung von Polyacrylamidgelen

Bevor das Trenngel gegossen werden kann, miussen Glas- und Aluminiumplatte zunachst
sorgfaltig mit Alkohol und Aqua Bidest gesaubert werden. Mit Hilfe der Spacer wurden Glas-
und Aluminiumplatte in die GelgieRapparatur eingespannt. Durch Verwendung eines
fettenden Gels (Gelseal), das auf die Spacer dinn aufgetragen wird, kann die Haftung
zwischen Glas- und Aluminiumplatte erhéht werden. Dies vermeidet in der Regel ein
Auslaufen des Trenngels. Bei der Herstellung von SDS-Gelen ist darauf zu achten, dass die
Polymerisation beginnt, sobald SDS, APS und TEMED zugegeben wurden (siehe Tab. 14).
Das Trenn- bzw. Sammelgel muss zlgig in die GelgieRapparatur gegossen werden. Nach
dem Aufbau der Gelgieflapparatur wurde vorsichtig das Trenngel hineingegossen und mit
H,0 gesattigtem n-Butanol Uberschichtet, um die Ausbildung einer glatten Oberflache zu
gewahrleisten. Nach der Polymerisation des Trenngels, wurde das n-Butanol grindlich mit
destilliertem Wasser entfernt und restliche Fllssigkeit mit Hilfe von dinnem Filterpapier
abgesaugt. AnschlieRend erfolgte die Uberschichtung des Trenngels mit dem Sammelgel

und der Elektrophoresekamm wurde in die noch flissige Sammelgellésung eingesetzt.
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Tabelle 14: Pipettierschema fiir ein denaturierendes Gel

Trenngel Sammelgel
10 %ig in ml | 12 %ig in ml 5 %ig in ml
7,50 7,50 Trenngelpuffer 2,50 Sammelgelpuffer
10,00 12,00 Acrylamid-Bis (30%) 3,30 Acrylamid-Bis (30%)
11,90 9,90 H2O 13,70 H2O
0,30 0,30 SDS (10%) 0,20 SDS (10%)
0,12 0,12 APS (10%) 0,12 APS (10%)
0,04 0,04 TEMED 0,04 TEMED

Nach vollstandiger Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und
das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Bei Bedarf wurden die Gele in feuchte

Papiertlicher eingeschlagen und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

4.3.1.2 Probenvorbereitung und Gelelektrophorese

Zum Nachweis der Expression viraler Proteine wurden 293-Graham-Zellen 48 h nach der
Transfektion aus 6-Loch-Platten geerntet. Nachdem der Zellrasen zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen wurde, erfolgte die Zugabe von 1 ml Lysispuffer, der zuvor mit 1% NP40,
Protease-Inhibitor-Cocktail (Complete Mini, Roche) und Benzonase komplementiert wurde.
Dazu wurden eine Tablette des Protease-Inhibtor und 5 ul Benzonase (25 U/ul) auf 10 ml
Lysispuffer gegeben. Nach Zugabe des Lysispuffers wurden die Platten fur ca. 1 h auf Eis
inkubiert und alle 10 min geschwenkt, um eine vollstandige Lyse des Zellrasens zu
gewabhrleisten. Anschlieend wurden die Zellen vorsichtig mit Hilfe eines Deckglaschens aus
der Lochschale abgekratzt, in ein Eppendorfgefal® uUberfuhrt und auf Eis gelagert. Nach
mehrfachem Vortexen wurden Zelltrimmer und unldsliches Material durch Zentrifugation
entfernt (13000 Upm, 10 min, 4°C, Tischzentrifuge, Heraeus). Nach Abnahme der
Uberstande wurden 50 ul des Rohlysates zur Detektion im Westernblot abgenommen.
Restlicher Uberstand wurde entweder bei -20°C eingefroren oder fiir die Immunprazipitation
weiter verwendet (siehe 4.3.3). Nach Zugabe von 50 ul 2x SDS-Probenpuffer und 5 % f-
Mercaptoethanol wurden die Proben flir 5 min bei 100°C im Wasserbad inkubiert und
anschlieBend auf Eis gelagert. Ein 10%iges (Detektion von ORF50, ORF57) bzw. 12%iges
SDS-Polyacrylamidgel (Detektion von ORFAG/BZLF1,) wurde anschlieBend mit 15 ul
Proteinextrakt und 5 ul Proteinmarker pro Geltasche beladen. Die Elektrophorese erfolgte bei
15 mA flr ca. 1 h in Elektrophoresepuffer, bis die Bromphenolblau-Lauffront das untere Ende
des Gels erreicht hatte. AnschlieRend wurde das Sammelgel vom Trenngel getrennt und das

Trenngel in Transferpuffer aquilibriert und geblottet.
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4 .3.2 Westernblot

Die Methode des Westernblots ermdglicht die Ubertragung von gelelektrophoretisch auf-
getrennten Proteinen auf eine geeignete Membran. Dadurch werden verschiedene Farbe-,
Nachweis- und Analysemethoden ermdglicht, die im Gel nicht durchfihrbar sind, weil die
Proteine diffundieren wirden. Blot-Membranen bestehen aus Nitrozellulose, Polyvinylchlorid
(PVDF), positiv geladenem Nylon oder aus mit Polybren beschichteten Glasfasern. Die
Bindung der Proteine an die Membranen erfolgt durch hydrophobe und ionische
Wechselwirkungen. Fur den Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine wurde hier eine
PVDF-Membran (Gultekin & Heermann, 1988) verwendet, welche eine groRere
Bindungskapazitat als z.B. Nitrozellulosemembranen besitzt. Aufgrund der starken,
hydrophoben Eigenschaft der Membran muss allerdings eine Vorinkubation der Membran
bericksichtigt werden. Dazu wird diese zuvor mit Methanol behandelt und anschlielend mit
Aqua bidest abgespult. Zum Blotten der Proteine wurden Gel, Blotmembran und
Filterpapiere zunachst in Transferpuffer befeuchtet. Entsprechend der Gelgréfle wurden
Filterpapiere und PVDF-Membran zurechtgeschnitten und der Blot von unten nach oben in
der folgenden Reihenfolge zwischen zwei flache Elektroden einer Blotkammer aufgebaut (1.
Filterpapier, 2. Membran, 3. Gel, 4. Filterpapier). Der Transfer erfolgte in der Apparatur Bio-
Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell fir ca. 60 min bei 1,5-2 mA/ cm? Gelflache. Zur
Kontrolle der Ubertragung der Proteine wurde die Membran mit Ponceau-Rot behandelt, was
zu einer reversiblen Farbung der Proteine fuhrt. Durch Schwenken der Membran in PBS
kann die Membran wieder entfarbt werden. Die Spuren der Proteinmarker wurden zuvor
abgeschnitten und separat in Amidoschwarz-Lésung angefarbt. Durch Spllen dieser
Membranspuren in Amidoschwarz-Entfarbelésung wurde unspezifisch gebundenes
Amidoschwarz entfernt. Anschlieend wurden die Membranen getrocknet und bis zur

weiteren Verwendung im Dunklen aufbewahrt.

4.3.2.1 Immunologische Detektion von Proteinen

Die haufigste, verwendete Variante des Westernblot ist der Immunoblot, bei der Proteine mit
Hilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen werden. Nach dem Transfer der Proteine auf die
Blotmembran, erfolgt die Inkubation mit dem spezifischen Antikdrper, der das gesuchte
Protein  bindet (Primarantikdrper). Durch Zugabe eines zweiten Antikdrpers
(Sekundarantikdrper), der den ersten Antikérper erkennt und mit einem Enzym (Peroxidase
bzw. Phosphatase) konjugiert ist, kann durch Zugabe des Enzymsubstrates das Zielprotein
mittels Farb- oder Chemilumineszenzreaktion auf der Membran nachgewiesen werden.
Peroxidase-markierte Antikdrper katalysieren die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte
Form, bei der Lumineszenz entsteht. Die Freisetzung des Lichtes wird durch Exposition der

Membran auf einem Chemilumineszenzfilm nachgewiesen. Zur Detektion der Proteine auf
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der PVDF-Membran wurde diese zunachst fir 1,5 h in 20 ml Blockpuffer | auf einem
Horizontalschittler (Biometra) inkubiert, um restliche Proteinbindungsstellen auf der
Membran abzusattigen. AnschlieBend wurde die Membran in ca. 10 ml
Primarantikdrperlésung fur 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert.
Zum Nachweis des c-Myc-markierten ORF50-Protein wurde der Maus anti-c-Myc Antikdrper
1:5000 (Sigma) bzw. 1:1000 (Covance) in Blockpuffer Il verdinnt. Der Maus anti-HA
Antikérper (Covance) wurde in einer Verdinnung von 1:1000 verwendet und diente zur
Detektion von HA-markierten ORFAG6/BZLF1,-bzw. ORF57-Proteinen. Nach Bindung des
Primarantikérpers wurde die Membran 3 x 5 min in Waschpuffer geschwenkt, um
ungebundene Proteine zu entfernen. Danach erfolgte die Inkubation der Membran in ca. 10
ml Sekundarantikérperlésung fir 1 h bei Raumtemperatur. Dabei wurde der Peroxidase-
gekoppelte anti-Maus IgG-Antikérper (Dianova) 1:10000 in Blockpuffer Il verdinnt.
AnschlieRend wurde die Membran erneut 3 x 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Zur
Detektion der Proteine wurde zunachst das Substrat fur die Peroxidase durch Mischen von
1,5 ml Western Blotting Detection reagent 1 mit 1,5 ml Western Blotting Detection reagent 2
(Amersham) hergestellt. Danach wurde die Substratldsung auf die Membran getropft,
gleichmaRig verteilt und fir ca. 70 sek inkubiert. Nachdem Uberschissiges Substrat von der
Membran abgetropft war, wurde diese vorsichtig in Haushaltsfolie eingeschlagen und mit
einem Chemilumineszenzfim (Chemiluminescent Detection Film; Roche) in einer
Roéntgenkassette inkubiert. Nach einer variablen Belichtungszeit von 25 sek- 30 min wurde

der Film enthommen und in dem Filmentwicklungsautomaten Curix-60 (Agfa) entwickelt.

4 .3.3 Koimmunpréazipitation (Ko-1P)

Die Koimmunprazipitation ist eine Methode zum Nachweis von Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Mit Hilfe eines Antikérpers, der gegen eines der beiden Proteine
gerichtet ist, werden das Zielprotein und sein potentieller Interaktionspartner aus dem
Proteingemisch prazipitiert. Dabei wird der Antikérper-Protein-Komplex an Protein-G- und/
oder Protein-A-Sepharose Kigelchen gebunden. Protein-G bzw. Protein-A sind Bestandteile
der Zellwand von bestimmten Streptokkoken-bzw. Staphylokokken-Stammen, die spezifisch
die Fc-Region vieler Immunglobuline der Klasse 1gG von Saugern erkennen. Durch
Zentrifugation der Sepharosekligelchen werden die dort gebundenen Komplexe isoliert und
die Proteine anschlieBend durch Denaturierung gelést. Das prazipitierte Protein und sein
Interaktionspartner werden im Westernblot nachgewiesen. Die Methode der Ko-IP wurde
angewandt, um die potentielle Interaktion zwischen PLHV-1 ORF50 und ORFA6/BZLF1,
bzw. ORF50 und ORF57 nachzuweisen.
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Transfektion und Ernte

293-Graham-Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 10° Zellen in 60 mm Schalen ausgesét
und 24 h spater mit den Expressionsplasmiden pCR-A6HAn und pCMV-50myc bzw. pCR-
57HANn und pCMV-50myc kotransfiziert. Bei Prazipitation mit einem anti-HA Antikérper aus
Kaninchen dienten Zellen als Negativkontrolle, die mit dem Kontrollplasmid pCMV-HA und
pCMV-50myc transfiziert wurden. Bei Verwendung eines prazipitierenden anti-c-Myc
Antikérpers aus Kaninchen dienten Zellen als Negativkontrolle, die mit dem Kontrollplasmid
pCMV-myc und pCR-A6HANn bzw. pCR-57HAn transfiziert wurden. 24 h nach der
Transfektion wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 24 h erfolgte die Ernte der
Zellen. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS erfolgte die Zugabe von 1
ml Ko-IP-Lysispuffer, dem zuvor NP40 und Protease- und Phosphataseinhibitoren wie NaF,
PMSF, NasVO, und der Proteininhibitorcocktail (Roche) frisch zugesetzt wurden. Nach
Zugabe des Ko-IP-Lysispuffers wurden die Zellkulturschalen auf Eis fur 1 h auf einem
Horizontalschittler inkubiert, um eine vollstdndige Lyse der Zellen zu gewahrleisten.
AnschlieRend wurden die Zellen mit Hilfe eines Deckglaschens abgekratzt und in ein
Eppendorfgefald tberfuhrt. Nach 3 x 30 sek vortexen erfolgte die Zentrifugation der Proben
bei 13000 Upm und 4°C fir 10 min (Tischzentrifuge, Heraeus). Anschlieend wurden die
Lysate in ein neues Eppendorfgefald dberfihrt und 50 ul Rohlysat flir den Westernblot

weggefroren.

Bildung des Antikorper-Proteinkomplexes

Fir die Prazipitation von HA-markiertem ORFAG6/BZLF1,- bzw. ORF57-Protein wurde ein
polyklonaler anti-HA Antikérper aus Kaninchen (Covance) verwendet. Im analogen
Experiment wurde c-Myc-markiertes ORF50-Protein mit dem anti-c-Myc Antikérper aus
Kaninchen (Covance) prazipitiert. Nach Zugabe des Antikérpers (1:150 verd.) in die
Rohlysate erfolgte die Inkubation der Proben fur 2 h auf einem Rotator bei 4°C. Als
Negativkontrolle wurde auflerdem IgG aus nicht-immunisierten Kaninchen fur die
Prazipitation (1:20 verd.) verwendet, um eine mdgliche unspezifische Bindung der PLHV-

Proteine zu erkennen.

Pre-Clearing (Vorinkubation)

Vorversuche hatten gezeigt, dass die PLHV-1-Proteine ORF50, ORFA6/BZLF1,, und ORF57
in geringem Umfang unspezifisch an Protein-G-Sepharose binden. Um unspezifische
Bindungsstellen abzudecken, wurde die Protein-G-Sepharose mit einem Ko-IP-Waschpuffer
inkubiert, der neben allen Komponenten des Ko-IP-Lysispuffers zusatzlich 0,1 % Ovalbumin
enthielt. Pro Ansatz wurden 40 ul Protein-G-Sepharose verwendet und zunachst bei 4000

Upm fir 2 min abzentrifugiert. Nach Abnahme des Uberschissigen Ethanols wurde die
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Protein-G-Sepharose 1 x mit 500 ul Ko-IP-Waschpuffer gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Je Ansatz wurden 60 ul Ko-IP-Waschpuffer zugeftigt, so dass je Probe 100 ul
gewaschene Protein-G-Sepharose vorlagen. Nach Zugabe von weiteren 500 ul Ko-IP-
Waschpuffer je Ansatz wurde die Protein-G-Sepharose fur 2 h bei 4°C auf einem Rotator

vorinkubiert.

Bindung des Antikorper-Proteinkomplexes an Protein-G-Sepharose

Nach der Vorinkubation der Protein-G-Sepharose mit dem Ko-IP-Waschpuffer erfolgte die
Zentrifugation der Protein-G-Sepharose bei 4000 Upm fiar 2 min (RT, Tischzentrifuge,
Heraeus). AnschlieBend wurde der Ko-IP-Waschpuffer abgesaugt und die Protein-G-
Sepharose mit den Antikérper-Protein-Ansatzen vermischt. Die Bindung der Antikorper-
Proteinkomplexe an die Protein-G-Sepharose erfolgte flir 2 h bei 4°C auf einem Rotator.
AnschlieRend wurden die Protein-G-Sepharose-Kugelchen bei 4000 Upm fir 2 min
abzentrifugiert und die Uberstéande verworfen. Nachfolgend wurde die Protein-G-Sepharose
3 x 10 min mit 500 ul Ko-IP-Waschpuffer gewaschen und nach jedem Waschschritt erneut
abzentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand soweit abgesaugt, dass
das Sepharose-Pellet nahezu trocken war. Die Pellets wurden nachfolgend bei -20°C
eingefroren. Zur Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Protein-G-
Sepharose-Pellets mit 35 ul 1 x SDS-Probenpuffer und 5% p-Mercaptoethanol versetzt und
fur 5 min bei 100°C im Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Proben sofort auf Eis
Uberfuhrt und kurz anzentrifugiert. Die Beladung des SDS-Gels erfolgte wie unter 4.3.1.2

beschrieben.

4.3.4 Immunfluoreszenz (IFA)

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz kénnen Proteine mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen werden. Ein Sekundarantikdrper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert
ist, erlaubt die Lokalisation des Proteins in der Zelle.

Humane 293-Graham-Zellen wurden dazu in einer 24-Lochplatte auf einem 15 mm &
Glasplattchen ausgesat und 24 h spater transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 500 ul Fixierlésung fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und anschlie®end mit 500 ul Blockpuffer Il fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper fir 1 h bei Raumtemperatur.
Dazu wurde der Maus anti-c-Myc (Sigma) bzw. Maus anti-HA (Covance) Antikérper 1:500 in
Blockpuffer Il verdinnt. Nachdem 3 x 5 min mit Waschpuffer gewaschen wurde, schloss
sich eine 1-stindige Inkubation bei Raumtemperatur mit dem Rhodamin Red- markierten

Sekundérantikérper (Dianova; 1:200 verdinnt) an. Danach wurden die Zellen 3 x 5 min mit
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bidestilliertem Wasser gewaschen. Zur Anfarbung der DNA wurde der Farbstoff DAPI
verwendet, der 1:20000 in ddH,O verdunnt wurde. Die Zellen wurden anschliel3end mit 250
ul der DAPI-L6sung fir 10 min im Dunkeln inkubiert. Nachdem 2 x mit bidestilliertem Wasser
gewaschen wurde, erfolgte die Einbettung der Deckglaser auf Objekttragern mit Immumount
(Shandon). Die Auswertung der Proben erfolgte am nachsten Tag mittels konfokaler Laser-

Scanmikroskopie, nachdem die Proben tber Nacht bei 4°C ausgehéartet waren.

4.3.5 Konfokale Laser-Scanmikroskopie (cLSM)

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie wurde 1955 von M. Minsky entwickelt. Im Gegensatz
zu einem Durchlicht- oder konventionellen Fluoreszenzmikroskop wird das vom Praparat
ausgehende Licht durch eine Lochblende geflihrt, bevor es vom Detektor registriert wird.
Signale, die aus anderen Ebenen oberhalb oder unterhalb der Fokusebene stammen,
werden dadurch ausgeblendet. Somit wird das Streulicht erheblich reduziert und die
Auflésung ist deutlich hdher als bei der konventionellen Mikroskopie. Im cLSM (confocal
laser scanning microscope) wird ein Bild aus Einzeldaten zusammengesetzt, wobei jede
Probe Punkt fur Punkt und Zeile fir Zeile sequenziell abgetastet wird. Der Durchmesser der
Lochblende bestimmt zusammen mit dem Mikroskopobjektiv und dessen numerischer
Apertur die Dicke des optischen Schnittes. Im Computer wird dann ein Schnittbild
zusammengesetzt, das die Probe hoch aufgeldst wiedergibt. Zeichnet man mehrere Schnitte
in verschiedenen Fokusebenen auf, so kdnnen diese im Computer zu dreidimensionalen
Bildern des Objektes zusammengesetzt werden. Im cLSM dient ein Laser (Argon/Krypton)
als Lichtquelle, der sowohl blaues als auch grines Anregungslicht liefert. Durch die
Anregung des Fluorochroms werden die Elektronen kurzzeitig auf ein hdheres Energieniveau
gehoben und die Anregungsenergie wird zeitversetzt in Form einer anderen Wellenlange
emittiert. Dieses Fluoreszenzlicht kann dann gemessen und analysiert werden. Ein cLSM
verfugt in der Regel Uber mindestens zwei Kanéle, so dass zwei Fluoreszenzsignale
(Doppelmarkierungen) im identischen Préparat simultan oder sequentiell gescannt und
anschlieRend digital zu einem Bild rekonstruiert werden kénnen.

Die Lokalisation der viralen Proteine mittels cLSM erfolgte Uber Rhodamin-markierte
Sekundérantikérper. Die Anregung des Rhodamins erfolgte bei einer Wellenldange von 550
nm, wahrend das Licht bei 461 nm emittiert wurde. Die DNA wurde mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs DAPI  markiert. Zur Anregung von DAPI wurde eine
Quecksilberdampflampe verwendet, die Licht einer Wellenlange von 359 nm lieferte. Das
durch DAPI emittierte Licht wurde bei 461 nm dokumentiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Methodische Grundlagen

5.1.1 Klonierung in Expressionsvektoren

5.1.1.1 Konstruktion von ORF50-, ORFA6/BZLF1,,- und ORF57-Expressionsplasmiden

Zur Untersuchung der Transkriptionsaktivitdt von ORF50, ORFA6/BZLF1, und ORF57 im
Luziferase-Reportergenassay mussten die Gene zunachst in einen geeigneten
Expressionsvektor kloniert werden. Mittels nested-PCR wurden die vollstandigen
Sequenzabschnitte von orf50, orfAG/BZLF1y, und orf57 von PLHV-1 amplifiziert und in den
Vektor pCR3.1-uni (Invitrogen) kloniert. In Abbildung 11 ist die Strategie zur Amplifikation
und Klonierung der PLHV-1-Gene dargestellt. Um die gerichtete Klonierung der PCR-
Fragmente in den Vektor pCR3.1-uni zu gewahrleisten, wurden phosphorylierte (P) s-Primer
eingesetzt. Anschliellend wurden die PCR-Fragmente in die EcoRI / Hindlll-Schnittstelle des
Vektors kloniert.

Unter Verwendung von genomischer DNA (#56a) sowie cDNA (#1776) aus dem PLHV-1
positiven Lymphknoten bzw. Milz eines Miniaturschweines wurde sowohl die genomische als
auch die gespleil3te Variante des orfA6/BZLF1, von PLHV-1 kloniert. Mit Hilfe der
Primerpaare 1911s/1911as und P-1912s/1912as erfolgte die Amplifikation des genomischen
und gespleildten orfAG/BZLF1, (Abb. 11). Nach Klonierung der Fragmente in pCR3.1-uni
erhielten die Konstrukte die Bezeichnung pCR-A6/BZLF1sp und pCR-A6/BZLF1g. Die
Klonierung von orf50 erfolgte in seiner gesplei3ten Form, da das Volllangen-Gen aufgrund
seiner Grolle von 2485 bp fur die Klonierung in den Vektor pCR3.1-uni als ungeeignet
erschien. Mit Hilfe der Primerpaare 1821s/1821as und P-1733s/1733as und cDNA als
Matrize wurde orf50 mit einer Gréfle von 1546 bp amplifiziert (Abb. 11). Das erhaltene
Konstrukt wird im Folgenden als pCR-50 bezeichnet. Nach Amplifikation des genomischen
orf57 mit den Primerpaaren 2897s/2897as und P-1734s/1734as wurde das PCR-Fragment in
pCR3.1-uni kloniert (Abb. 11). Das Konstrukt wird im Folgenden als pCR-57 bezeichnet. Als
Negativkontrolle wurde ein 32 bp Fragment, das neben Restriktionsschnittstellen fur Sal/l und
BamHI auch zwei Stop-Codons enthielt, in den pCR3.1-uni Vektor kloniert. Die erfolgreiche
Insertion des Fragmentes in den pCR3.1-uni Vektor konnte durch Verdau mit den
Restriktionsenzymen Sall bzw. BamH1 kontrolliert werden. Dieser Kontrollvektor erhielt die
Bezeichnung pCR-NS (pCR-NonSense). Eine Ubersicht (ber die erzeugten
Expressionsplasmide zeigt Tabelle 15 in Abschnitt 5.1.1.2. Die fiur die nested-PCR
verwendeten Primer und Amplifikatgrélen und der Verwendungszweck der Konstrukte ist

ebenfalls dargestellt. Alle Primersequenzen sind dem Abschnitt 3.4, Tabelle 5 zu entnehmen.
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Abb. 11: Klonierung von PLHV-1 orf50, orfA6/BZLF1, und orf57 in pCR3.1-uni.

A. Dargestellt ist die Amplifikation von orf50, orfA6/BZLF1, und orf57 mittels nested-PCR. Vom orfA6/BZLF 1y
wurde sowohl die gespleildte (sp) als auch die genomische (g) Variante amplifiziert. Kodierende Gensequenzen
(Exons) sind als schwarze ausgefiillte Pfeile dargestellt, wahrend nicht-kodierende Bereiche (Introns) als
punktierte Linien gekennzeichnet sind. Die Bindungsregionen der externen (1821s/as; 1911s/as; 2897s/as) und
internen Primerpaare (P-1733s/as; P-1912s/as; P-1734s/as) sind durch schmale Pfeile gekennzeichnet. Die
internen s-Primer sind phosphoryliert (P). Flankierende Bereiche sind als gestrichelte Linien dargestellt. Die
Grofken der amplifizierten PCR-Fragmente sind in grau unterlegten Boxen angegeben. B. Die Klonierung der
PCR-Fragmente erfolgte in den Expressionsvektor pCR3.1-uni. In der Abbildung B ist die multiple

Klonierungsstelle (mcs) mit den Schnittstellen fir EcoRI und Hindlll heraus vergréRert. Die Transkription steht
unter Kontrolle des viralen CMV-Promotors (Pcmv).
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Die Plasmide zur Expression von EBV BZLF1 und BRLF1 wurden freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. W. Hammerschmidt, GSF Minchen, zur Verfligung gestellt (Feederle et al.,
2000). In beiden Konstrukten steht die Transkription, wie im Vektor pCR3.1-uni, unter
Kontrolle des CMV-Promotors, so dass die Starke der Genexpression mit der des pCR3.1-
uni Vektors vergleichbar sein sollte. Die Konstrukte erhielten die Bezeichnung pCMV-BZLF1

und pCMV-BRLF1. Alle Expressionskonstrukte wurden mittels Sequenzierung tberpruft.

5.1.1.2 Konstruktion von Plasmiden zur Expression von ORF50-, ORFA6/BZLF1,- und

ORF57-Fusionsproteinen

Zum Nachweis der Expression der viralen Proteine mittels Westernblot und fir
Lokalisationsstudien wurden ORFA6/BZLF1,, ORF57 und ORF50 von PLHV-1 als
Fusionsproteine exprimiert.

Mit Hilfe der Primer P-2232s und 2232as und pCR-A6/BZLF1sp bzw. pCR-AG/BZLF1g als
Matrize wurde ein Hamagglutinin (HA)-tag an das 5-Ende der Gensequenz des
genomischen bzw. gespleiiten orfA6/BZLF1, angefigt. Nach Klonierung der PCR-
Fragmente in die EcoRl / Hindlll-Schnittstelle des Vektors pCR3.1-uni erhielten die
Konstrukte die Bezeichnung pCRAG/BZLF1sp-HAn und pCRAG6/BZLF1g-HANn (Tab. 15). Mit
dem Primerpaar P-2233s/2233as und den Konstrukten pCR-A6/BZLF1sp und pCR-
A6/BZLF1g als Matrizen wurden die C-terminal HA-markierten Varianten der
ORFAG6/BZLF1,-Proteine erzeugt. Nach Insertion der PCR-Fragmente in die EcoRI / HindllI-
Schnittstelle von pCR3.1-uni erhielten die Plasmide die Bezeichnung pCRAG6/BZLF1g-HAc
bzw. pCRAG6/BZLF 1sp-HAc (Tab. 15).

In Analogie wurden Konstrukte zur Expression von ORF57 mit N- und C-terminalem HA-tag
erstellt. Unter Verwendung von pCR-57 als Matrize und den Primerpaaren P-2840s/2840as
bzw. P-2841s/2841as erfolgte die Amplifikation des orf57 mit nachfolgender Klonierung in die
EcoRI / HindlllI-Schnittstelle von pCR3.1-uni (Abb. 12). Die Plasmide werden im Folgenden
als pCR57-HAnN und pCR57-HAc bezeichnet (Tab. 15).

Flr mdgliche Interaktionsstudien zwischen den viralen PLHV-1-Proteinen ORF50 und
ORFAG6/BZLF1,, wurde der orf50 zunachst mit einem Flag-tag am 5-bzw. 3’-Ende der
Gensequenz markiert und in den pCR3.1-uni Vektor kloniert. Die Konstrukte erhielten die
Bezeichnung pCR-50sp-FLn und pCR-50sp-FLc (Tab. 15). Die Expression der Flag-
Fusionsproteine in der Zellkultur konnte weder durch Westernblot noch in der
Immunfluoreszenzanalyse (IFA) gezeigt werden. Aus diesen Grinden musste der orf50 mit
einem anderen, geeigneten Marker erneut kloniert werden. Die Klonierung der genomischen
und gespleildten Variante von orf50 erfolgte mittels nested-PCR in den Vektor pCMV-myc
(BD Biosciences). Dieser Vektor enthadlt einen c-Myc-tag zur Expression N-terminal
markierter Proteine. Mit Hilfe der Primerpaare 1821s/1821as und 2989s/2989as und cDNA
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bzw. genomische DNA als Matrize wurde der gespleildte bzw. ungespleifte orf50 durch PCR
amplifiziert. Uber die mit den nested-PCR Primern eingefiihrten EcoRIl / Xhol-
Restriktionsschnittstellen erfolgte die Insertion in pCMV-myc. Die Konstrukte werden im
Folgenden als pCMV50g-myc und pCMV50sp-myc bezeichnet (Tab. 15). Die Grélken der
Amplifikate und nested-PCR Primer, sowie alle Expressionskonstrukte sind in Tabelle 15

aufgelistet. Alle Primersequenzen sind dem Abschnitt 3.4, Tabelle 6 zu entnehmen.

A. B

P-2840s 2840as P-2841s 2841as

1 1 1 1
=TT I L =TT I L

| 1447 bp 1416 bp

|
/ SHA-ortSTg \ / orfeTe-SHA \
P-2840s 2840as P-2841s 2841as
—p
ATG....TATCCTTATGACGTTCCTGACTATGCC ...... < TTAGGCATAGTCAGGAACGTCATAAGGATA ...... AAA

Abb. 12: Strategie zur Herstellung von Hamagglutinin (HA)-markierten ORF57-Proteinen. A. Dargestellt ist
die Amplifikation des ungespleillten orf57 mit den Primern 2840s/2840as, deren Bindungsregion durch Pfeile
dargestellt ist. Uber den phosphorylierten (P) s-Primer 2840 wurde ein HA-tag an das 5-Ende der Gensequenz
von orf57 angefligt. Der HA-tag in der Primersequenz ist fett hervor gehoben. Die Gréfke des amplifizierten PCR-
Produktes ist ebenfalls angegeben. B. Durch Amplifikation von orf57 mit den Primern 2841s/as wurde ein HA-tag
an das 3’-Ende der Gensequenz von orf57 angefiigt. Die Sequenz des HA-tags im Primer 2841as ist fett hervor
gehoben. AnschlieRend erfolgte die Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor pCR3.1-uni. Damit standen die
Vektoren pCR-57HAN und pCR-57HAc zur Expression von N- und C-terminal markierten ORF57-Proteinen zur
Verfligung.

Tabelle 15: Ubersicht iiber die erzeugten Expressionskonstrukte

Ziel-Gen (PLHV-1) | nested-PCR Amplifikat- | Bezeichnung des Verwendungs-
Primer groRe (bp) | Konstruktes 2weck
orf50sp 1733 s/as 1546 pCR-50 Luziferase-
Reportergenassay
orf50sp 2989 s/as 1553 pCMV50sp-myc Westernblot,
Immunfluoreszenz
orf50g 2989 s/as 2505 pCMV50g-myc Westernblot,
Immunfluoreszenz
orf50sp 2919 s/2280 as 1563 pCR50sp-FLn Westernblot,
Immunfluoreszenz
orf50sp 2929 s/2921 as 1557 pCR50sp-FLc Westernblot,
Immunfluoreszenz
orfA6/BZLF1,sp 1912 s/as 546 pCRAG6/BZLF1sp Luziferase-
Reportergenassay
orfA6/BZLF1,g 1912 s/as 725 pCRA6/BZLF1g Luziferase-
Reportergenassay
orfA6/BZLF1,sp 2232 slas 559 pCRAG6/BZLF1sp-HAn | Westernblot,
Immunfluoreszenz
orfA6/BZLF1,sp 2233 slas 552 pCRAG6/BZLF1sp-HAc | Westernblot,
Immunfluoreszenz
orfA6/BZLF1,g 2232 slas 738 pCRAG6/BZLF1g-HAnN Westernblot,
Immunfluoreszenz
orfA6/BZLF1,g 2233 s/as 731 pCRA6/BZLF1g-HAC Westernblot,
Immunfluoreszenz
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Ziel-Gen (PLHV-1) | Primer Amplifikat- | Bezeichnung des Verwendungs-
groRe (bp) | Konstruktes zweck

orf57g 1734 s/as 1580 pCR-57 Luziferase-
Reportergenassay

orf57g 2840 s/as 1447 pCR57-HAnN Westernblot,
Immunfluoreszenz

orf57g 2841 s/as 1416 pCR57-HAc Westernblot,
Immunfluoreszenz

FL- Flag; HA- Hamagglutinin; n- N-terminal; c- C-terminal; sp- gespleif’t; g- genomisch

5.1.2 Klonierung in Luziferase-Reportergenvektoren

5.1.2.1 Klonierung von PLHV-1-Promotoren

Zur Untersuchung des Aktivierungspotentials von PLHV-1 ORF50, ORFAG6/BZLF1, und
ORF57

Reportergenvektor pGL3-basic (Promega) kloniert. Die Auswahl dieser Promotoren erfolgte

wurden sechs verschiedene PLHV-1-Promotoren in den Luziferase-
nach den Erkenntnissen Uber die Reaktivierung von EBV aus der Latenz. Die Induktion der
lytischen EBV-Replikation wird durch die beiden immediate early-Transkriptionsaktivatoren
BZLF1 und BRLF1 reguliert (Abschnitt 2.5). Deren frihe Expression fuhrt zur Aktivierung von
early-Genen wie z.B. orfBMLF1, orfBMRF1, der viralen DNA-Polymerase und /ate-Genen
wie z.B. dem Strukturprotein Glykoprotein B. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden die
Promotoren folgender PLHV-1-Gene ausgewahlt: orf50 und orfA6/BZLF1,, (immediate early-
Gene), orf57, orf59 und orf09 (DNA-Polymerase; early-Gene), orf08 (Glykoprotein B; /ate-
Gen).

Die Amplifikation der Promotorfragmente erfolgte mittels nested-PCR, wobei die inneren
Primer Erkennungssequenzen fir das Restriktionsenzym Xmal trugen. Die AmplifikatgroRen
lagen zwischen 1043 bp und 1478 bp. Bei der Amplifikation des orf57-Promotors wurde erst
in der zweiten PCR-Runde mit den Primern 2062s/2062as ein PCR-Fragment erhalten.
Anschliellend erfolgte die ungerichtete Klonierung der PCR-Fragmente in die Xmal-
Schnittstelle des Vektors pGL3-basic. Die Konstrukte erhielten die Bezeichnung pGL-pAG,
pGL-p50, pGL-p57, pGL-p59, pGL-pDPol und pGL-pgB. In Abschnitt 5.1.2.2, Tabelle 16 sind
die fur die nested-PCR verwendeten Primer und GréRen der amplifizierten PCR-Fragmente

dargestellt. Alle verwendeten Primer sind dem Abschnitt 3.4, Tabelle 7 zu entnehmen.

5.1.2.2 Klonierung von EBV-Promotoren

Zur Untersuchung einer moglichen Wechselwirkung zwischen dem humanen Epstein-Barr-
Virus (EBV) und dem porzinen lymphotropen Herpesvirus Typ-1 (PLHV-1) auf molekularer
Ebene wurden heterologe Luziferase-Reportergenassays durchgefihrt. Dazu wurden die
Promotoren von EBV-Genen in den pGL3-basic Vektor kloniert, die von EBV BZLF1 und

BRLF1 nachweislich aktiviert werden (Abb. 13). Dies umfasste die Promotoren von
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orfBZLF1, orfBRLF1, orfBMLF1 und orfBMRF1, die entweder durch direkte Bindung von
BZLF1 und BRLF1 an definierte Sequenzbindeelemente oder indirekt tUber zellulare Faktoren
aktiviert werden (siehe Abschnitte 2.5.1.1; 2.5.2.1; Liu & Speck 2003; Flemington & Speck
1990a; Quinlivan et al., 1993; Kolman et al., 1996).

Alle EBV-Promotorfragmente wurden mittels nested-PCR amplifiziert und in den Vektor
pGL3-basic (Promega) kloniert. Die Amplifikation des orfBRLF1-Promotors erfolgte mit den
Primerpaaren 2556s/2556as und 2557s/2557as, die Restriktionsschnittstellen fir Sacl und
Nhel tragen. Das PCR-Fragment von 543 bp wurde nachfolgend in die Sacl / Nhel-
pGL3-basic kloniert. Mit den 2552s/2552as und
2553s/2553as wurde ein 397 bp groRes PCR-Fragment erzeugt, das den Bereich des

Schnittstelle von Primerpaaren
orfBZLF1-Promotors umfasste. Der Promotor von orfBMRF1 mit einer Grélie von 424 bp
wurde durch Amplifikation mit den Primerpaaren 2554s/2554as und 2555s/2555as erzeugt.
Dabei wurden die amplifizierten Promotorbereiche von orfBZLF1 bzw. orfBMRF1 an ihren 5’-
Enden mit Nhel und Hindlll Restriktionsschnittstellen versehen, tUber welche die Fragmente
in pGL3-basic kloniert wurden. Mit den Primerpaaren 2558s/2558as und 2559s/2559as
wurde der Promotor von orfBMLF1 mit einer Gré3e von 719 bp amplifiziert und an seinen 5’-
Enden mit Restriktionsschnittstellen fir Kpnl und Hindlll versehen. Die Ligation des
orfBMLF1-Promotors erfolgte nach Verdau mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Hindlll in
den mit den gleichen Enzymen linearisierten Vektor pGL3-basic. Die erzeugten Plasmide
erhielten die Bezeichung pGL-pBZLF1, pGL-pBRLF1, pGL-pBMRF1 und pGL-pBMLF1.
Tabelle 16 zeigt die flr die nested-PCR verwendeten Primer und Groélken der Amplifikate.

Alle verwendeten Primer sind dem Abschnitt 3.4, Tabelle 7 zu enthehmen.

Tabelle 16. Ubersicht iiber die erzeugten Luziferase-Reportergenvektoren

Zielpromotor Virus Genombereich Primer Amplifikat- Bezeichnung
(nt) groBe (bp) des
Konstruktes
orfA6/BZLF 1y, PLHV-1 67135-68421 2055 s/as 1305 pGL-pA6
orf50 PLHV-1 64556-65752 2052 s/as 1215 pGL-p50
orf57 PLHV-1 76528-77552 2062 s/as 1043 pGL-p57
orf59 PLHV-1 81164-82385 2053 s/2054 as 1240 pGL-p59
orf09/DPol PLHV-1 16043-17502 2060 s/2059 as 1478 pGL-pDPol
orf08/gB PLHV-1 13404-14684 2058 s/as 1299 pGL-pgB
orfBZLF1 EBV 103156-103534 2553 s/as 397 pGL-pBZLF1
orfBRLF1 EBV 106091-106615 2557 s/as 543 pGL-pBRLF1
orfBMLF1 EBV 84086-84786 2559 s/as 719 pGL-pBMLF1
orfBMRF1 EBV 79492-79897 2555 s/as 424 pGL-pBMRF1
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Abb. 13: Schematische Darstellung von beschriebenen Sequenzbindeelementen fiir
Transkriptionsfaktoren in vier ausgewahlten EBV-Promotoren. Dargestellt sind die bisher identifizierten
Sequenzbindeelemente der EBV-Promotoren orfBZLF1 (A), orfBRLF1 (B), orfBMRF1 (C) und orfBMLF1 (D).
Dunkelgrau unterlegt sind Boxen fir die Bindung von BZLF1 (ZRE, AP-1, ZIll). Hellgrau unterlegt stellen
Bindesequenzen fir BRLF1 dar (RRE). Die Boxen fiir die Bindung von zelluldren Faktoren sind weil3 unterlegt
(Sp1, YY1, ZIA-ZID (Sp1, Sp3, MEF2D), ZIl (ATF-2, c-Jun), ZI, RI, RIl (TRE- TPA response element); AP-1).
Unter jedem der skizzierten EBV-Promotorregionen ist der klonierte Bereich des jeweiligen Promotors (pGL-
pBZLF1, pGL-pBRLF1, pGL-pBMRF1, pGL-pBMLF1) in den Reportergenvektor pGL3-basic dargestellt. +1
markiert den Transkriptionsstartpunkt

Quellen: Flemington & Speck, 1990a; Liu & Speck, 2003; Quinlivan et al., 1993; Kolman et al., 1996
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5.1.3 Untersuchungen zur Transkription der Expressionsplasmide

Zur Kontrolle der Funktionalitdt der erzeugten Expressionskonstrukte pCR-A6/BZLF1sp,
pCR-A6/BZLF1g, pCR-57 und pCR-50 wurde die Transkription der viralen Gene mittels
RACE-PCR Uberprift. Zunachst wurden 293-Graham-Zellen mit den Expressionsplasmiden
transfiziert und nach 48 h RNA isoliert. Nach der Synthese der cDNA wurden alle viralen
Transkripte in der 3’RACE detektiert. Die mittels 3’'RACE erhaltenen PCR-Produkte wurden
segenziert.

Das Transkript von orfA6/BZLF1,, mit einer Grdfle von 519 bp ist doppelt gespleit und
besteht aus drei Exons und zwei Introns. Zur Analyse der Transkription von orfA6/BZLF1,
wurden die Primer 2410s, 2498s und 2500s eingesetzt, die jeweils am Transkriptionsstart
des Exon 1, Exon 2 bzw. Exon 3 binden. Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der 3'RACE
nach Transfektion von Zellen mit pCR-AG6/BZLF1sp bzw. pCR-A6/BZLF1g. Unter
Verwendung des 3’'RACE-Primers 2410s wurde wie erwartet das vollstandig gespleildte
orfA6/BZLF1,-Transkript mit einer Grole von 595 bp amplifiziert, wenn Zellen mit dem
gespleifiten Konstrukt pCR-A6/BZLF1sp transfiziert worden waren (Abb. 14, Spur 1).
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Abb. 14: Nachweis der Transkription von orfA6/BZLF1, mittels RACE. 293-Graham-Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden pCR-A6/BZLF1sp bzw. pCR-A6/BZLF1g transfiziert und die RNA nach 48 h aus den
Zellen isoliert. Nach reverser Transkription der RNA in cDNA wurden die gespleiiten bzw. ungespleil’ten
orfA6/BZLF1-Transkripte mittels 3'RACE nachgewiesen. Unter Verwendung des Primers 2410s wurden die
Exons 1-3 (Ex 1-3) des orfA6/BZLF1, amplifiziert (Spur 1, 2). Die Amplifikation der Exons 2-3 (Ex 2-3) des
orfA6/BZLF 1, wurden mit Hilfe des Primers 2498s erzeugt (Spur 3, 4). Unter Verwendung des Primers 2500s
erfolgte die Amplifikation des Exons 3 (Ex 3) des orfA6/BZLF1, (Spur 5, 6). Die PCR-Produkte wurden
nachfolgend in einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt.
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Bei Transfektion der Zellen mit dem genomischen Konstrukt pCR-A6/BZLF1g konnte neben
dem vollstadndig gespleifdten Transkript, auch das ungespleilte Transkript mit einer GroRe
von 774 bp nachgewiesen werden (Abb. 14, Spur 2). Daneben wurde ein PCR-Fragment mit
der GrofRe von ca. 680 bp amplifiziert, bei der es sich wahrscheinlich um ein unvollstandig
gespleiltes Transkript handelt (Abb. 14, Spur 2). Auch bei Amplifikation mit dem 3’RACE-
Primer 2498s wurde in Zellen, die mit dem Plasmid pCR-A6/BZLF1g transfiziert wurden,
neben dem gespleiten PCR-Hauptprodukt von 432 bp, das die Exons 2 und 3 enthalt, noch
das ungespleifdte Transkript mit einer Grélde von 530 bp detektiert (Abb. 14; Spur 4). Bei
Verwendung des 3’RACE-Primers 2500s wurde wie erwartet nur Exon 3 mit einer GroRe von
338 bp amplifiziert (Abb. 14; Spur 5, 6).

Das Transkript von orf50 mit einer Grélke von 1534 bp ist einfach gespleil3t. Beim
Spleillprozess wird ein Intron mit einer Grélke von 952 bp herausgeschnitten. Zum Nachweis
der Transkription von orf50 in pCR-50-transfizierten Zellen wurde der 3’RACE-Primer 2464s
verwendet, der im Exon 2 bindet und ein Amplifikat von 495 bp GréRRe erzeugte (Abb. 15,
Spur 1).

Das Transkript von orf57 ist ebenfalls einfach gespleit und hat eine Gréle von 1387 bp.
Zum Nachweis der orf57-mRNA wurde ein 3'RACE-Primer verwendet, der im Exon 2 bindet.
Nach Transfektion von Zellen mit pCR-57 konnte nach Amplifikation mit 2842s ein PCR-

Fragment der erwarteten Gréfl3e von 409 bp nachgewiesen werden (Abb. 15, Spur 2).
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Abb. 15: Nachweis der Transkription von orf50 bzw. orf57 mittels RACE. 293-Graham-Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden pCR-50 bzw. pCR-57 transfiziert und die RNA nach 48 h aus den Zellen isoliert. Nach
Synthese der cDNA erfolgte der Nachweis der orf50- bzw. orf57-Transkripte mittels 3’RACE. Unter Verwendung
des 3’'RACE-Primers 2464s wurde ein Teil des Exon 2 von orf50 amplifiziert (Spur 1). Mit Hilfe des Primers 2842s
konnte ein Teilfragment des Exon 2 von orf57 amplifiziert werden (Spur 2). Die PCR-Produkte wurden
nachfolgend in einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt.
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Die Leserahmen orfA6/BZLF1,, orf50 und orf57 werden in den Konstrukten pCR-
A6/BZLF1sp, pCR-A6/BZLF1g, pCR-50 bzw. pCR-57 transkribiert. Dies lasst erwarten,

dass die Expressionsplasmide auch die entsprechenden Proteine exprimieren.

5.2 Versuchsergebnisse

5.2.1 Expression der PLHV-1-Proteine ORF50, ORFA6/BZLF1,, und ORF57

Die Expression der PLHV-1-Proteine ORF50, ORFAG6/BZLF1, und ORF57 wurde mittels
Westernblot Uberprift. Zum Nachweis von ORF50 wurden 293-Graham-Zellen transient mit
den Expressionskonstrukten pCMV50g-myc und pCMV50sp-myc transfiziert, in denen orf50
am 5’-Ende mit einem c-Myc-tag vorliegt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit einem anti-
c-Myc Primarantikbrper aus Maus (Covance), der wiederum von einem anti-Maus IgG
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (Dianova) erkannt wurde. Im Westernblot
wurde c-Myc-markiertes ORF50-Protein mit einer molekularen Masse von ca. 70-72 kDa
nachgewiesen (Abb. 16). Neben dieser Hauptproteinbande wurde eine schwachere Bande
bei ca. 38 kDa detektiert, bei der es sich vielleicht um ein Abbauprodukt oder eine
SpleiRvariante handeln kdénnte. Die Expression von ORF50 wurde sowohl in Zellen
nachgewiesen, die mit pCMV50g-myc als auch mit pCMV50sp-myc transfiziert wurden (Abb.
16). Das im Westernblot ermittelte Molekulargewicht von ORFS50 variiert von der mittels

MacVector errechneten Grofie von 60,3 kDa um ca. 12 kDa.
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Abb. 16: Expression N-terminal c-Myc-markierter ORF50-Proteine.

293-Graham-Zellen wurden mit den Expressionskonstrukten pCR50sp-myc, pCR50g-myc bzw. dem
Kontrollvektor pCMV-myc transfiziert und nach 48 h lysiert. Die Proteinextrakte wurden nachfolgend in einem
10%igen SDS-Gel aufgetrennt und geblottet. Der Nachweis der Proteine erfolgte im Westernblot mit einem anti-c-
Myc-Primarantikérper aus Maus, der von einem anti-Maus Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper detektiert
wurde.
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Zur Detektion von ORF57 wurden 293-Graham-Zellen transient mit den Konstrukten pCR57-
HAn und pCR57-HAc transfiziert, fir deren Genprodukte eine molekulare Masse von 51,2
kDa bzw. 50,9 kDa berechnet wurde. Der Nachweis erfolgte Uber einen anti-HA Antikorper
aus Maus (Covance), der durch einen anti-Maus IgG Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper (Dianova) detektiert wurde. Im Westernblot wurde die N-terminal
markierte Variante von ORF57 mit einer Grof3e von ca. 57 kDa detektiert, wahrend das C-
terminal markierte Protein eine Grofie von ca. 54 kDa hatte (Abb. 17 A).

Unter Verwendung derselben Antikdrper wurde die Expression von N- und C-terminal HA-
markierten Varianten von ORFAG6/BZLF1,, Gberprift. Nach transienter Transfektion von 293-
Graham-Zellen mit den Konstrukten pCRA6/BZLF1sp-HAn und pCRA6/BZLF1sp-HAC bzw.
pCRAG/BZLF1g-HAn und pCRAG/BZLF1g-HAc wurde ORFAG6/BZLF1, im Westernblot mit
einer molekularen Masse von ca. 24 kDa (N-terminal) bzw. 22 kDa (C-terminal) detektiert
(Abb. 17 B). Diese Grofien entsprachen recht gut den mittels MacVector ermittelten Gré3en
von 21,9 kDa (N-terminal) bzw. 21,8 kDa (C-terminal). Dabei wurde das C-terminal markierte
ORFAG6/BZLF1,-Protein deutlich schwacher exprimiert als die N-terminal markierte Variante.
Im Westernblot wurde nur die ORFAG/BZLF1,-Variante detektiert, die vom genomischen
orfA6/BZLF 1y, exprimiert wurde.
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Abb. 17: Expression N- bzw. C-terminal HA-markierter ORF57- und ORFA6/BZLF1,-Proteine. 293-Graham-
Zellen wurden mit den Expressionskonstrukten pCR57-HAn (A), pCR57-HAc(A) oder pCRA6/BZLF1g-HAN (B),
pCRA6/BZLF1g-HAc (B) bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS (A, B) transfiziert und nach 48 h die Zellextrakte
gewonnen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 10%igen (ORF57) oder 12%igen (ORFA6/BZLF1n)
SDS-Gel. Die Detektion der Proteine im Westernblot erfolgte mit einem anti-HA-Primarantikérper aus Maus, der
von einem anti-Maus Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper detektiert wurde.
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5.2.2 Subzellulare Lokalisation der PLHV-1-Proteine ORF50, ORFA6/BZLF1,, und
ORF57
Die Analyse der Aminosduresequenz von ORF50, ORFAG6/BZLF1, und ORF57 identifizierte

putative Kernlokalisierungssignale (siehe Abschnitte 2.5.1, 2.5.2, 2.5.3). Um zu uberprifen,

ob die PLHV-1-Proteine tatsachlich im Zellkern transfizierter Zellen lokalisiert sind, wurden
die markierten Fusionsproteine mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie (cLSM)
nachgewiesen. 293-Graham-Zellen wurden mit dem Expressionskonstrukt pCMV50g-myc
transient transfiziert, um nach 48 h c-Myc-markiertes ORF50-Protein zu detektieren.
Zunachst erfolgte die Bindung des anti-c-Myc Priméarantikérpers aus Maus (Covance) an
ORF50. Mit Hilfe eines Rhodamin-gekoppelten Sekundarantikdrpers (Dianova) konnte die
Expression von c-Myc-markiertem ORF50-Protein nachgewiesen werden (Abb. 18 A; Spalte
1). Die zellulare DNA wurde mit dem Farbstoff DAPI angefarbt, so dass die Zellkerne im
blauen Wellenldngenbereich des Lichtes fluoreszierten (Abb. 18 B; Spalte 2). Die
Uberlagerung der Fluoreszenzbilder zeigte, dass ORF50 im Zellkern der Zelle, aber
aulBerhalb der Nukleoli lokalisiert ist (Abb. 18 A; Spalte 3). Als Negativkontrolle wurden 293-
Graham-Zellen mit dem Vektor pCMV-myc transfiziert. Es wurde kein c-Myc-markiertes
Protein detektiert (Abb. 18 B). Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurden 293-
Graham-Zellen mit dem Expressionsplasmid pEGFP-N3 transfiziet und GFP (green
fluorescent protein) mittels cLSM detektiert. Der Prozentsatz der GFP-exprimierenden Zellen
lag bei mehr als 70% (Abb. 18 C).

Zur  Lokalisation von ORFAG6/BZLF1, wurden 293-Graham-Zellen mit den
Expressionskonstrukten pCRA6/BZLF1g-HAn bzw. pCRAG/BZLF1g-HAc transfiziert, so dass
zum einen N-terminal HA-markiertes ORFA6/BZLF1,-Protein und zum anderen C-terminal
HA-markiertes ORFAG6/BZLF1,, in den Zellen exprimiert wurde. Die Detektion HA-markierter
Proteine erfolgte mit einem anti-HA Priméarantikdrper aus Maus, der von einem Rhodamin-
gekoppelten Sekundarantikérper gebunden wurde. Mittels cLSM konnte sowohl N-terminal
(Abb. 19 A) als auch C-terminal (Abb. 19 B) markiertes ORFAG6/BZLF1,-Protein im Zellkern
lokalisiert werden. Auch hier sind die Nukleoli deutlich zu erkennen. In ihnen wurde kein
ORFAG6/BZLF1, nachgewiesen (Abb. 19 A-B; Spalte 3). Bei der Transfektion von 293-
Graham-Zellen mit dem Expressionskonstrukt pCRA6/BZLF1sp-HAn konnte keine
Proteinexpression nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies stimmt mit den
Ergebnissen aus den Westernblots Uberein, in denen ebenfalls keine Expression der
gespleiften Variante des ORFAG/BZLF1,, nachgewiesen wurde (Abschnitt 5.2.1).

Zur Lokalisation von ORF57 wurden 293-Graham-Zellen mit den Expressionsplasmiden
pCR57-HANn bzw. pCR57-HAc transfiziert, die zur Expression von N- bzw. C-terminal HA-
markierten Varianten vom ORF57-Protein fuhrten. Nach 48 h erfolgte die Lyse der Zellen mit
nachfolgender Visualisierung der N- (Abb. 19 C) bzw. C-terminal (Abb. 19 D) markierten
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ORF57-Proteine im Nukleus der Zelle mittels cLSM. Auch hier wurde ORF57 nach
Uberlagerung der Fluoreszenzbilder eindeutig im Zellkern, aber auRerhalb der Nukleoli
detektiert (Abb. 19 C-D; Spalte 3). Als Negativkontrolle dienten 293-Graham-Zellen, die mit
dem Vektor pCR-NS transfiziert wurden (Abb. 19 E).

anti - c-Myc DAPI merge

pEGFP-N3

Abb. 18: Lokalisierung der ORF50-Proteine von PLHV-1 im Zellkern. 293-Gaham-Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden pCMV50g-myc (A) bzw. dem Kontrollvektor pCMV-myc (B) transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen lysiert und die c-Myc-markierten Proteine mit einem anti-c-Myc-Antikdrper
detektiert. Die Visualisierung der Proteine erfolgte mit einem Rhodamin-gekoppelten Sekundarantikdrper
mittels cLSM (A: 63x vergroRert; B: 10x vergroRert). Als Transfektionskontrolle wurden 293-Graham-Zellen mit
dem GFP-Expressionsplasmid pEGFP-N3 (C) transfiziert, nach 48 h lysiert und die GFP-Fluoreszenz mittels
cLSM detektiert (C: 10x vergroBert). (Spalte 1 A,B: c-Myc-markierte Proteine; Spalte 2 A,B: DNA-Farbung
mittels DAPI; Spalte 3 A,B: Uberlagerung der Fluoreszenzbilder aus Spalte 1 und 2).

Die von PLHV-1 orf50, orfA6/BZLF1,, und orf57 exprimierten Proteine sind im Zellkern

transfizierter Zellen lokalisiert, wobei keine Fluoreszenzsignale in den Nukleoli beobachtet
wurden.
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anti - HA DAPI merge

Abb. 19: Lokalisierung der PLHV-1 ORFA6/BZLF1,-und ORF57-Proteine im Zellkern.

293-Graham-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden pCRA6/BZLF1-HAn (A), pCRA6/BZLF1-HAc (B),
pCR57-HAN (C), pCR57-HAc (D) bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS (E) transfiziert. 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellen prapariert und die HA-markierten Proteine mit einem anti-HA-Antikdrper detektiert. Die
Visualisierung der Proteine erfolgte mit einem Rhodamin-gekoppelten Sekundarantikdrper mittels cLSM. (A-D:
63x vergroRert; E: 10x vergroRert; Spalte 1: HA-markierte Proteine; Spalte 2: DNA-Farbung mittels DAPI; Spalte
3: Uberlagerung der Fluoreszenzbilder aus Spalte 1 und 2).
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5.2.3 Untersuchung der Transkriptionsaktivitat von PLHV-1 ORF50, ORFA6/BZLF 14,
und ORF57

Das Transaktivierungspotential von PLHV-1 ORF50, ORFAG6/BZLF1, und ORF57 gegeniber
verschiedenen PLHV-1-Promotoren wurde in einem Luziferase-Reportergenassay
untersucht. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde zusatzlich ein p-Galactosidase-

Expressionsplasmid kotransfiziert.

5.2.3.1 Vorversuche zur Optimierung des Luziferase-Reportergenassay

5.2.3.1.1 Einfluss der Temperatur

Zur Uberprifung einer eventuellen Temperaturabhangigkeit der Luziferase- bzw. f-
Galactosidaseaktivitdt ~ wurden  porzine  Makrophagen-Zellen (IPAM) mit dem
Expressionsplasmid pCR-50 und jeweils einem von sechs verschiedenen PLHV-1-
Reportergenplasmiden (pGL-p) kotransfiziert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit
dem Kontrollplasmid pCR-NS und denselben PLHV-1-Reportergenplasmiden transfiziert
wurden. Die Proben der Zelllysate wurden zur Messung der Luziferase- und -
Galactosidaseaktivitat entweder in eine eisgekihlte oder raumtemperierte 96-Lochplatte
pipettiert. Die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versuchen in porzinen Makrophagen-
Zellen (IPAM) sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abb. 20: Optimierung des Luziferase-Reportergenassays. IPAM-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid
pCR-50 bzw. dem Kontrollplasmid pCR-NS und je einem der PLHV-1-Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert
und die Zellextrakte nach 48 h gewonnen. Zur Messung der Luziferase- bzw. p-Galactosidaseaktivitat wurden die
Proben entweder in eine eisgekiihlte 96-Lochplatte (+Eis) oder eine raumtemperierte 96-Lochplatte (-Eis)
pipettiert. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard
bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen, normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des
Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung aus zwei unabhangigen Experimenten mit (+Eis) bzw. ohne Kihlung (-Eis) der Proben.
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In beiden Experimenten konnte durch Kihlung der 96-Lochplatte (Exp/+Eis) eine deutlich
hdhere (ca. 3-9-fach) Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitdt gemessen werden als bei den

ungekuhlten Proben (Exp./-Eis; 1-4-fach).

Alle nachfolgenden Messungen der Luziferase- und -Galactosidase-Aktivitat wurden in

eisgekihlten Platten durchgefinhrt.

5.2.3.1.2 Einfluss der Transfektionsreagenz auf die Transfektionsrate

Fiar die Transfektion von adhédrenten Zellen (293-Graham, PK15, IPAM) standen zwei
verschiedene Transfektionsreagenzien, Effectene (Qiagen) und GenePorter™2 (Peglab), zur
Verfigung, deren Eignung fur jede der drei Zelllinien getestet wurde. PK15-, IPAM- und 293-
Graham-Zellen wurden mit pCR-50 und jeweils einem von sechs verschiedenen PLHV-1-
Reportergenplasmiden (pGL-p) kotransfiziert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit
pCR-NS und den PLHV-1-Reportergenplasmiden transfiziert wurden. In Abbildung 21 sind
die Mittelwerte fur die porzinen Zellen (PK15; IPAM) aus drei unabhangigen Experimenten
dargestellt. Bei Verwendung von GenePorter™2 wurden deutlich héhere Luziferase und p-

Galactosidaseaktivitaten in PK15-Zellen gemessen als bei Transfektion mit Effectene.
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Abb. 21: Optimierung der Transfektion adharenter Zellen. Porzine Zellen (PK15, IPAM) wurden mit pCR-50
bzw. pCR-NS und je einem der PLHV-1-Reportergenplasmide (pGL-p) unter Verwendung von Effectene oder
GenePorter™?2 transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte gewonnen und die Messung der
Luziferase- bzw. p-Galactosidaseaktivitat durchgefuhrt. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden (-
Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen, normalisierten
Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die
Daten wurden aus drei unabhangigen Experimenten gewonnen. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung.
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So wurde eine 134-fache Aktivierung des orfA6/BZLF1,-Promotors durch ORF50 bei
Transfektion mit GenePorter’™2 in PK15-Zellen gemessen, wahrend die Transfektion mit
Effectene nur eine 27-fache Aktivierung desselben Promotors ergab. Ahnliche Ergebnisse
wurden fur die Aktivierung der Reportergenkonstrukte pGL-59, pGL-DPol und pGL-gB
erhalten. Auch die porzinen IPAM-Zellen lieRen sich in Gegenwart von GenePorter™2
besser transfizieren als mit Effectene. Die Unterschiede in den Aktivierungsraten der
einzelnen Promotoren waren hier zwar nicht so gravierend wie in PK15-Zellen, aber dennoch
signifikant. Bei der Transfektion von 293-Graham-Zellen mit Effectene und GenePorter™?2
konnten keine signifikanten Unterschiede in den Aktivierungsraten festgestellt werden (Daten

nicht gezeigt).

Zur Transfektion von IPAM- und PK15-Zellen wurde in den weiteren Versuchen
GenePorter™2 verwendet, wahrend Effectene fiir die Transfektion von humanen 293-
Graham-Zellen diente. Bei Verwendung von hohen DNA-Konzentrationen wurde fur die

Transfektion von 293-Graham-Zellen auch GenePorter™2 verwendet.

5.2.3.2 Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORF50,
ORFAG6/BZLF1,, und ORF57

5.2.3.2.1 Transkriptionsaktivitat von PLHV-1 ORF50

Zur Analyse des Transaktivierungspotentials von ORF50 wurden drei verschiedene Zelllinien
mit dem Expressionskonstrukt pCR-50 und jeweils einem von sechs verschiedenen PLHV-1-
Reportergenplasmiden pGL-p50, pGL-pA6, pGL-p57, pGL-p59, pGL-Dpol bzw. pGL-gB unter
Verwendung von Effectene (293-Graham) bzw. GenePorter™2 (PK15, IPAM) transfiziert. Als
Negativkontrolle diente der Expressionsvektor pCR-NS, der mit denselben
Reportergenplasmiden kotransfiziert wurde. Mit Ausnahme des orf50-Promotors filhrte
ORF50 zu einer verstarkten Aktivierung aller untersuchten PLHV-1-Promotoren (Abb. 22).
Dabei waren die Aktivierungsraten in 293-Graham- und PK15-Zellen deutlich héher als in
IPAM-Zellen. In humanen 293-Graham-Zellen wurde eine sehr starke Stimulation des
orfA6/BZLF1,-Promotors (144-fach) und des orf08/gB-Promotors (289-fach) gemessen. Die
Promotoren des orf57 und orf09/DPol wurden in ahnlicher Starke (34/39-fach) aktiviert,

wahrend die Stimulation des orf59-Promotors (94-fach) mehr als doppelt so hoch war.
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Abb. 22: Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORF50. 293-Graham-, PK15- und IPAM-Zellen
wurden mit dem Expressionsplasmid pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der PLHV-1-
Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert. 48 h nach der Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen und die
Messung der Luziferase- und B-Galactosidaseaktivitét. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden §-
Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen normalisierten
Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die
Daten wurden aus fiunf unabhéangigen Versuchen gewonnen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung.

ORF50 zeigte auferdem eine relativ geringe Autoaktivierung im Luziferaseassay. Die
Aktivierung des eigenen Promotors um den Faktor 5 konnte in 293-Graham-Zellen gezeigt
werden. Vergleichbare Werte in der Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch ORFS50
wurden in PK15- und IPAM-Zellen gemessen (Abb. 22). Auch hier wurde besonders die
Promotoraktivitat des orfA6/BZLF1,, orf08/gB und orf59 durch ORF50 stimuliert, wahrend die
Autostimulation (2-3-fach) sehr gering ausfiel. Zur Uberpriifung der
konzentrationsabhangigen Stimulation der Promotoren durch ORF50 wurden 293-Graham-
Zellen mit gesteigerten DNA-Mengen (150, 300, 450, 600 ng) pCR-50 und 300 ng
Reportergenplasmid pGL-p50, pGL-pA6, pGL-p57, pGL-p59 transfiziert. Als Negativkontrolle
diente der Vektor pCR-NS, der mit denselben Reportergenplasmiden transfiziert wurde.
Aufgrund der hohen DNA-Konzentrationen wurde GenePorter™2 als Transfektionsreagenz
verwendet. Abbildung 23 verdeutlicht die konzentrationsabhangige Stimulation der PLHV-1-
Promotoren durch ORF50 in 293-Graham-Zellen.
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Abb. 23: Konzentrationsabhdngige Stimulation von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORF50.
293-Graham-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils
einem der PLHV-1-Reportergenplasmide pGL-pA6, pGL-p50, pGL-p57 bzw. pGL-p59 transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zelllysate gewonnen und die Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitat gemessen. Alle
Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die
normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1
gleichgesetzt wurde. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhdngigen
Experimenten.

PLHV-1 ORF50 wurde als starker Transkriptionsaktivator fir verschiedene PLHV-1-Gene

identifiziert.

5.2.3.2.2 Transkriptionsaktivitat von PLHV-1 ORFA6/BZLF1,

Im Gegensatz zu PLHV-1 ORF50 konnte fur ORFAG/BZLF1;, nur eine moderate Aktivierung
von PLHV-1-Promotoren ermittelt werden. Bei Verwendung der Expressionskonstrukte pCR-
A6/BZLF1sp und pCR-A6/BZLF1g wurden deutliche Unterschiede in der Aktivierbarkeit der
Promotoren gemessen. Vorversuche zeigten, dass das Genprodukt des genomischen
orfA6/BZLF1, (pCR-A6/BZLF1g) im Gegensatz zum gespleiten orfA6/BZLF1, (pCR-
A6/BZLF1sp) kaum oder keine Aktivierungseigenschaften zeigte (Abb. 24). Dies stimmt mit
Ergebnissen aus den Westernblots Uberein, in denen keine Expression der gespleifdten
Variante von ORFAG6/BZLF1,, gezeigt werden konnte (Abschnitt 5.2.1). Aus diesen Grinden
wurde fur alle weiteren Luziferase-Reportergenstudien das Konstrukt mit der genomischen
orfA6/BZLF1,-Variante pCR-A6/BZLF1g verwendet.
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Abb. 24: Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORFA6/BZLF1g und ORFA6/BZLF1sp. 293-
Graham-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden pCR-A6/BZLF1g, pCR-A6/BZLF1sp bzw. dem
Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der PLHV-1-Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellextrakte gewonnen und die Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitat gemessen. Alle
Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die
normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1
gleichgesetzt wurde. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Versuchen gewonnen. Angegeben sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung.

Die Kotransfektion von pCR-A6/BZLF1g bzw. des Kontrollvektors pCR-NS und jeweils einem
der PLHV-1 Reportergenplasmide pGL-p50, pGL-pA6, pGL-p57, pGL-p59, pGL-Dpol bzw.
pGL-gB erfolgte in IPAM-, PK15- und 293-Graham-Zellen unter Verwendung von Effectene
(293-Graham) und GenePorter’™2 (PK15, IPAM). Die héchsten Aktivierungsraten (2,5-9-
fach) wurden in humanen 293-Graham-Zellen gemessen (Abb. 25). PLHV-1 ORFA6/BZLF1,
stimulierte die Expression der orfs 50, 57, 59, 09/DPol und 08/gB 2,5-5-fach, wobei flir orf57
die geringste Aktivierung gemessen wurde. Die starkste Aktivierung (9-fach) wurde fur
seinen eigenen Promotor ermittelt. Diese starke Autostimulation wurde allerdings nur in 293-
Graham-Zellen gemessen. In PK15-Zellen lag die Aktivierungsrate der PLHV-1-Promotoren
zwischen 1,5-3-fach, wahrend in IPAM-Zellen keine Stimulation der PLHV-1-Promotoren
nachweisbar war (Abb. 25). Zur Uberpriifung der konzentrationsabhangigen Stimulation der
Promotoren durch ORFAG6/BZLF1, wurden 293-Graham-Zellen mit verschiedenen DNA-
Mengen von pCR-A6/BZLF1g (150, 300, 450, 600 ng) und konstanten 300 ng der jeweils
untersuchten Reportergenplasmide pGL-p50, pGL-pA6, pGL-p57 bzw. pGL-p59 unter
Verwendung von GenePorter™2 transfiziert. Als Negativkontrolle diente der Vektor pCR-NS,
der mit denselben Reportergenplasmiden kotransfiziert wurde. In Abbildung 26 ist die
konzentrationsabhangige Aktivierung der Promotoren durch ORFA6/BZLF1g in 293-Graham-
Zellen dargestellt. Die Funktion von ORFAG6/BZLF1,, als Transkriptionsaktivator konnte mit
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diesem Experiment verdeutlicht werden, da auch hier die Aktivierungsrate der PLHV-1-

Promotoren direkt mit der Konzentration von ORFAG/BZLF1,, korrelierte.

PLHV-1 ORFA6/BZLF1,,
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Abb. 25: Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORFA6/BZLF1,. 293-Graham-, PK15- und
IPAM-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pCR-A6/BZLF1g bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils
einem der PLHV-1-Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert. 48 h nach der Transfektion erfolgte die Lyse der
Zellen und die Messung der Luziferase- und B-Galactosidaseaktivitat. Alle Luziferasewerte wurden auf die
entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid
erhaltenen normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1
gleichgesetzt wurde. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus fiinf unabhangigen
Versuchen.
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Abb. 26: Konzentrationsabhéngige Stimulation von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORFA6/BZLF1;.
Die Transfektion von 293-Graham-Zellen erfolgte mit dem Expressionsplasmid pCR-A6/BZLF1g bzw. dem
Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der PLHV-1-Reportergenplasmide pGL-pA6, pGL-p50, pGL-p57 bzw.
pGL-p59. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakie gewonnen und die Luziferase- und f-
Galactosidaseaktivitdt gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als
interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS
bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei
unabhangigen Versuchen.
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ORFA6/BZLF1, von PLHV-1 st ein schwacher Transkriptionsaktivator fur die
untersuchten PLHV-1-Promotoren. Eine relativ starke Autoaktivierung des Promotors
pGL-pA6 durch ORFAG6/BZLF 1, konnte in 293-Graham-Zellen gezeigt werden.

5.2.3.2.3 Transktiptionsaktivitdt von PLHV-1 ORF57

Zur Ermittlung der Transkriptionsaktivitat von ORF57 wurden 293-Graham- und PK15-Zellen
zum einen mit dem Expressionsplasmid pCR-57 bzw. dem Kontrollplasmid pCR-NS und
jeweils einem von vier verschiedenen Reportergenplasmiden pGL-pA6, pGL-p50, pGL-p57
bzw. pGL-p59 transfiziert. Da die Stimulation der PLHV-1-Promotoren in Abhangigkeit von
der Menge des ORF57-kodierenden Expressionsplasmides (150, 300, 450, 600 ng)
untersucht werden sollte, wurde GenePorter™?2 als Transfektionsreagenz verwendet. In
PK15-Zellen konnte keine Aktivierung der PLHV-1-Promotoren durch ORF57 festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). In 293-Graham-Zellen wurde ebenfalls keine signifikante
Erhéhung der PLHV-1-Promotoraktivitaten durch ORF57 beobachtet (Abb. 27). Nach
Zugabe von 600 ng pCR-57 konnte lediglich eine leichte Aktivierung (1,4-fach) des orf57-

Promotors beobachtet werden.
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Abb. 27: Konzentrationsabhdngige Stimulation von PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORF57.
293-Graham-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pCR-57 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils
einem der PLHV-1-Reportergenplasmide pGL-pA6, pGL-p50, pGL-p57 bzw. pGL-p59 transfiziert. Nach 48 h der
Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen und die Messung der Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitat. Alle
Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die
normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1
gleichgesetzt wurde. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Versuchen gewonnen. Angegeben sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung.

ORF57 von PLHV-1 ist kein Transkriptionsaktivator der Promotoren orf50, orfA6/BZLF1,,,
orf57 bzw. orf59.
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5.2.4 Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren bei Koexpression von PLHV-1
ORF50 und ORFA6/BZLF14,

5.2.4.1 Induktion der PLHV-1-Promotoraktivitat durch ORF50 und ORFAG6/BZLF1,, in
293-Graham-Zellen

Zur Analyse, ob PLHV-1 ORF50 und ORFAG/BZLF1, synergistisch bei der Aktivierung von
PLHV-1-Promotoren wirken, wurde die Aktivierung von ausgewahlten PLHV-1-Promotoren
bei Koexpression von beiden Proteinen untersucht. 293-Graham- und PK15-Zellen wurden
zum einen mit den Expressionsplasmiden pCR-50 und pCR-A6/BZLF1g bzw. dem
Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-pA6, pGL-p50,
pGL-p57 bzw. pGLS59 transfiziert. Dabei wurde jeweils eine konstante DNA-Menge von pCR-
50 (300 ng) eingesetzt, wahrend pCR-A6/BZLF1g (150, 300, 450, 600 ng) gesteigert wurde.
Auch das umgekehrte Experiment mit einer konstanten DNA-Menge von pCR-A6/BZLF1g
und gesteigerten DNA-Mengen von pCR-50 wurde durchgefihrt.

In den Abbildungen 28 und 29 sind die Ergebnisse der Transaktivierung der PLHV-1-
Promotoren orfA6/BZLF1,, orf50, orf57 und orf59 in 293-Graham-Zellen bei Koexpression
von ORF50 und ORFAG6/BZLF1, dargestellt. Dabei wird deutlich, dass sich beide
Transkriptionsaktivatoren in ihrem Aktivierungspotential beeinflussen und in Abh&ngigkeit
des Promotors synergistisch bzw. antagonistisch wirken. Bei Zugabe von 150-600 ng pCR-
A6/BZLF1g und 300 ng pCR-50 wurde die Stimulation des orfA6/BZLF1,-Promotors
konzentrationsabhangig gehemmt (Abb. 28 A). Die Stimulation des Promotors verringerte
sich von einer ca. 160-fachen Aktivierungsrate bei Prasenz von ORF50 auf eine ca. 30-fache
Aktivierungsrate bei Zugabe von 600 ng pCR-A6/BZLF1g. In Analogie wurde im
Luziferaseassay mit 150-600 ng pCR-50 und 300 ng pCR-AG/BZLF1g ebenfalls eine
deutliche Reduktion der Promotoraktivitdt von orfA6/BZLF1, bei Koexpression von
ORFAG6/BZLF1,, + ORF50 im Gegensatz zur singularen Aktivierung durch ORF50 gemessen
(Abb. 28 B). Gleichzeitig fihrte die steigende Menge von pCR-50 zu einer steigenden
Promotoraktivitdt auch bei Koexpression beider Proteine (Abb. 28 B). Im Gegensatz dazu
konnte fir den orf50-Promotor keine ORFAG6/BZLF1,-vermittelte Reduktion der
Promotoraktivitdt ermittelt werden. Die simultane Expression von ORFA6/BZLF1, und
ORF50 fuhrte nur zu einer leichten Kostimulation des orf50-Promotors gegenutber der
Stimulation durch einen der beiden Transkriptionsaktivatoren (Abb. 28 C, D).

Bei Koexpression von ORFA6/BZLF1, wund ORF50 konnte dagegen eine
konzentrationsabhangige Reduktion in der Aktivitdt des orf67- und orf59-Promotors gezeigt
werden (Abb. 29 A, C). Die Promotoraktivitat des orf57 verringerte sich von ca. 30-fach bei
Préasenz von ORF50 auf ca. 15-fach, nach dem die Konzentration von ORFA6/BZLF1, auf
600 ng pro Ansatz erhéht wurde (Abb. 29 A).
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Abb. 28: Transaktivierung des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei Koexpression von PLHV-1
ORFA6/BZLF1, und ORF50 in 293-Graham-Zellen. Die Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den
Expressionsplasmiden pCR-A6/BZLF1g und pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der
Reportergenplasmide pGL-pA6 bzw. pGL-p50. A./C. Stimulation des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei
150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-A6/BZLF1g und 300 ng pCR-50. B./D. Stimulation des orfA6/BZLF14- bzw. orf50-
Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50 und 300 ng pCR-A6/BZLF1g. 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellextrakte gewonnen und die Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitait gemessen. Alle
Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die
normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1
gleichgesetzt wurde. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhdngigen
Versuchen.

Diese Hemmung konnte auch im umgekehrten Experiment bestatigt werden. Wahrend 600
ng pCR-50 zu einer ca. 60-fachen Aktivierung des orf57-Promotors flhrte, wurde bei
zusatzlicher Gabe von 300 ng pCR-AG6/BZLF1g der Promotor nur ca. 30-fach induziert (Abb.
29 B). Beim orf59-Promotor reduzierte sich die ORF50-vermittelte 136-fache
Aktivierungsrate auf ca. 40-fach, nach dem die Konzentration von ORFAG6/BZLF1,, auf 600
ng pro Ansatz erhéht wurde (Abb. 29 C). Im analogen Experiment mit 150-600 ng pCR-50
und 300 ng pCR-A6/BZLF1g konnte allerdings die starke Reduktion der Promotoraktivitat
von orf59 nicht gezeigt werden (Abb. 29 D). Hier wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Stimulation durch ORF50 oder ORF50 + ORFAG6/BZLF 1, festgestellt.
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Abb. 29: Transaktivierung des orf57- bzw. orf59-Promotors bei Koexpression von PLHV-1 ORFA6/BZLF1,,
und ORF50 in 293-Graham-Zellen. Die Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den Expressionsplasmiden pCR-
A6/BZLF1g und pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-p57 bzw.
pGL-p59. A.IC Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-A6/BZLF1g und
300 ng pCR-50. B./D. Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50 und
300 ng pCR-A6/BZLF1g. 48 h nach der Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen und die Messung der Luziferase-
und p-Galactosidaseaktivitat. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden B-Galactosidasewerte als
interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS
bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Versuchen gewonnen.

ORFA6/BZLF1, von PLHV-1 flhrte zu einer Reduktion der ORF50-vermittelten
Aktivierung des orfA6/BZLF1,-, orf57- und orf59-Promotors in 293-Graham-Zellen. Im
Gegensatz dazu wurde der orf50-Promotor bei Koexpression von ORFA6/BZLF1,, und
ORF50 synergistisch aktiviert.

5.2.4.2 Induktion der PLHV-1-Promotoraktivitat durch ORF50 und ORFAG6/BZLF1,, in
PK15-Zellen

Die Versuche zur Analyse der Aktivierung ausgewahlter PLHV-1-Promotoren bei
Koexpression von PLHV-1 ORF50 und ORFAG6/BZLF1, wurden ebenfalls in PK15-Zellen
durchgefihrt. In den Abbildungen 30 und 31 sind die Ergebnisse der Transaktivierung der
PLHV-1-Promotoren orfA6/BZLF1,, orf50, orf57 und orf59 bei Koexpression von PLHV-1
ORF50 und ORFAG6/BZLF1, dargestellt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen in 293-Graham-
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Zellen konnte in PK15-Zellen keine Hemmung der Promotoraktivitat bei simultaner
Expression von ORF50 und ORFAG/BZLF1, festgestellt werden. Dagegen wurde die
synergistische Aktivierung der PLHV-1-Promotoren durch ORF50 und ORFAG/BZLF1,
beobachtet (Abb. 30, 31). Bei Zugabe von 150-600 ng pCR-A6/BZLF1g und 300 ng pCR-50
verstarkte sich die Stimulation des orfA6/BZLF1,-Promotors von ca. 100-fach bei Prasenz
von ORF50 auf ca. 140-fach bei Verwendung der Héchstkonzentration von 600 ng pCR-
A6/BZLF1g pro Ansatz (Abb. 30 A). Dieser durch die Expression von ORFAG6/BZLF1;,
verstarkende Effekt wurde auch fir den orf50-Promotor gemessen. Die durch ORF50
vermittelte ca. 3-fache Aktivierung des orf50-Promotors wurde durch Zugabe von 600 ng
pCR-A6/BZLF1g auf eine ca. 6-fache Aktivierungsrate erhéht (Abb. 30 C).
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Abb. 30: Transaktivierung des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei Koexpression von PLHV-1
ORFA6/BZLF1, und ORF50 in PK15-Zellen. Die Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den
Expressionsplasmiden pCR-A6/BZLF1g und pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und den
Reportergenplasmiden pGL-pA6 bzw. pGL-p50. A./C. Stimulation des orfA6/BZLF1x- bzw. orf50-Promotors bei
150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-A6/BZLF1g und 300 ng pCR-50. B./D. Stimulation des orfA6/BZLF1h- bzw. orf50-
Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50 und 300 ng pCR-A6/BZLF1g. Nach 48 h erfolgte die Lyse der
Zellen und die Messung der Luziferase- und B-Galactosidaseaktivitat. Alle Luziferasewerte wurden auf die
entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden
auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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Auch im analogen Experiment mit 300 ng pCR-A6/BZLF1g und 150-600 ng pCR-50 konnte
dieser stimulierende Effekt verifiziert werden (Abb. 30 D). In Abbildung 31 sind die
Ergebnisse der Transaktivierung von PLHV-1 orf57 und orf59 bei Koexpression von ORF50
und ORFAG6/BZLF1, dargestellt. Die durch ORF50 vermittelte ca. 6-fache Aktivierung des
orf57-Promotors steigerte sich auf eine ca. 16-fache Aktivierungsrate nach Zugabe von 600
ng pCR-AG/BZLF1g (Abb. 31 A). Die Aktivierung des orf59-Promotors verstarkte sich von ca.
55-fach bei Prasenz von ORF50 auf den Hochstwert von ca. 150-fach nach Zugabe von 450
ng pCR-AG6/BZLF1g (Abb. 31 C). Bereits nach Zugabe von 150 ng pCR-A6/BZLF1g wurde
eine ca. 125-fache Aktivierungsrate des orf59-Promotors erreicht, die sich bei
kontinuierlicher Zugabe von pCR-A6/BZLF1g kaum merklich steigerte. Dagegen wurde im
analogen Experiment mit 300 ng pCR-AG6/BZLF1g und 150-600 ng pCR-50 ein stetiger
Anstieg (bis ca. 250-fach) in der Promotoraktivitat von orf59 beobachtet (Abb. 31 D).
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Abb. 31: Transaktivierung des orf57- bzw. orf59-Promotors bei Koexpression von PLHV-1 ORFA6/BZLF1,,
und ORF50 in PK15-Zellen. Die Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den Expressionsplasmiden pCR-
A6/BZLF1g und pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-p57
bzw. pGL-p59. A./C. Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-A6/BZLF1g
und 300 ng pCR-50. B./D. Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50
und 300 ng pCR-A6/BZLF1g. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferase- und f-
Galactosidaseaktivitdt gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als
interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS
bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die Daten resultieren aus drei unabhangigen Versuchen.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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Im Gegensatz zu 293-Graham-Zellen erfolgte in PK15-Zellen die Aktivierung von
PLHV-1-Promotoren synergistisch durch ORF50 und ORFAG6/BZLF1,, Dies deutet darauf

hin, dass ORFAG/BZLF1, unterschiedlich in beiden Zelllinien wirkt und mdéglicherweise

zellulare Proteine beteiligt sind.

5.2.5 Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren bei Koexpression von PLHV-1
ORF50 und ORF57

5.2.5.1 Induktion der PLHV-1-Promotoraktivitat durch ORF50 und ORF57 in 293-

Graham-Zellen

In bisher beschriebenen Versuchen konnten keine transaktivierenden Eigenschaften von
PLHV-1 ORF57 gezeigt werden. Zur Untersuchung des Einflusses von PLHV-1 ORF57 auf
die ORF50-vermittelte Induktion von PLHV-1-Promotoren wurde die Aktivierung von
ausgewahlten PLHV-1-Promotoren bei Koexpression von ORF50 und ORF57 untersucht.
293-Graham-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden pCR-50 und pCR-57 bzw. dem
Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-pA6, pGL-p50,
pGL-p57 bzw. pGL-59 transfiziert. Dabei wurde jeweils die DNA-Menge von pCR-50 (150 ng)
konstant gehalten, wahrend die DNA-Menge von pCR-57 (150-600 ng) variiert wurde. Auch
das analoge Experiment mit einer konstanten DNA-Menge von pCR-57 und verschiedenen
DNA-Mengen von pCR-50 wurde durchgefihrt. In den Abbildungen 32 und 33 sind die
Ergebnisse der Transaktivierung der PLHV-1-Promotoren orfA6/BZLF1,, orf50, orf57 und
orf59 in 293-Graham-Zellen bei Koexpression von ORF50 und ORF57 dargestellt. Die
simultane Expression von ORF50 und ORF57 fihrte zu einer verstarkten Promotoraktivitat
von orfA6/BZLF1;, orf57 und orf59. Im Gegensatz dazu wurde der orf50-Promotor bei
Koexpression von ORF50 und ORF57 nur schwach induziert (Abb. 32 C). Die Stimulation
des orfA6/BZLF1,-Promotors steigerte sich von einer ca. 110-fachen Aktivierungsrate bei
Zugabe von 300 ng pCR-50 auf eine ca. 840-fache Aktivierungsrate, nach dem 150 ng pCR-
57 zugegeben wurden (Abb. 32 A). Auch die Stimulation des orf57- und des orf59-Promotors
erreichte bereits bei Zugabe von 150 ng pCR-57 und 300 ng pCR-50 den Maximalwert (Abb.
33 A, C). Bei weiterer Zugabe von pCR-57 bis zur Ho6chstkonzentration von 600 ng pro
Ansatz trat jedoch eine Reduktion in der Aktivierung aller PLHV-1-Promotoren auf (Abb.
32/33 A, C). Die Abnahme der Promotoraktivitdt wurde allerdings nicht im analogen
Experiment bei 150-600 ng pCR-50 und 300 ng pCR-57 beobachtet (Abb. 32/33 B, D). Hier
wurde die Aktivierung der PLHV-1-Promotoren orfA6/BZLF1y,, orf50 und orf57 auch bei
Gaben von héheren DNA-Mengen von pCR-50 und pCR-57 (300 ng) deutlich verstarkt (Abb.
32/33 B, D).
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Abb. 32: Transaktivierung des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei Koexpression von PLHV-1 ORF50
und ORF57 in 293-Graham-Zellen. Humane Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden pCR-50 und pCR-57
bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-pA6 bzw. pGL-p50
kotransfiziert. A./C. Stimulation des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-57
und 300 ng pCR-50. B./D. Stimulation des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng
pCR-50 und 300 ng pCR-57. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferase- und -
Galactosidaseaktivitdt gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als
interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS
bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die Daten wurden aus drei unabh&ngigen Versuchen gewonnen.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.

Bei simultaner Expression von ORF50 und ORF57 steigerte sich beispielsweise die
Aktivierungsrate des orfA6/BZLF1,-Promotors von ca. 40-fach bei Gabe von 450 ng pCR-50
auf ca. 700-fach, nach zuséatzlicher Zugabe von 300 ng pCR-57 (Abb. 32 B). Die fur die
Promotoren orfA6/BZLF1,, orf50 und orf57 beobachtete kontinuierliche Verstarkung der
Promotoraktivitdt konnte allerdings fur den orf59-Promotor nur mit einem Experimenttyp
belegt werden (Abb. 33 C). Die Aktivierungsrate des orf59-Promotors steigerte sich von 8-
fach bei Zugabe von 300 ng pCR-50 auf den Hochstwert von ca. 50-fach nach dem 150 ng
pCR-57 zugegeben wurden (Abb. 33 C). Im analogen Versuch bei Zugabe von 150-600 ng
pCR-50 und 300 ng pCR-57 war die Stimulation des orf59-Promotors durch ORF50 immer

héher als bei Koexpression beider Proteine (Abb. 33 D).

112



Ergebnisse

orf57-Promotor (pGL-p57)

A B

160 160

o -

g 140 Cg” 140

E 120 § 120

> >

g 100 £ 100

< 80 < 8o

2 60 2 60

Q 0

& a0 & 40

X 20 [ X 20

ol 0 _ W _ N _ ‘ 0 |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pCR57 0 0 150 150 300 300 450 450 600 600(ng) pPCR-50 O 0 150 150 300 300 450 450 600 600 (ng)
pCR-50 - 300 - 300 - 300 - 300 - 300(ng) pCR-57 - 300 - 300 - 300 - 300 - 300(ng)
pCR-NS 300 - - - - - - . - - (ng PCRNS 300 - - - - - - - - - (ng)

orf59-Promotor (pGL-p59)

(o3 D
80 80
o 70 o 70
c c
2 60 2 60
(] T 9
S 50 > 50
g £ 40
< 40 %4
o 30 % 30
Q
8 20 8 20
X 10 I I % 10
o—lﬁi ‘ e —_ . o ‘ :

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PCR-57 0 0 150 150 300 300 450 450 600 600 (ng) PCR-50 0 0 150 150 300 300 450 450 600 600 (ng)
pCR-50 - 300 - 300 - 300 - 300 - 300(ng) pCR-57 - 300 - 300 - 300 - 300 - 300(ng)
pCR-NS 300 - - - - e e . - (ng) PCR-NS 300 - - - - - - - - - (ng)

Abb. 33: Transaktivierung des orf57- bzw. orf59-Promotors bei Koexpression von PLHV-1 ORF50 und
ORF57 in 293-Graham-Zellen. Die Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den Expressionsplasmiden pCR-50 und
pCR-57 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-57 bzw. pGL-p59
A.IC. Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-57 und 300 ng pCR-50.
B./D. Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50 und 300 ng pCR-57.
Die Lyse der Zellen mit nachfolgender Messung der Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitat erfolgte 48 h nach
der Transfektion. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner
Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der
dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei
unabhangigen Versuchen.

Die simultane Expression von ORF57 und ORF50 fiihrte zu einer synergistischen
Aktivierung der untersuchten PLHV-1-Promotoren in 293-Graham-Zellen. Bei hdheren

Dosen von ORF57 trat ein hemmender Effekt in der Promotoraktivitat auf.

5.2.5.2 Induktion der PLHV-1-Promotoraktivitat durch ORF50 und ORF57 in PK15-

Zellen

Die Versuche zur Analyse des Einflusses von ORF57 auf die ORF50-vermittelte Aktivierung
von PLHV-1-Promotoren wurden ebenfalls in PK15-Zellen durchgeflhrt. Die Ergebnisse der
Transaktivierung der PLHV-1-Promotoren bei Koexpression von ORF50 und ORF57 sind in
den Abbildungen 34 und 35 dargestellt. Wie in 293-Graham-Zellen bereits beobachtet, wurde
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die Aktivierung der vier ausgewahlten PLHV-1-Promotoren orfA6/BZLF1;, orf50, orf57 und
orf59 auch in PK15-Zellen bei simultaner Expression von ORF50 und ORF57 synergistisch
verstarkt (Abb. 34, 35). Auch hier wurde bereits bei Zugabe von relativ geringen Mengen
(150-300 ng) pCR-57 und einer konstanten Menge von pCR-50 (300 ng) die hdchste
Aktivierung der Promotoren gemessen. Eine weitere Zugabe von pCR-57 flhrte in der Regel
zu keiner weiteren Steigerung der Promotoraktivitat. Die Aktivierung des orfA6/BZLF1-
Promotors verstarkte sich von 12-fach bei alleiniger Prasenz von ORF50 auf ca. 60-fach
nach zusatzlicher Gabe von 300 ng pCR-57 (Abb. 34 A). Auch im analogen Experiment war
die Promotoraktivitat bei Koexpression von ORF50 und ORF57 immer hdher als bei
singularer Expression von ORF50 (Abb. 34 B). Wie auch in 293-Graham-Zellen konnte nur
eine leichte Verstarkung (2-fach) in der Stimulation des orf50-Promotors gemessen werden,
wenn ORF50 und ORF57 simultan exprimiert wurden (Abb. 34 C).
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Abb. 34: Transaktivierung des orfA6/BZLF1,- bzw. orf50-Promotors bei Koexpression von PLHV-1 ORF50
und ORF57 in PK15-Zellen. Die Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den Expressionsplasmiden pCR-50 und
pCR-57 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-pA6 bzw. pGL-p50.
A.IC. Stimulation des orfA6/BZLF1- bzw. orf50-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-57 und 300 ng
pCR-50. B./D. Stimulation des orfA6/BZLF 1,- bzw. orf50-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50 und
300 ng pCR-57. Die Ernte der Zellen mit anschlieRender Messung der Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitat
erfolgte 48 h nach der Transfektion. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte
als interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS
bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die Daten wurden aus drei unabh&ngigen Versuchen gewonnen.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Im analogen Versuch steigerte sich die Aktivierungsrate des orf50-Promotors von 1,5-fach
(600 ng pCR-50) auf ca. 3-fach, wenn zusatzlich 300 ng pCR-57 transfiziert wurden (Abb. 34
D). Bei Zugabe von mehr als 300 ng pCR-57 reduzierte sich die Promotoraktivitat von orf57
(Abb. 35 A). Dieser Ruckgang der Promotoraktivitat wurde bei den anderen Promotoren nicht
beobachtet. Die Promotoraktivitat des orf59 erhdhte sich von ca. 40-fach auf ca. 110-fach,
nach dem 300 ng pCR-57 und 300 ng pCR-50 transfiziert wurden (Abb. 35 C). Die
Ergebnisse konnten auch im analogen Experiment bei 300 ng pCR-57 und gesteigerter
DNA-Menge von pCR-50 (150-600 ng) bestatigt werden (Abb. 35 D). Wie bereits in 293-
Graham-Zellen beobachtet, korrelierte hier die Aktivierung des Promotors mit steigender
Zugabe von pCR-50. Eine Stagnation in der Aktivierbarkeit des Promotors wurde hier nicht
beobachtet (Abb. 35 D).
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Abb. 35: Transaktivierung des orf57- bzw. orf59-Promotors bei Koexpression von PLHV-1 ORF50 und
ORF57 in PK15-Zellen. Porzine Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden pCR-50 und pCR-57 bzw. dem
Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-57 bzw. pGL-p59 transfiziert. A./C.
Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-57 und 300 ng pCR-50. B./D.
Stimulation des orf57- bzw. orf59-Promotors bei 150, 300, 450 bzw. 600 ng pCR-50 und 300 ng pCR-57. 48 h
nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferase- und p-Galactosidase- Aktivitdt gemessen. Alle
Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden p-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die
normalisierten Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1
gleichgesetzt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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ORF57 von PLHV-1 verstarkte auch in PK15-Zellen das Transkriptionspotential von
ORF50 in Abhangigkeit des Promotors. Unterschiede zwischen beiden Zelllinien

bestehen vor allem bei der Aktivierung des orf59-Promotors.

5.2.6 Interaktionsstudien zwischen den PLHV-1-Proteinen

5.2.6.1 Versuche zur Interaktion zwischen ORF50 und ORFA6/BZLF1,,

Vorangegangene Reportergenstudien bei Koexpression von ORF50 und ORFAG6/BZLF1;
zeigten, dass ORFAG/BZLF1,, die Transkriptionsaktivitat von ORF50 beeinflusst. Wahrend in
293-Graham-Zellen ORFAG6/BZLF1, die ORF50-vermittelte Aktivierung von einigen
Promotoren reprimierte, konnte in PK15-Zellen ein synergistischer Effekt beobachtet werden.
Diese potentielle Interaktion zwischen PLHV-1 ORF50 und ORFAG6/BZLF1, sollte nun mit
Hilfe der Koimmunprazipitation untersucht werden. 293-Graham-Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden pCRAG/BZLF1g-HAn und pCMV50g-myc kotransfiziert. Als Kontrolle
dienten Zellen, die mit dem Kontrollplasmid pCMV-HA und pCMV50g-myc kotransfiziert
wurden. Die Prazipitation von N-terminal HA-markiertem ORFAG6/BZLF1,-Protein erfolgte
durch Zugabe des prazipitierenden anti-HA Antikérpers aus Kaninchen und Protein G-
Sepharose. Durch Zentrifugation der G-Sepharose wurden die Antikdrper-Protein-Protein-
Komplexe anschliellend aufgereinigt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Die
Detektion der PLHV-1-Proteine erfolgte mit einem anti-HA Antikérper (ORFA6/BZLF1;) bzw.
anti-c-Myc Antikérper (ORF50) aus Maus, der wiederum von einem anti-Maus IgG
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper erkannt wurde (Abb. 36 A, B). ORFAG/BZLF1,
konnte im Rohlysat nur sehr schwach detektiert werden (Abb. 36 A; Spur 1). Im
Kontrollansatz wurde wie erwartet kein ORFAG6/BZLF1,-Protein nachgewiesen (Abb. 36 A;
Spur 2). Durch Prazipitation mit dem anti-HA Antikérper aus Kaninchen wurde
ORFAG6/BZLF1, aufkonzentriert und konnte als Proteinbande bei ca. 24 kDA detektiert
werden (Abb. 36 A, Spur 3). Im Kontrollansatz war ORFAG6/BZLF1, dagegen nicht
nachweisbar (Abb. 36 A; Spur 4). In Spur 3 und 4 trat auBerdem eine unspezifische
Proteinbande bei ca. 28 kDa auf, bei der es sich méglicherweise um Ovalbumin handelt, das
im Waschpuffer verwendet wurde. Diese Proteinbande trat nicht auf, wenn ein Waschpuffer
ohne Ovalbumin verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 36 B sind die
Ergebnisse der Koimmunprazipitation nach Detektion mit dem anti-c-Myc Antikérper
dargestellt. In den ersten beiden Spuren wurden die Rohlysate aufgetragen, in denen c-Myc-
markiertes ORF50-Protein als sehr deutliche Proteinbande bei ca. 72 kDa detektiert wurde.
Bei ca. 38 kDa trat eine zweite Proteinbande auf, die bereits in vorangegangenen Versuchen
detektiert wurde (Abschnitt 5.2.1). Im Prazipitat (Abb. 36 B, Spur 3) konnte ORF50 als
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schwache Proteinbande nachgewiesen werden, die jedoch nur geringflgig starker war als
die unspezifische ORF50-Bande der Kontrolle (Abb. 36 B, Spur 4). Spur 3 und Spur 4

zeigten aulderdem die bereits erwahnte unspezifische Proteinbande bei ca. 28 kDa.
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Abb. 36: ORF50 bindet ORFAG6/BZLF1, in Koimmunprazipitaten. 293-Graham-Zellen wurden entweder mit
den Expressionsplasmiden pCRA6/BZLF1g-HAn und pCMV50g-myc (A/B Spur 1) oder dem Kontrollplasmid
pCMV-HA und pCMV-50myc (A/B Spur 2) kotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und N-terminal HA-
markiertes ORFA6/BZLF 1,-Protein mit einem anti-HA Antikdrper aus Kaninchen prazipitiert (A; IP: Spur 3). Nach
Auftrennen und Blotten der Proteine wurde HA-markiertes ORFAG6/BZLF1n-Protein (A) mit einem anti HA-
Antikdrper und c-Myc-markiertes ORF50-Protein (B) mit einem anti c-Myc-Antikdrper aus Maus detektiert. Im
ORFAG6/BZLF1,-Prazipitat konnte ORF50 detektiert werden (B; IP: Spur 3). Im Waschpuffer enthaltenes
Ovalbumin (k) wurde wahrscheinlich unspezifisch gebunden. In den Rohlysaten konnte eine sehr starke
Expression von ORF50 (B; Lysat: Spur 1, 2) gezeigt werden. Dagegen wurde ORFAG6/BZLF 1y nur sehr schwach
exprimiert (A; Lysat: Spur 1).

Eine Interaktion zwischen ORF50 und ORFAG6/BZLF1, von PLHV-1 konnte nicht

nachgewiesen werden.
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5.2.6.2 Versuche zur Interaktion zwischen ORF50 und ORF57

Zum Nachweis einer potentiellen Komplexbildung von ORF50 mit ORF57 wurden 293-
Graham-Zellen mit den Expressionsplasmiden pCMV50g-myc und pCRS7-HAn
kotransfiziert. Zellen, die mit dem Kontrollplasmid pCMV-HA und pCMV50g-myc transfiziert
wurden, dienten als Kontrolle. Durch Zugabe des anti-HA Antikdrpers aus Kaninchen und
Protein G-Sepharose wurde N-terminal HA-markiertes ORF57-Protein aus dem Rohlysat
prazipitiert. AnschlieRend wurden die Proteinextrakte auf ein denaturierendes SDS-Gel
aufgetragen und geblottet. Der Nachweis der PLHV-1-Proteine erfolgte mit einem anti-HA
Antikdrper (ORF57) oder mit einem anti-c-Myc Antikérper (ORF50) aus Maus, der wiederum
von einem anti-Maus IgG Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper erkannt wurde. In
Abbildung 37 A sind die Ergebnisse der Koimmunprazipitation nach Detektion mit dem anti-

HA Antikorper dargestellt.
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Abb. 37: ORF50 bindet N-terminal markiertes ORF57 in Koimmunprézipitaten. 293-Graham-Zellen wurden
entweder mit den Expressionsplasmiden pCR57-HAn und pCMV50g-myc (A/B, Spur 1) oder dem Kontrollplasmid
pCMV-HA und pCMV50g-myc (A/B, Spur 2) kotransfiziert. Nach 48 h erfolgte die Lyse der Zellen und die
Prazipitation von N-terminal HA-markierten ORF57-Protein mit einem anti-HA Antikérper aus Kaninchen (A; IP:
Spur 3). Nach Auftrennen und Blotten der Proteine wurde HA-markiertes ORF57-Protein (A) mit einem anti-HA
Antikdrper und c-Myc-markiertes ORF50-Protein (B) mit einem anti c-Myc Antikérper aus Maus detektiert. Im
ORF57-Prazipitat konnte ORF50-Protein detektiert werden (B; IP: Spur 3). In den Rohlysaten konnte die
Expression von ORF57 (A; Lysat: Spur 1) und ORF50 (B; Lysat: Spur 1, 2) gezeigt werden.
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N-terminal HA-markiertes ORF57-Protein konnte mit einer Gréfe von ca. 57 kDa sowohl im
Rohlysat (Abb. 37 A, Spur 1) als auch im Prazipitat (Abb. 37 A, Spur 3) nachgewiesen
werden. In den Kontrollzellen, die mit dem Kontrollvektor pCMV-HA und pCMV50g-myc
transfiziert waren, konnte ORF57 weder im Rohlysat noch im Prazipitat detektiert werden
(Abb. 37 A, Spur, 2, 4). Zum Nachweis von c-Myc-markiertem ORF50-Protein wurden
dieselben Proteinextrakte erneut aufgetrennt, geblottet und mit dem anti-c-Myc Antikérper
inkubiert (Abb. 37 B). ORF50 konnte als sehr deutliche Proteinbande bei ca. 72 kDa in beiden
Rohlysaten (Abb. 37 B, Spur 1, 2) nachgewiesen werden. Im Prazipitat wurde ORF50
ebenfalls nachgewiesen (Abb. 37 B, Spur 3). Die Intensitat dieser Proteinbande war jedoch
nur geringfigig starker als die der unspezifischen ORF50-Proteinbande im Kontrollansatz
(Abb. 37 B, Spur 4). Daher konnte die Interaktion zwischen ORF50 und ORF57 nicht eindeutig
nachgewiesen werden.

Um auszuschlieRen, dass die N-terminale Markierung von ORF57 mdglicherweise die

Interaktion zwischen ORF57 und ORF50 beeintrachtigt, wurde die Koimmunprazipitation

unter Verwendung von C-terminal HA-markiertem ORF57 wiederholt. Dazu wurden 293-

Graham-Zellen mit pCMV50g-myc und pCR57-HAc kotransfiziert. Als Kontrolle dienten

Zellen, die mit pCMV-HA und pCMV50g-myc transfiziert wurden. Nach der Lyse der Zellen

erfolgte die Prazipitation von C-terminal HA-markiertem ORF57-Protein mit dem anti-HA

Antikdrper aus Kaninchen und Protein G-Sepharose. Um eine mogliche unspezifische

Bindung der Proteine an den prazipitierenden Antikdrper auszuschlieen, wurde als weitere

Negativkontrolle IgG aus Kaninchen als prazipitierender Antikérper eingesetzt. Der Nachweis

der PLHV-1-Proteine erfolgte mit dem anti-HA Antikérper (ORF57) oder anti-c-Myc

Antikdrper (ORF50) aus Maus, der von einem anti-Maus 1gG Peroxidase-gekoppelten

Sekundarantikérper detektiert wurde. In Abbildung 38 A sind die Ergebnisse der

Koimmunprazipitation nach Inkubation mit dem anti-HA Antikérper dargestellt. C-terminal

HA-markiertes ORF57-Protein konnte im Rohlysat (Abb. 38 A, Spur 1) und als sehr deutliche

Proteinbande im Prazipitat (Abb. 38 A, Spur 3) nachgewiesen werden. Im Kontrollansatz

wurde sowohl im Rohlysat (Abb. 38 A, Spur 2) als auch im Prazipitat (Abb. 38 A, Spur 4) kein

ORF57-Protein nachgewiesen. Bei Verwendung von IgG aus Kaninchen als prazipitierender

Antikdrper wurde ORF57 als sehr schwache Proteinbande detektiert (Abb. 38 A, Spur 5). Mit

Hilfe des anti-c-Myc Antikérpers wurde c-Myc markiertes ORF50-Protein in beiden

Rohlysaten (Abb. 38 B, Spur 1, 2) nachgewiesen. Eine schwache ORF50-Bande konnte

aulBerdem im Préazipitat detektiert werden. Diese zeigte jedoch die gleiche Intensitat wie die

ORF50-Proteinbande im Kontrollansatz (Abb. 38 B; Spur 3, 4). Bei Einsatz von IgG als

prazipitierender Antikérper wurde in beiden Spuren sehr schwach ORF50-Protein detektiert

(Abb. 38 B, Spur 5, 6).
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Abb. 38: ORF50 bindet nicht C-terminal markiertes ORF57 in Koimmunpréazipitaten. 293-Graham-Zellen
wurden entweder mit den Expressionsplasmiden pCR57-HAc und pCMV50g-myc (A/B, Spuren 1, 3, 5) oder dem
Kontrollplasmid pCMV-HA und pCMV50g-myc (A/B Spuren 2, 4, 6) kotransfiziert. Nach 48 h wurden die
Zellextrakte gewonnen und C-terminal HA-markiertes ORF57-Protein mit einem anti-HA Antikorper aus
Kaninchen préazipitiert (A; IP: Spur 3). Als Negativkontrolle wurde IgG aus Kaninchen als prazipitierender
Antikorper verwendet (A; IP: IgG, Spur 5). Nach Auftrennung und Blotten der Proteine wurde HA-markiertes
ORF57-Protein (A) mit einem anti-HA Antikdrper und c-Myc-markiertes ORF50-Protein (B) mit einem anti-c-Myc
Antikorper aus Maus detektiert. Im ORF57-Prazipitat konnte ORF50-Protein detektiert werden (B; IP: Spur 3). Im
Kontrollansatz wurde eine ORF57-Proteinbande ahnlicher Intensitdt nachgewiesen (B; IP: Spur 4). In den
Rohlysaten konnte die Expression von ORF57 (A; Lysat: Spur 1) und ORF50 (B; Lysat: Spuren 1, 2) gezeigt
werden.

Da auch in den Ansatzen mit normalem Kaninchenserum Proteinbanden im Westernblot
auftraten, konnte eine Interaktion zwischen ORF50 und ORF57 von PLHV-1 nicht

eindeutig nachgewiesen werden.

5.2.7 Untersuchungen zur molekularen Wechselwirkung zwischen humanen und

porzinen y-Herpesviren

Um eine mdgliche Interaktion zwischen EBV und PLHV-1 auf molekularer Ebene zu
untersuchen, wurde die Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch EBV BZLF1 und

BRLF1 untersucht. Umgekehrt wurde die Aktivierung ausgewahlter EBV-Promotoren durch
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PLHV-1 ORF50 und ORFA6/BZLF1, getestet. Die GroRe der klonierten EBV-
Promotorbereiche wurde basierend auf publizierten Daten ausgewahlt und enthielt die zu
dem Zeitpunkt bekannten Sequenzbindeelemente fir Transkriptionsfaktoren der Promotoren
der EBV-Gene orfBZLF1, orfBRLF1, orfBMLF1 und orfBMRF1 (siehe Abschnitt 5.1.2.2).

5.2.7.1 Aktivierung von EBV-Promotoren durch EBV BRLF1 und BZLF1

Die Aktivierbarkeit der klonierten Promotorbereiche wurde zunachst durch EBV BRLF1 und
BZLF1 mittels Luziferase-Reportergenassay in zwei verschiedenen Zelllinien tUberpruft. Die
Kotransfektion der Zellen erfolgte mit den Expressionskonstrukten pCMV-BZLF1, pCMV-
BRLF1 bzw. dem Kontrollplasmid pCR-NS und jeweils einem der Reportergenplasmide pGL-
pBZLF1, pGL-pBRLF1, pGL-pBMRF1 bzw. pGL-pBMLF1.

EBV BRLF1 fuhrte zu einer starken Aktivierung von EBV-Promotoren in 293-Graham-Zellen
(Abb. 39). Besonders stark wurde die Aktivitdt der Promotoren orfBMLF1 (197-fach) und
orfBMRF1 (155-fach) induziert. Dagegen war die Stimulation der EBV-Promotoren orfBZLF1
(13-fach) und orfBRLF1 (22-fach) durch EBV BRLF1 deutlich niedriger. In PK15-Zellen
konnten ahnliche Tendenzen im Aktivierungsmuster der Promotoren gemessen werden,

doch mit geringeren Aktivierungsraten (2-14-fach).
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EBV-Promotoren

Abb. 39: Aktivierung von EBV-Promotoren durch EBV BRLF1. 293-Graham- und PK15-Zellen wurden mit
dem Expressionsplasmid pCMV-BRLF1 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der EBV-
Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte gewonnen und die
Luziferase- und B-Galactosidaseaktivitdit gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden f-
Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen normalisierten
Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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Im Gegensatz zu EBV BRLF1 fuhrte EBV BZLF1 mit Ausnahme des orfBMRF1-Promotors
(295-fach) zu einer geringeren Aktivierung der EBV-Promotoren (Abb. 40). Diese lag in 293-
Graham-Zellen zwischen 2,5- und 11-fach, wobei der Promotor von orfBMLF1 am geringsten
stimuliert wurde. In PK15-Zellen fuhrte EBV BZLF1 zu einer deutlich geringeren Aktivierung
der EBV-Promotoren (3-81-fach). Dabei wurden die Promotoren der Gene orfBZLF1 und
orfBMLF1 nicht durch BZLF1 induziert.
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=)
k)
@ 100
2
.g [1293-Graham-Zellen
E B PK15-Zellen
<
2 10 |
o
K.
x ﬂ

1

pGL-pBZLF1 pGL-pBRLF1 pGL-pBMLF1 pGL-pBMRF1
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Abb. 40: Aktivierung von EBV-Promotoren durch EBV BZLF1. Die Transfektion von 293- und PK15-Zellen
erfolgte mit dem Expressionsplasmid pCMV-BZLF1 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der EBV-
Reportergenplasmide (pGL-p). 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferase- und f-
Galactosidaseaktivitat der Zellextrakte gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden f-
Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die normalisierten Luziferasewerte des Expressionsvektors
wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Angegeben sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.

Diese Versuche zeigten, dass die klonierten EBV-Promotorbereiche die essentiellen
Regulationssequenzelemente fur eine direkte bzw. indirekte Aktivierung durch BZLF1

bzw. BRLF1 tragen.

5.2.7.2 Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch EBV BRLF1 und BZLF1

Die Kotransfektion von 293-Graham- und PK15-Zellen erfolgte mit den
Expressionsplasmiden pCMV-BZLF1, pCMV-BRLF1 bzw. dem Kontrollplasmid pCR-NS und
jeweils einem der PLHV-1-Reportergenplasmide pGL-p50, pGL-pA6, pGL-p57, pGL-p59,
pGL-Dpol bzw. pGL-gB. EBV BRLF1 fihrte zu einer starken Induktion der PLHV-1-
Promotoren in 293-Graham-Zellen (Abb. 41). Besonders stark wurde die Promotoraktivitat
von orf57 (50-fach) und orf59 (72-fach) durch EBV BRLF1 induziert. Interessanterweise
wurden die Promotoren der PLHV-1-Gene orf50 und orf57 durch EBV BRLF1 (22/50-fach)
deutlich starker aktiviert als durch PLHV-1 ORF50 (5/34-fach; siehe Tab. 17). Eine geringe
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Aktivierungsrate von 5-8-fach wurde flr die Promotoren der PLHV-1-Gene orfA6/BZLF1;,
orf09/DPol und orf08/gB gemessen. In PK15-Zellen war die BRLF1-vermittelte Induktion der
PLHV-1-Promotoraktivitat mit einer 4-8-fachen Aktivierungsrate deutlich niedriger (Abb. 41).
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Abb. 41: Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch EBV BRLF1. 293-Graham- und PK15-Zellen wurden mit
dem Expressionsplasmid pCMV-BRLF1 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der PLHV-1-
Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert. Die Lyse der Zellen mit nachfolgender Messung der Luziferase- und -
Galactosidaseaktivitat erfolgte 48 h nach der Transfektion. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden
B-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen normalisierten
Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die
Daten wurden aus drei unabhangigen Versuchen gewonnen. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung.

Im Gegensatz zu EBV BRLF1 flihrte EBV BZLF1 zu einer deutlich geringeren Aktivierung (3-
10-fach) von PLHV-1-Promotoren in 293-Graham-Zellen (Abb. 42). Dabei wurden die
Promotoren der PLHV-1-Gene orf57 (6-fach) und orf08/gB (10-fach) am starksten in 293-
Graham-Zellen aktiviert. Im Vergleich zu PLHV-1 ORFAG6/BZLF1,, fihrte EBV BZLF1 zu einer
starkeren Induktion der Promotoraktivitdt von PLHV-1 orf57- bzw. orf08/gB (siehe Tab. 17).
In PK15-Zellen wurden ahnliche Tendenzen im Aktivierungsmuster der PLHV-1-Promotoren

ermittelt, doch mit geringeren Aktivierungsraten (1-4-fach).

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse der Aktivierung von PLHV-1-Promotoren im homologen

und heterologen System zusammengefasst.
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Abb. 42: Aktivierung von PLHV-1-Promotoren durch EBV BZLF1. Die Transfektion von 293-Graham- und
PK15-Zellen erfolgte mit dem Expressionsplasmid pCMV-BZLF1 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils
einem der PLHV-1-Reportergenplasmide (pGL-p). 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte gewonnen
und die Luziferase- und pB-Galactosidaseaktivitdt gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden
B-Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen normalisierten
Luziferasewerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.

Die EBV-Transkriptionsaktivatoren BZLF1 und BRLF1 fUhrten zu einer Aktivierung von
verschiedenen PLHV-1-Promotoren. Vor allem EBV BRLF1 induzierte eine starke
PLHV-1-Promotoraktivitat.

Tabelle 17: Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren im homologen und heterologen

System

x-fache Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch
PLHV-1 ORF50 PLHV-1 ORFA6/BZLF1, EBV BRLF1 EBV BZLF1
293-Graham-Zellen

pGL-pA6 144 =19 9+25 521 3,51
pGL-p50 505 4+05 224 5+ 1
pGL-p57 3446 25=03 50 = 11 6,5=0,3
pGL-p59 94 =18 4+04 7225 31
pGL-pDPol 39+9 45+07 82 512
pGL-pgB 289 + 45 541 82 10+3
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x-fache Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch

PLHV-1 ORF50 PLHV-1 ORFA6/BZLF1, EBV BRLF1 EBV BZLF1
PK15-Zellen
pGL-pA6 134 + 47 3+0,3 42 04 +0,2
pGL-p50 3+0,6 3+0,6 6+1 2+04
pGL-p57 7+2 1,5+0,2 6+1 25+0,5
pGL-p59 44 + 2 2+0,2 8+2 1+£0,1
pGL-pDPol 40+ 3,5 3+0,3 4 +1 1+0,1
pGL-pgB 83 =25 25+04 752 4 +1
IPAM-Zellen
pGL-pA6 29+7 1,5+0,2 - -
pGL-p50 22+04 2+04 - -
pGL-p57 2+04 10,1 - -
pGL-p59 12+ 2 1+£0,1 - -
pGL-pDPol 5+14 1+£0,2 - -
pGL-pgB 25+6 2+0,6 - -

5.2.7.3 Aktivierung von EBV-Promotoren durch PLHV-1 ORF50 und ORFA6/BZLF1,,

Um den Einfluss der PLHV-1-Aktivatorproteine ORF50 und ORFA6/BZLF1, auf die
Stimulation der EBV-Promotoren orfBZLF1, orfBRLF1, orfBMRF1 und orfBMLF1 zu
untersuchen, wurden zunachst 293-Graham-Zellen mit den Expressionskonstrukten pCR-50,
pCR-A6/BZLF1g bzw. dem Kontrollplasmid pCR-NS und jeweils einem der
Reportergenplasmide pGL-pBZLF1, pGL-pBRLF1, pGL-pBMRF1 bzw. pGL-pBMLF1
kotransfiziert. PLHV-1 ORFAG6/BZLF1,, flihrte in 293-Graham-Zellen zu einer 2,5- bis 4,5-
fachen Aktivierung der EBV-Promotoren, wobei die Aktivitdt des orfBMRF1-Promotors am
starksten stimuliert wurde (Abb. 43; Tab. 18). In PK15-Zellen zeigte PLHV-1 ORFAG6/BZLF1;,
das gleiche Aktivierungsmuster der EBV-Promotoren, nur in geringerer Starke (1,3-2,2-fach).
Dagegen induzierte PLHV-1 ORF50 weder die Aktivitdt der EBV-Promotoren in 293-Graham-
Zellen noch in PK15-Zellen (Abb. 44). In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der Transaktivierung

von EBV-Promotoren im homologen und heterologen System zusammengefasst.
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Abb. 43: Aktivierung von EBV-Promotoren durch PLHV-1 ORFA6/BZLF1;,. 293-Graham- und PK15-Zellen
wurden mit dem Expressionsplasmid pCR-A6/BZLF1g bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem der
EBV-Reportergenplasmide (pGL-p) transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und die
Luziferase- und p-Galactosidase-Aktivitat gemessen. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden f-
Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen normalisierten
Luziferaseaktivitadtswerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt
wurde. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Versuchen gewonnen. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung.
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Abb. 44: Aktivierung von EBV-Promotoren durch PLHV-1 ORF50. Die Transfektion von 293-Graham- und
PK15-Zellen erfolgte mit dem Expressionsplasmid pCR-50 bzw. dem Kontrollvektor pCR-NS und jeweils einem
der EBV-Reportergenplasmide (pGL-p). 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte gewonnen und die
Luziferase- und p-Galactosidaseaktivitdt ermittelt. Alle Luziferasewerte wurden auf die entsprechenden f-
Galactosidasewerte als interner Standard bezogen. Die mit dem Expressionsplasmid erhaltenen normalisierten
Luziferaseaktivitadtswerte wurden auf die des Kontrollvektors pCR-NS bezogen, der dem Wert 1 gleichgesetzt
wurde. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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Tabelle 18: Transaktivierung von EBV-Promotoren im homologen und heterologen

System
x-fache Transaktivierung von EBV-Promotoren durch
EBV BRLF1 EBV BZLF1 PLHV-1 ORF50 PLHV-1 ORFA6/BZLF1,
293-Graham-Zellen
pGL-pBZLF1 13+0,8 3+0,1 1,3+ 0,1 2,7+0,2
pGL-pBRLF1 22 +2 11 +0,1 1,3+ 0,1 28=+0,3
pGL-pBMLF1 197 + 18 25+0,1 1,3+ 0,1 26+0,2
pGL-pBMRF1 155 + 14 295 + 42 09=+0 4,5+0,3
PK15-Zellen
pGL-pBZLF1 2+0,2 060 1,1+0 1,1+0,1
pGL-pBRLF1 4+0,3 30,5 0,9+0,1 1,4+0
pGL-pBMLF1 11+0,4 1,1+ 0,1 0,9+0,1 1,4 +0,1
pGL-pBMRF1 14 +2 81+ 16 0,9+ 0,1 21+0,3

PLHV-1 ORF50 fihrte zu keiner Aktivierung von EBV-Promotoren. Dagegen induzierte
ORFAG6/BZLF1, eine schwache EBV-Promotoraktivitdt. Eine Wechselwirkung zwischen

beiden Gammaherpesviren konnte in diesen Experimenten nachgewiesen werden.

5.2.8 Versuche zur Reaktivierung von PLHV-3 und EBV

5.2.8.1 Optimierung der Elektroporation von B-Zellen

Fir die Transfektion von B-Zellen wurde die Methode der Elektroporation favorisiert, da bei
Einsatz von Reagenzien wie Effectene bzw. GenePorter™2 nur ein geringer Anteil (< 5%)
der Zellen transfiziert wurde. Um eine moglichst hohe Transfektionsrate zu erreichen,
wurden zunachst verschiedene Parameter wie Spannung (220, 250, 270 V), DNA-Menge
(10, 15, 20 ug) und Zelldichte (1x10’/ml, 2x107/ml) unter Verwendung von zwei
verschiedenen Elektroporationsmethoden (EP-Methode 1 bzw. 2) optimiert. Zur Messung der
Transfektionseffizienz wurden latent infizierte porzine B-Zellen (L23) bzw. latent infizierte
Krallenaffen-B-Zellen (B95-8) mit dem GFP-Expressionsplasmid pEGFP-N3 transfiziert und

nach 48 h einer FACS-Analyse unterzogen.

Folgende Elektroporationsmethoden wurden angewandt:
EP-Methode 1:
Je 500 ul Suspensionszellen einer Zelldichte von 1 x 107/ml bzw. 2 x 107/ml in serumfreien

Medium (37°C) wurden in eine raumtemperierte Elektroporationskuvette Gberfihrt, in welche
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10-20 ug DNA vorgelegt wurden. Nach Elektroporation bei 960 uF und 220-270 V erfolgte
die sofortige Zugabe von 500 ul vorgewarmten FKS. Nach vorsichtigem Pipettieren zur
Vereinzelung der Zellen wurden die Zellen in vorgewarmtes Medium mit 10% FKS uberfuhrt
und im Brutschrank bei 37°C kultiviert.

EP-Methode 2:

Je 500 wl Suspensionszellen wurden auf eine Zelldichte von 1 x 10"/ml bzw. 2 x 107/ml in
eisgekuhltem, serumfreien Medium eingestellt. Die Zellen wurden in eine eisgeklhlte
Elektroporationskuvette tUberfuhrt, in welche 10-20 ug DNA vorgelegt wurden. Nach einer 10-
minUtigen Inkubation auf Eis erfolgte die Elektroporation bei 960 uF und Spannungen von
220-270 V. Die elektroporierten Zellen wurden fir weitere 10 min auf Eis inkubiert und nach
vorsichtigem Pipettieren zur Vereinzelung der Zellen anschlieend in vorgewadrmtes Medium
mit 20% FKS Uberflhrt.

5.2.8.1.1 Optimierung der Elektroporation von L23-Zellen

Die Suspensionszellen der porzinen B-Zelllinie L23 wurden mit Hilfe der unter 5.2.8.1
genannten Elektroporationsmethoden und unterschiedlichen DNA-Mengen (10, 15, 20 ug)
sowie bei Spannungen von 220, 250, bzw. 270 V mit dem Expressionsplasmid pEGFP-N3
transfiziert. Die Kapazitat wurde nicht verandert und lag bei 960 uF. Die Analyse der L23-
Zellen nach Zellgréle und Granularitdt ergab zwei Zellpopulationen, die mehrheitlich
entweder die toten (R1) oder die lebenden Zellen (R4) darstellten (Abb. 45 A). Zur
Markierung der toten Zellen wurde vor der FACS-Analyse der Farbstoff Propidiumiodid
hinzugefligt, so dass die Eigenfluoreszenz toter Zellen im Propidiumiodid-Kanal gemessen
werden kann (Abb. 45 B,C). Als Negativkontrolle dienten zum einen nicht-stimulierte L23-
Zellen bzw. Zellen, die mit dem Kontrollplasmid pCR-NS transfiziert wurden. Abbildung 45 B
zeigt beispielhaft Zellen, die mit pCR-NS transfiziert wurden und im Propidiumiodid- bzw.
GFP-Kanal vermessen wurden. Wie erwartet konnte keine GFP-Fluoreszenz gemessen
werden (Abb. 45 B). Bei Transfektion von L23-Zellen mit pEGFP-N3 konnte eine deutliche
GFP-Fluoreszenz ermittelt werden (Abb. 45 C). Die Uberlagerung der GFP-
Fluoreszenzwerte der Kontrollzellen und GFP-exprimierenden Zellen ist in Abbildung 45 D
dargestellt. Zur Ermittlung des Anteils GFP-transfizierter Zellen bzw. toter Zellen der
Gesamtzellpopulation wurden alle Zellen (R1+R4) ausgewertet. Um den Anteil GFP-
transfizierter Zellen an der lebenden Zellpopulation zu ermitteln, wurde nur die mit R4
benannte Zellpopulation ausgewertet. Tabelle 19 gibt einen Uberblick Gber die ermittelten
Transfektionseffizienzen bei Verwendung unterschiedlicher Elektroporationsparameter.
Dabei wurden L23-Zellen bei Spannungen von 220, 250 bzw. 270 V, DNA-Mengen von 10,
15 bzw. 20 ug und zweier Elektroporationsmethoden (EP-Methode 1, 2) transfiziert.
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Abb. 45: Ermittlung der Transfektionseffizienz von porzinen B-Zellen mittels FACS-Analyse.

Porzine L23-Zellen wurden mit 15 ug Kontrollplasmid pCR-NS (A, B) bzw. 15 ug Expressionsplasmid pEGFP-N3
(C) unter Verwendung der EP-Methode 1 bei 250 V, 960 uF transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Isolation der
Zellen mit nachfolgender FACS-Analyse. Die Zellen wurden nach Zellgrofie/Granularitat (A), GFP-Fluoreszenz
bzw. tote/lebende Zellen (B, C) unterschieden. Unter (D) ist die GFP-Fluoreszenz (griin) tGberlappend mit den
Kontrollzellen (blau) dargestellit.

Tabelle 19: Ermittlung der Transfektionsefizienz von L23-Zellen unter Verwendung

unterschiedlicher Elektroporationsparameter

Probe (Spannung (V) / DNA tote Zellen (%) GFP- tote Zellen (%) GFP-

Kapazitat (uF); (wg) von R1+R4 transfizierte von R4 s transfizierte

Methodentyp) Zellen (%) von Zellen (%) von
R1+R4 * R4 **

NK - » 28,0 - 3,76 -

220V / 960 uF Methode 1

pEGFP-N3 10 38,1 20,5 5,6 32,7

pEGFP-N3 15 35,6 25,5 55 39,1

pEGFP-N3 20 36,6 244 6,0 38,2
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Probe (Spannung (V)/ DNA tote Zellen (%) GFP- tote Zellen (%) GFP-
Kapazitat (uF); (wg) von R1+R4 transfizierte von R4 s transfizierte
Methodentyp) Zellen (%) von Zellen (%) von
R1+R4 « R4
250V / 960 uF Methode 1
pCR-NS 15 40,7 - 41 -
pEGFP-N3 10 43,4 27,2 4.8 51,4
pEGFP-N3 15 » 40,8 » 30,1 5.2 » 53,3
pEGFP-N3 20 46,9 28,5 6,3 56,5
270V / 960 uF Methode 1
pEGFP-N3 10 40,7 28,6 3,8 51,0
pEGFP-N3 15 48,6 28,7 6,8 58,9
pEGFP-N3 20 50,3 26,6 7,6 59,7
220V / 960 uF Methode 2
pEGFP-N3 10 35,1 6,5 3,6 10,0
pEGFP-N3 15 41,9 7.9 3,6 14,2
pEGFP-N3 20 42,7 9,5 3,9 16,8
250V / 960 uF Methode 2
pCR-NS 15 46,0 - 2,9 -
pEGFP-N3 10 41,0 8,7 2,1 16,5
pEGFP-N3 15 » 43,8 » 15,1 2,7 29,0
pEGFP-N3 20 45,8 18,4 3,9 35,9
270V / 960 uF Methode 2
pEGFP-N3 10 49,8 14,7 2,9 34,0
pEGFP-N3 15 57,2 14,5 5,6 37,9
pEGFP-N3 20 58,5 15,1 6,7 39,9

x* R1+R4 als Gesamtpopulation definierte Zellpopulation
** R4 als lebend definierte Zellpopulation
4 markierte Ziffern im Text erwahnt

Die Analyse unstimulierter Kontrollzellen ergab einen Anteil von ca. 28% toter Zellen der
Gesamtzellpopulation, deren Anteil sich mit steigender Spannung erhdhte (Tab. 19). Unter
Verwendung der EP-Methode 1 konnten deutlich héhere Transfektionsraten erreicht werden
als bei Verwendung der EP-Methode 2. So wurden bei Einsatz von 10-20 ug DNA, 250 V
und Verwendung der EP-Methode 1 ca. 30% der Gesamtzellpopulation transfiziert (Tab. 19).
Die Auswertung der lebenden Zellpopulation ergab eine Transfektionseffizienz von Uber
50%. Dabei lag der Anteil toter Zellen der Gesamtzellpopulation bei Uber 40%. Im Gegensatz
dazu wurde mit Hilfe der EP-Methode 2 nur eine Transfektionseffizienz von ca. 15% erreicht,
wenn die Zellen mit 10-20 ug DNA bei 250 V transfiziert wurden (Tab. 19). Der Anteil toter
Zellen der Gesamtzellpopulation lag bei Gber 40%. Durch Variation der Spannung und der
DNA-Konzentration konnte die Transfektionseffizienz weiter optimiert werden. Unabhangig
von der Art der EP-Methode wurde bei Erhdhung der Spannung von 220 V auf 250 V die
Transfektionseffizienz deutlich gesteigert. Bei einer weiteren Erhdhung der Spannung auf
270 V und Verwendung der EP-Methode 1 konnte die Transfektionsrate von ca. 30% nicht
weiter gesteigert werden (siehe Tab. 19). Dafir stieg der Anteil toter Zellen der
Gesamtzellpopulation leicht an. Die Variation der DNA-Menge von 10, 15 bzw. 20 ug hatte

im Gegensatz zur Spannung einen geringeren Einfluss auf die Transfektionsrate. Bei einer
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Zelldichte von 5 x 10° war der Anteil toter Zellen etwas héher als bei einer Zelldichte von 1 x
10" (Daten nicht gezeigt).
Nach der Optimierung der Elektroporation wurden folgende Bedingungen fur die

Elektroporation der porzinen L23-Zellen erarbeitet:

Methode Spannung (Volt) | Kapazitat (uF) Zelldichte DNA-Menge (ug)

EP-Methode 1 250 960 1x10’ 15

Zur Uberprifung, ob die Transfektionseffizienz unter gleichen Bedingungen in mehreren
Ansatzen konstant bleibt, wurde die Transfektionsrate von L23-Zellen in drei
Parallelansatzen gemessen. Aus Tabelle 20 wird ersichtlich, dass unter gleichen
Elektroporationsbedingungen der Anteil GFP-exprimierender Zellen relativ konstant bleibt
und bei ca. 30% der Gesamtzellpopulation liegt. Der Anteil toter Zellen der
Gesamtzellpopulation lag dagegen bei ca. 40%. Um zu gewahrleisten, dass der Anteil
transfizierter Zellen pro Ansatz gleich ist, wurden zundchst Zellen aus vier
Elektroporationskiivetten mit je 1 x 10" Zellen nach der Elektroporation vereinigt und
anschlie®end auf zwei Zellkulturflaschen verteilt. Die Lyse der Zellen bzw. die Abnahme der

Uberstéande erfolgte dann nach zwei bzw. vier Tagen.

Tabelle 20: Ergebnisse der Elektroporation von L23-Zellen bei Verwendung der EP-Methode 1,
250 V und 960 pF

Plasmid DNA tote Zellen (%) von = GFP-transfizierte tote Zellen (%) von GFP-transfizierte
(ng) R1+R4 Zellen (%) von R4 *x Zellen (%) von
R1+R4 R4

Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 Exp1 Exp2 Exp3 Exp! Exp2 Exp3
pCR-NS 15 40,7 43,1 40,5 - - - 4,1 5,2 4,6 - - -
pEGFP- 10 434 391 413 272 252 247 48 6,6 6,0 51,4 416 41,0
N3
pEGFP- 15 40,8 39,1 436 301 31,5 289 52 7.4 7,9 53,3 50,8 49,2
N3
pEGFP- 20 46,9 419 428 285 29,6 28,1 6,3 8,6 7,8 56,5 494 457
N3

= R1+R4 als Gesamtpopulation definierte Zellpopulation
** R4 als lebend definierte Zellpopulation
fett hervorgehoben: Transfektionseffizienz der Gesamtzellpopulation aus 3 Experimenten

5.2.8.1.2 Optimierung der Elektroporation von B95-8-Zellen

In Analogie zur Optimierung der Elektroporation der L23-Zellen wurden ebenfalls die
Elektroporationsbedingungen flr die Krallenaffen-B-Zelllinie B95-8 optimiert. Die

Elektroporation erfolgte unter den gleichen Bedingungen, wie bereits flr die L23-Zellen
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beschrieben. In Tabelle 21 sind die Ergebnisse der Elektroporation von B95-8-Zellen
zusammengefasst. Es zeigte sich, dass der Anteil toter Zellen im Allgemeinen deutlich
geringer war als bei den porzinen L23-Zellen. Bei unstimulierten Zellen und solchen, die mit
der EP-Methode 1 bei 250 V, 960 uF und 10-20 ug DNA transfiziert wurden, lag der Anteil
der toten Zellen bei unter 10% (Tab. 21).

Tabelle 21: Ermittlung der Transfektionseffizienz von B95-8-Zellen unter Verwendung

unterschiedlicher Elektroporationsparameter

Probe (Spannung (V) / DNA tote Zellen (%) gfp- tote Zellen (%)  dfp-
Kapazitat (uF) (wg) von R1+R4 transfizierte von R4 s transfizierte
Methodentyp) Zellen (%) von Zellen (%) von
R1+R4 « R4
NK - » 7,8 - 1,1 -
220V / 960 uF Methode 1
pEGFP-N3 10 5,7 18,6 0,8 19,1
pEGFP-N3 15 6,8 24,6 0,8 25,7
pEGFP-N3 20 6,0 32,8 0,7 34,5
250V / 960 uF Methode 1
pCR-NS 15 7,7 - 1,7 -
pEGFP-N3 10 5,9 31,4 0,9 32,6
pEGFP-N3 15 6,9 45,2 0,8 48,5
pEGFP-N3 20 6,5 46,5 0,7 49,3
270V / 960 uF Methode 1
pCR-NS 15 11,1 - 2,9 -
pEGFP-N3 10 8,9 39,8 2,7 41,7
pEGFP-N3 15 » 10,1 » 46,2 3,6 » 48,5
pEGFP-N3 20 10,3 49,8 3,9 51,2
220V / 960 uF Methode 2
pEGFP-N3 10 23,2 3,8 2,8 4.8
pEGFP-N3 15 23,6 4,5 2,8 5,9
pEGFP-N3 20 21,1 5,5 2,5 6,8
250V / 960 uF Methode 2
pCR-NS 15 24,0 - 2,6 -
pEGFP-N3 10 21,1 6,2 2,2 8,2
pEGFP-N3 15 » 22,3 » 95 2,6 11,9
pEGFP-N3 20 20,8 16,0 2,4 20,1

= R1+R4 als Gesamtpopulation definierte Zellpopulation
** R4 als lebend definierte Zellpopulation
4 markierte Ziffern im Text erwahnt

Die Analyse der Zellen nach Zellgrésse und Granularitdt ergab ebenfalls zwei
Zellpopulationen, die zum einen die Uberwiegend toten (R1) bzw. lebenden (R4) Zellen
darstellten (Abb. 46 A). Abbildung 46 B zeigt beispielhaft Kontrollzellen, die mit pCR-NS
transfiziert wurden und kein GFP exprimieren. Wie bei den porzinen L23-Zellen konnte unter
Verwendung der EP-Methode 1 die héchste Transfektionseffizienz erzielt werden. Bei 270 V
und 10-20 ug DNA stieg die Transfektionsrate auf Uber 45% der Gesamtzellpopulation (Abb.
46 C, Tab. 21). Die Auswertung der lebenden Zellpopulation ergab eine
Transfektionseffizienz von ca. 50% (Tab. 21). Mit Hilfe der EP-Methode 2 konnten nur ca.
10% der Zellen transfiziert werden, wenn mit 10-20 ug DNA und 250 V elektroporiert wurde
(Tab. 21). Dabei lag der Anteil toter Zellen mit ca. 20% etwa doppelt so hoch als bei
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Verwendung der EP-Methode 1. Vergleicht man die beiden Zelllinien miteinander, so
scheinen die Zellen der Krallenaffen-B-Zelllinie B95-8 besser transfizierbar zu sein und

weniger sensitiv auf hdhere Spannungen zu reagieren.
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Abb. 46: Ermittlung der Transfektionseffizienz von B-Zellen der Krallenaffenlinie B95-8 mittels FACS-
Analyse.

B95-8-Zellen wurden mit 20 ug Kontrollplasmid pCR-NS (A, B) bzw. 20 ug Expressionsplasmid pEGFP-N3 (C)
unter Verwendung der EP-Methode 1 bei 270 V und 960 uF transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen isoliert und
mittels FACS analysiert. Die Zellen wurden nach ZellgréRe/Granularitat (A), GFP-Fluoreszenz bzw. tote / lebende
Zellen (B, C) unterschieden. Unter (D) ist die GFP-Fluoreszenz (griin) Gberlappend mit den Kontrolizellen (blau)
dargestellt.

Nach der Optimierung der Parameter wurden folgende Bedingungen fiir die Elektroporation
der B95-8-Zellen erarbeitet:
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Methode Spannung (Volt) | Kapazitat (uF) Zelldichte DNA-Menge (ug)

EP-Methode 1 270 960 1x10" 20

5.2.8.2 Versuche zur Reaktivierung von EBV

Eine Moglichkeit, den lytischen Infektionszyklus von Herpesviren zu induzieren, besteht
darin, Regulatorproteine der immediate early-Genexpression in latent Virus-infizierten Zellen
im Uberschuss zu exprimieren, um den Ubergang von der Latenz in die lytische
Infektionsphase anzuregen.

Zur Induktion der lytischen EBV-Replikation wurden latent EBV-infizierte B95-8-Zellen mit
den EBV-Expressionsplasmiden pCMV-BZLF1 bzw. pCMV-BRLF1 oder beiden (pCMV-
BZ+BRLF1) unter Verwendung der optimierten Elektroporationsbedingungen transfiziert
(siehe 5.2.8.1.2). Aulerdem wurden B95-8-Zellen mit den PLHV-1-Expressionsplasmiden
pCR-50 bzw. pCR-A6/BZLF1g oder beiden (pCR-50+A6/BZLF1g) elektroporiert um eine
mdgliche heterologe Transaktivierung zu untersuchen. Als Positivkontrolle dienten B95-8-
Zellen, die mit TPA induziert wurden. Unstimulierte Zellen oder Zellen, die mit pCR-NS
transfiziert wurden, dienten als Negativkontrolle. Nach zwei bzw. vier Tagen wurden die
Zellen und Uberstande geerntet und die Viruslast mittels real time-PCR bestimmt. Dazu
wurde die DNA einer intergenischen EBV-Region quantitativ bestimmt, um die relative
Erhéhung der EBV-Kopienzahl zu messen. Zur Ermittlung der Standardkurve wurde das
Plasmid pTOPO-EBVint in 10-fach Verdiinnungen (1-10°Kopien/ul) in der real time-PCR
eingesetzt und die Cr-Werte ermittelt. Als zellulédres Referenzgen diente Cyclophilin A, das in
denselben Proben gemessen wurde. Als Standard wurde das Plasmid pTOPO-CycA
verwendet, welches ebenfalls in 10-fach Verdlinnungen in der real time-PCR eingesetzt
wurde. Abbildung 47 zeigt die Standardkurven zur Ermittlung der EBV- bzw. Cyclophilin A-
Kopienzahlen. Aus dem Anstieg der Regressionsgeraden (EBVint=-3,6; CycA=-3,34) wurde
die Effizienz der PCR-Reaktion berechnet, die mit Werten um 2 nahe dem theoretischen
Optimum lagen.

Nach Normalisierung der erhaltenen EBV-Kopienzahlen auf die jeweilige Cyclophilin A-
Kopienzahl in den Zellproben wurde die Kopienzahl der Negativkontrolle (pCR-NS) dem
Wert 1 gleichgesetzt. Die normalisierte EBV-Kopienzahl aus den TPA-induzierten Proben
wurde auf die normalisierte Kopienzahl der unstimulierten Kontrollzellen bezogen, die
ebenfalls dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die EBV-Kopienzahl in den Uberstanden wurde
zunachst pro ml ermittelt und anschlielend auf die Zellzahl bezogen. Die normalisierten
Kopienzahlen aller Proben aus den Zellen und Uberstanden wurden auf die der
entsprechenden Negativkontrolle bezogen, um die Viruskopienvermehrung Uber der

Negativkontrolle darzustellen.
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Abb. 47: Standardkurven des Zielgens (EBVint) bzw. des Referenzgens (CycA) zur Ermittlung der EBV-
bzw. Cylophilin A-Kopienzahl. Die Plasmide pTOPO-EBVint bzw. pTOPO-CycA wurden in 10-fach-
Verdiinnungen (10-10° Kopien/Ansatz) in der real-time PCR eingesetzt und die intergenische EBV-Region (blau)
bzw. Cyclophilin A (rot) in jeder Probe amplifiziert. Als MaR fiir die amplifizierte DNA-Menge in jeder Probe wurde
der Cr-Wert angegeben, der den PCR-Zyklus charakterisiert, bei dem das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal
einen bestimmten Schwellenwert Ubertritt. Aus dem Anstieg der Regressionsgeraden wurde die PCR-Effizienz (E)
ermittelt. Aus den Gleichungen der Geraden und dem entsprechenden Ct-Wert einer Probe kann die in der Probe
enthaltene EBV- bzw. Cyclophilin A-Kopienzahl ermittelt werden.

Betrachtet man die EBV-Viruslast in den Zellen und Uberstéanden, so sind unterschiedliche
Tendenzen nach zwei bzw. vier Tagen erkennbar (Abb. 48 A, B). Wahrend zumindest in den
Zellen nach zwei Tagen eine 2-5-fache Vermehrung der EBV-Kopienzahlen zu erkennen ist,
konnte keine erhohte Viruslast in den Uberstanden nach zwei Tagen gemessen werden
(Abb. 48 A). Bei Transfektion der Zellen mit dem Plasmid pCMV-BZLF1 erhdhte sich die
EBV-Kopienzahl in den Zellen nach zwei Tagen um das ca. 5-fache der Negativkontrolle
(Abb. 48 A). Bei Stimulation mit TPA steigerte sich die Viruslast in den Zellen um den Faktor
3,5 (Abb. 48 B). Eine 2-3-fache Steigerung der EBV-Kopienzahl wurde bei Transfektion der
Zellen mit den Plasmiden pCMV-BRLF1, pCMV-BZ+BRLF1 und pCR-50 gemessen (Abb. 48
A). Dagegen konnte bei Transfektion der Zellen mit pCR-A6/BZLF1g keine Steigerung in der
Viruskopienzahl ermittelt werden. Nach vier Tagen wurde in Zellen, die mit den
verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert wurden, keine weitere Steigerung der
Viruslast im Vergleich zu Tag 2 gemessen (Abb. 48 A). Die Werte entsprachen denen von
Tag 2 oder lagen leicht darunter. Bei Transfektion mit pCMV-BZLF1 sank die Viruslast nach
vier Tagen sogar um die Halfte in Bezug auf Tag 2. Im Gegensatz dazu steigerte sich die
EBV-Kopienzahl in den TPA-stimulierten Zellen auf das ca. 7-fache der Negativkontrolle
(Abb. 48 B).
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Abb. 48: Stimulation von EBV in B95-8-Zellen nach Transfektion von Expressionsplasmiden (A) bzw. nach
chemischer Induktion (B). B95-8-Zellen wurden mit den oben aufgefiihrten Expressionsplasmiden (A)
transfiziert oder mit TPA (B) induziert. Nach zwei bzw. vier Tagen erfolgte die Ernte der Zellen bzw. die Abnahme
der Uberstande. Nach Extraktion der viralen DNA wurde mit den Primern 2816s/as eine intergenische Region als
Mal fur die EBV-Genomvermehrung mittels real time-PCR quantifiziert. Als Negativkontrolle dienten entweder
B95-8-Zellen, die mit dem Plasmid pCR-NS (A) transfiziert wurden oder unstimulierte Zellen (B). Neben der
Quantifizierung der EBV-Kopienzahl wurde Cyclophilin A mit den Primern 3351s/as als zellulares Referenzgen
quantifiziert. Die normalisierten EBV-Kopienzahlen jeder Probe wurden auf die jeweilige normalisierte Kopienzahl
der Kontrolle bezogen, die dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Die Daten wurden aus drei unabhangigen Versuchen
gewonnen. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.

Betrachtet man dagegen die EBV-Viruslast in den Uberstanden, so wurde nach vier Tagen
eine bis zu 4-fache Erhdhung der EBV-Kopienzahl in den Zellen gemessen, die mit den

Expressionsplasmiden transfiziert wurden (Abb. 48 A). Eine 3-4-fache Steigerung der EBV-
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Viruslast wurde in den Uberstdnden ermittelt, deren Zellen mit pCMV-BZLF1, pCMV-BRLF1
oder pCMV-BZ+BRLF1 transfiziert waren. Etwas geringer (ca. 2-fach) war die Viruslast in
den Uberstanden von Zellen, die mit den PLHV-1-Expressionsplasmiden pCR-50 bzw. pCR-
50+A6/BZLF1g transfiziert wurden (Abb. 48 A). Keine Steigerung der EBV-Kopienzahl wurde
dagegen in den Uberstdnden von Zellen ermittelt, die mit pCR-A6/BZLF1g transfiziert
wurden. Die hdéchste EBV-Kopienzahl (ca. 14-fach) wurde nach vier Tagen in den
Uberstanden TPA-stimulierter Zellen gemessen (Abb. 48 B). Dennoch ist die Herkunft der
Virus-DNA in den Uberstéanden nicht eindeutig, da in allen Uberstanden auch genomische
DNA nachgewiesen wurde. Es bleibt also unklar, wie viel Virus-DNA tatsachlich aus
produzierten Viruspartikeln oder aus zugrunde gegangenen Zellen oder Zelltrimmern

stammte, in denen das Virus latent vorlag.

Die Expression von EBV BZLF1 bzw. BZLF1+BRLF1 in B95-8-Zellen fiuhrte zu einer
moderaten Induktion der EBV-Replikation. ORF50 von PLHV-1 induzierte eine leichte (ca.
2-fach) Erhéhung der EBV-Viruskopienzahl in den Zellen und Uberstanden. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Expression von PLHV-1 ORFAG/BZLF1, zu keiner Steigerung
der EBV-Kopienzahl. Die starkste Induktion der EBV-Replikation wurde durch TPA

erreicht.

5.2.8.3 Versuche zur Reaktivierung von PLHV-3

Nachdem die Induktion der EBV-Replikation durch Uberexpression von BZLF1 in B95-8-
Zellen gezeigt wurde, sollten vergleichbare Induktionsversuche in den L23-Zellen erfolgen,
die latent mit PLHV-3 infiziert waren. Vorherige Versuche, die Virusproduktion mit
verschiedenen chemischen Stimulantien in diesen Zellen anzuregen, verliefen erfolglos
(Chmielewicz, 2002).

Zur Induktion der lytischen PLHV-3-Replikation wurden L23-Zellen mit den PLHV-1-
Expressionsplasmiden pCR-50, pCR-A6/BZLF1g bzw. beiden Plasmiden (pCR-
50+A6/BZLF1g) unter Verwendung der optimierten Elektroporationsbedingungen (Abschnitt
5.2.8.1.1) transfiziert. Zur Untersuchung einer maoglichen heterologen Transaktivierung
wurden L23-Zellen aul’erdem mit den EBV-Expressionsplasmiden pCMV-BZLF1, pCMV-
BRLF1 bzw. beiden Plasmiden (pCMV-BZ+BRLF1) elektroporiert. Obwohl eine Stimulation
mit TPA keine nennenswerte Induktion der PLHV-3-Replikation induziert hatte (Chmielewicz,
2002), wurde TPA als Stimulanz verwendet, um Vergleiche zu den EBV-Induktionsversuchen
ziehen zu koénnen. Als Negativkontrolle dienten L23-Zellen, die mit dem Kontrollplasmid
pCR-NS transfiziert wurden. Nach zwei bzw. vier Tagen wurden die Zellen und Uberstande
auf ihren Virusgehalt untersucht. Dazu wurde die DNA des gB-Gens als MaR fur die relative

Erhéhung der PLHV-3-Kopienzahl mittels real time-PCR quantifiziert. Zur Ermittlung der
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Standardkurve wurde der PLHV-3-Standard pTOPO-gB in 10-fach Verdiinnungen (1-10°
Kopien/ul) in der real time-PCR eingesetzt und die Cr-Werte gemessen. Neben der PLHV-3-
Kopienzahl wurde f2-Microglobulin als zellulares Referenzgen in den Zellproben
quantifiziert. Als Standard wurde das Plasmid pTOPO-B2MG verwendet, das ebenfalls in 10-
fach Verdlinnungsstufen in der real time-PCR eingesetzt wurde. In Abbildung 49 sind die
Standardkurven zur Ermittlung der gB- bzw. B2-Microglobulin-Kopienzahl dargestellt. Der
Anstieg der Regressionsgeraden diente zur Berechnung der PCR-Effizienz, die mit Werten

um 2 nahe dem theoretischen Optimum lagen.
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Abb. 49: Standardkurven des Zielgens (gB) bzw. des Referenzgens (B2MG) zur Ermittlung der PLHV-3-
Kopienzahl. Die Plasmide pTOPO-gB bzw. pTOPO-B2MG wurden in 10-fach-Verdinnungen (10-106
Kopien/Ansatz) in der real time-PCR eingesetzt und ein Teil des orf08/gB-Gens (blau) bzw. von p2-Microglobulin
(rot) in jeder Probe amplifiziert. Als MaR fir die amplifizierte DNA-Menge in jeder Probe wurde der Cr-Wert
angegeben, der den PCR-Zyklus charakterisiert, bei dem das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal einen
bestimmten Schwellenwert Ubertritt. Aus dem Anstieg der Regressionsgeraden wurde die PCR-Effizienz (E)
ermittelt. Aus den Gleichungen der Geraden und dem entsprechenden Ct-Wert einer Probe wurde die in der
Probe enthaltene PLHV-3-Kopienzahl bzw. p2-Microglobulin-Kopienzahl ermittelt.

Nach Normalisierung der erhaltenen PLHV-3-Kopienzahlen auf die jeweilige f2-
Microglobulin-Kopienzahl in den Zellproben wurde die Kopienzahl der Negativkontrolle (pCR-
NS) dem Wert 1 eingesetzt. Die normalisierten Kopienzahlen der TPA-stimulierten Zellen
wurden auf die normalisierten Kopienzahlen der unstimulierten Zellen bezogen, die ebenfalls
dem Wert 1 gleichgesetzt wurden. Die PLHV-3-Kopienzahlen in den Uberstdnden wurde
zunachst pro ml ermittelt und anschlielend auf die Zellzahl bezogen. Die normalisierten
Kopienzahlen aller Proben aus den Zellen und Uberstanden wurden auf die der
entsprechenden Negativkontrollen bezogen, um die relative Erhéhung der PLHV-3-
Kopienzahl Uber der Negativkontrolle darzustellen. Die Transfektion der PLHV-1- bzw. EBV-

Expressionsplasmide fiihrten weder in den Zellen noch in den Uberstanden zu einer
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verstarkten Produktion von PLHV-3 (Abb. 50 A). Auch die durch TPA nach vier Tagen
induzierte ca. 2-fache Viruskopienzahl im Uberstand ist gegeniiber der Kontrolle zu
vernachlassigen (Abb. 50 B).
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Abb. 50: Stimulation von PLHV-3 in L23-Zellen nach Transfektion von Expressionsplasmiden (A) bzw.
nach chemischer Induktion (B). L23-Zellen wurden mit den oben aufgefiihrten Expressionsplasmiden (A)
transfiziert oder mit TPA (B) induziert. Nach zwei bzw. vier Tagen erfolgte die Ernte der Zellen bzw. die Abnahme
der Ubersténde. Nach Extraktion der viralen DNA wurde mit den Primern 1156s/as ein Teil des gB-ORFs als MaRk
fur die PLHV-3-Genomvermehrung mittels real time-PCR quantifiziert. Als Negativkontrolle dienten entweder L23-
Zellen, die mit dem Plasmid pCR-NS (A) transfiziert wurden oder unstimulierte Zellen (B). Neben der
Quantifizierung des gB-ORFs wurde B2-Microglobulin mit den Primern 059s/as als zelluldres Referenzgen
quantifiziert. Die normalisierten PLHV-3-Kopienzahlen jeder Probe wurden auf die jeweilige normalisierte
Kopienzahl der Kontrolle bezogen, die dem Wert 1 gleichgesetzt wurde. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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Weder die Expression der PLHV-1-Proteine ORF50, ORFA6/BZLF1, oder beider
PLHV-1-Proteine bzw. die Expression der EBV-Proteine BZLF1, BRLF1 oder beider
EBV-Proteine fuhrte zu einer signifikanten Reaktivierung von PLHV-3 mit vermehrter

Virusproduktion in L23-Zellen.

5.2.8.4 Versuche zur Virusreaktivierung mittels Kokultivierung

Zur Anwendung kamen die PLHV-3 latent infizierte B-Zelllinie L23 und die EBV-positive
Krallenaffen-B-Zelllinie B95-8. In bisherigen Versuchen konnte PLHV-3 in L23-Zellen nicht
reaktiviert werden. In diesem Versuch wurde die potentielle Reaktivierung von PLHV-3 durch
EBV untersucht. In einem Teil der B95-8-Zellen befindet sich EBV immer in der produktiven,
lytischen Phase, so dass eine potentielle Reaktivierung von PLHV-3 durch infektiose EBV-
Partikel gewahrleistet ist. Dazu wurden jeweils 1x10° L23-Zellen und 1x10° B95-8-Zellen
kokultiviert. Als Positivkontrolle dienten L23- bzw. B95-8-Zellen, die mit TPA stimuliert
wurden. Unstimulierte L23- bzw. B95-8-Zellen dienten als Negativkontrolle. Parallel dazu
erfolgte die Kokultivierung unter Zugabe von TPA, um die lytische EBV-Replikation zu
maximieren und damit eine eventuelle Reaktivierung von PLHV-3 zu erreichen. Nach zwei
bzw. vier Tagen erfolgte die Extraktion der DNA aus Zellen und Uberstanden und die
Ermittlung der Viruskopienzahlen. Die Berechnung der EBV- bzw. PLHV-3-Kopienzahlen in
den Zellproben erfolgte wie unter 5.2.8.2 bzw. 5.2.8.3 beschrieben. Fur die Ermittlung der
Viruslast in den Uberstanden wurde die absolute EBV- bzw. PLHV-3-Kopienzahl pro ml
Uberstand berechnet. Die Viruskopienzahl wurde hier nicht auf die Zellzahl bezogen, da bei
einer Kokultivierung nicht zwischen den verschiedenen Zelllinien unterschieden werden
konnte.

Die Ergebnisse der Kokultivierung von B95-8- und L23-Zellen sind in Abbildung 51
dargestellt. Weder nach zwei noch nach vier Tagen konnte in den L23-Zellen eine vermehrte
PLHV-3-Produktion festgestellt werden (Abb. 51 A). Auch in den Uberstanden der
kokultivierten L23-Zellen wurde keine Steigerung der PLHV-3-Kopienzahl gemessen (Abb.
51 B). In Ubereinstimmung mit vorherigen Versuchen fiihrte auch die Zugabe von TPA zu
keiner Reaktivierung von PLHV-3 in den L23-Zellen. Im Gegensatz dazu wurde in den TPA-
stimulierten B95-8-Zellen nach zwei Tagen eine ca. 4-fache Steigerung in der EBV-
Kopienzahl ermittelt, die sich nach vier Tagen auf das ca. 6-fache der Negativkontrolle
erhohte (Abb. 51 A). In den Uberstanden dieser Proben steigerte sich die EBV-Viruslast von
ca. 2-fach auf ca. 8-fach nach vier Tagen (Abb. 51 B). Diese Tendenzen stimmen gut mit den
bereits ermittelten Ergebnissen aus Abschnitt 5.2.8.2 tberein. Die Kokultivierung von B95-8-
Zellen mit L23-Zellen fuhrte ebenfalls zu keiner vermehrten EBV-Produktion in den Zellen
oder Uberstanden (Abb. 51 A, B). Die zuséatzliche Gabe von TPA flihrte zu einer dhnlichen
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Steigerung der EBV-Kopienzahlen in den Zellen und Uberstanden wie es fiir die TPA-

induzierten B95-8-Zellen gezeigt wurde.

Durch Kokultivierung von L23- und B95-8-Zellen konnte weder eine Reaktivierung von
PLHV-3 noch von EBV induziert werden.
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Abb. 51: Ergebnisse der Virusreaktivierung nach Kokultivierung von L23- bzw. B95-8-Zellen. PLHV-3-
positive L23-Zellen wurden mit EBV-positiven B95-8-Zellen kokultiviert. Als Positvkontrolle dienten L23- bzw.
B95-8 Zellen, die mit TPA stimuliert wurden. Unstimulierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Nach zwei bzw.
vier Tagen erfolgte die Ernte der Zellen bzw. die Abnahme der Uberstédnde mit nachfolgender Extraktion der
viralen DNA. Mittels real time-PCR erfolgte die Quantifizierung von PLHV-3 bzw. EBV in Zellen (A.) bzw.
Uberstanden (B.). Dabei wurde gB als PLHV-3-Gen bzw. die intergenische EBV-Region als MaR fiir die PLHV-3-
bzw. EBV-Genomvermehrung quantifiziert. Nach Normalisierung der Viruskopienzahlen auf die entsprechenden
Referenzgenkopienzahlen wurden die Viruskopienzahlen der Negativkontrollen dem Wert 1 gleichgesetzt. Die
normalisierten PLHV-3- bzw. EBV-Kopienzahlen jeder Probe wurden auf die jeweilige normalisierte Kopienzahl
der Kontrolle bezogen. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen
Versuchen.
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6. Diskussion

Ziel dieser Dissertation war es, die Funktion putativer immediate early-Proteine von PLHV-1
naher zu charakterisieren. Die herpesviralen immediate early-Proteine sind molekulare
Schalter fir den Ubergang von der Latenz in die lytische Replikationsphase. Durch die
Charakterisierung solcher Proteine besteht die Moglichkeit, Untersuchungen zur
Reaktivierung von Herpesviren aus der Latenz durchzufihren und Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Herpesviren zu studieren. Schon in der Allotransplantation flhrt die
Reaktivierung von Herpesviren zu Komplikationen im transplantierten Patienten. Bedingt
durch die Immunsuppression kdénnen ruhende Herpesviren wie z.B. HCMV, HHV-6, EBV
reaktiviert werden, die ernsthafte Sekundarerkrankungen wie z.B. Pneumonie oder
Enzephalitis im Patienten auslésen koénnen und zu einer vorzeitigen AbstoRung des
Transplantates fihren kénnen (Razonable & Paya, 2002; Singh, 2005). Darlber hinaus
entwickeln Herpesviren ihr pathogenes Potenzial oft erst nach Ubertragung auf eine andere
Spezies. PLHV-1 stellt daher ein modgliches Zoonoserisiko flir den immunsupprimierten
Patienten dar. Die Erkenntnisse zu den Reaktivierungsmechanismen sollten zudem genutzt
werden, ein Zellkultursystem fur die PLHV aufzubauen, um infektidse Viruspartikel in der
Zellkultur zu gewinnen. Dies bietet die Mdglichkeit, die biologischen Eigenschaften der Viren
in Infektionsversuchen mit humanen Zelllinien oder virusfreien Tieren zu untersuchen.
Transaktivierungsstudien mit heterologen Promotoren sollten auflerdem Hinweise darauf
ergeben, ob eine Reaktivierung zwischen verschiedenen Herpesviren mdglich ist. Bei einer
Xenotransplantation waren potentielle Interaktionen zwischen porzinen Herpesviren wie
PLHV-1 mit anderen im Patienten persistierenden Herpesviren wie z.B. VZV, HHV-6, HCMV,
EBV oder HHV-8 vorstellbar (Mueller & Fishman, 2004). Uber 90% der menschlichen
Population ist beispielsweise mit HHV-6 und EBV infiziert. In Folge von Reaktivierungen
kénnten kritisch verlaufende Sekundarinfektionen die Gesundheit des Organrezipienten und
den Erfolg der Transplantation gefdhrden. Durch Rekombination kénnten schliel3lich neue
Virusspezies mit humanpathogenen Eigenschaften entstehen. Diese Untersuchungen sollten
einen Beitrag zur Abschatzung des Gefahrdungspotentials von PLHV-1 in der

Xenotransplantation leisten.

6.1 Auswahl der Regulatorproteine und Promotoren

Im Genom von PLHV-1 wurden zwei Gene (orfA6/BZLF1,, orf50) identifiziert, die Homologie
zu den bekannten Transaktivatorgenen des EBV (orfBRLF1 und orfBZLF1) bzw. des HHV-8
(orf50 und orfK-bzip) zeigen. Die Genprodukte wirken als essentielle Regulatorproteine fir
den Ubergang von der Latenz in die lytische Replikationsphase von EBV bzw. HHV-8 (Sun
et al., 1998; Countryman & Miller, 1985; Ragoczy et al., 1998). In HHV-8 wurde K-bzip als
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BZLF1-homologes Protein identifiziert, dessen Uberexpression in latent HHV-8-infizierten
Zellen nicht zu einer Reaktivierung von HHV-8 fuhrt (Lin et al., 1999; Polson et al., 2001).
PLHV-1 orf57 wurde als drittes Gen identifiziert, das Ubereinstimmungen zu den orf57-
homologen Genen in EBV (orfBMLF1) und HHV-8 (orf57) zeigt. In EBV und HHV-8 wirkt
ORF57 vorrangig als posttranskriptionaler Aktivator.

Die Analyse der Aminosauresequenz der PLHV-1-Proteine ORF50, ORFA6/BZLF1, und
ORF57 zeigte bereits viele strukturelle Ubereinstimmungen mit den homologen Proteinen
aus anderen y-Herpesviren (Abschnitte 2.5.1, 2.5.2, 2.5.3). Neben diesen Sequenz- und
Strukturhomologien sollte geklart werden, ob funktionelle Ahnlichkeiten zu den homologen
Proteinen aus EBV und HHV-8 bestehen. In Reportergenstudien sollte die potentielle
Funktion von PLHV-1 ORF50, ORFAG6/BZLF1, und ORF57 als Transkriptionsaktivator
untersucht werden. Dazu wurden die PLHV-1-Promotoren der putativen, immediate early-
Gene orfAG/BZLF 1y, orf50, der early-Gene orf57, orf59, orf09/DNA-Polymerase und des /ate-
Gens orf08/Glykoprotein B (gB) in Reportergenvektoren kloniert. Deren entsprechende
Promotoren in EBV und HHV-8 werden bis auf wenige Ausnahmen durch HHV-8 ORF50
bzw. EBV BRLF1 und BZLF1 aktiviert.

6.2 Priifung der Funktionalitat der ausgewéhlten PLHV-1-Regulatoren

Zur Kontrolle der Funktionalitat der verwendeten Expressionsplasmide pCR-50, pCR-
A6/BZLF1g bzw. pCR-A6/BZLF1sp und pCR-57 wurde die Transkription der klonierten,
viralen Gene mittels RACE-PCR Uuberprift. Nach der Transfektion der Plasmide in 293-
Graham-Zellen konnten alle viralen Transkripte nachgewiesen werden. Die mittels RACE-
PCR erhaltenen Amplifikate stimmten mit den berechneten Grélien Uberein.

Da der ORF50 als Flag-Fusionsprotein nicht zur Expression gebracht werden konnte, wurde
sowohl die gespleildte als auch die genomische Variante von orf50 in den Vektor pCMV-myc
kloniert. Beide Klone fuihrten zur Expression von ORF50. Das mit einem c-Myc-tag markierte
ORF50-Protein konnte mit einer Hauptproteinbande bei ca. 72 kDa im Westernblot detektiert
werden. Diese GroRe weicht ungefahr um 12 kDa von der mittels MacVector errechneten
ProteingroRe von 60,3 kDa ab. Dieser GroRenunterschied kénnte durch posttranslationale
Modifikationen am Protein verursacht sein. Aus der Literatur ist bekannt, dass das homologe
Protein HHV-8 ORF50 an multiplen Phosphorylierungsstellen (Serin- und Threoninreste) am
C-Terminus durch Proteinkinasen phosphoryliert wird (Lukac et al., 1999; Gwack et al.,
2003). Diese Modifikationen flhren zu einer Abweichung von mehr als 30 kDa vom
vorhergesagten Molekulargewicht. Wahrend fur HHV-8 ORF50 eine Gréfie von 73,7 kDa
vorhergesagt wurde, lag die tatsdchliche Grofle im Westernblot bei 110 kDa. Neben der
beschriebenen Hauptproteinbande von PLHV-1 ORF50 wurde eine schwachere Bande bei

ca. 38 kDa ermittelt. Da diese Proteinbande nach wiederholter Expression des Proteins
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unterschiedlich stark im SDS-Gel vertreten war, kdonnte es sich um ein Abbauprodukt
handeln. DarlGber hinaus kénnte es sich auch um eine zweite Spleillvariante von ORF50
handeln, die bereits mittels RACE-PCR identifiziert wurde (Lindner et al., 2007).

Die Transfektion von Zellen mit den Plasmiden pCRAG6/BZLF1sp-HAn bzw.
pCRAG6/BZLF1sp-HAc fihrte zu keiner Expression von ORFAG6/BZLF1,. Dies stimmt mit
Ergebnissen des Luziferase-Reportergenassay uberein, indem keine Transkriptionsaktivitat
der klonierten gespleiliten ORFAG/BZLF1,-Variante festgestellt wurde. Mittels RACE-PCR
wurde allerdings die Transkription des gespleiRten orfA6/BZLF1, gezeigt, wenn Zellen mit
dem Konstrukt pCR-A6/BZLF1sp transfiziert wurden. Es gibt jedoch Hinweise, dass der
Spleilprozess der pra-mRNA flir eine nachfolgende, effiziente Proteinexpression notwendig
ist (Huang & Gorman, 1990). Dies koénnte erklaren, warum die gespleifite Form des
orfA6/BZLF 1y, zu keiner nachweisbaren Proteinexpression flhrte.

Die genomische Variante des ORFAG/BZLF1,-Proteins wurde mit einem Hamagglutinin-tag
am N- bzw. C-Terminus markiert und die Expression der Fusionsproteine im Westernblot
untersucht. Die Gro3en der Proteine von ca. 24 kDa (N-terminal) bzw. 22 kDa (C-terminal)
stimmten gut mit den mittels MacVector errechneten Molekulargewichten von ca. 22 kDa
Uberein. Dies kdnnte daraufhin deuten, dass das ORFAG/BZLF1,-Protein moéglicherweise
nicht posttranslational modifiziert ist. Im Gegensatz dazu wurden bei den ORFAG/BZLF1,-
homologen Proteinen in HHV-8 bzw. EBV Abweichungen zwischen vorhergesagtem und
tatsachlichem Molekulargewicht festgestellt. Wahrend fur HHV-8 K-bzip eine GrofRe von ca.
27 kDa vorhergesagt wurde, lag die tatsachliche Grofle im SDS-Gel bei 37 kDa. Dieser
Grolenunterschied wird durch posttranslationale Modifikationen wie z.B. der
Phosphorylierung des Proteins am Serinrest 167 ausgeldst (Polson et al., 2001). EBV BZLF1
besitzt ein Molekulargewicht von 40-42 kDa und ist an mehreren Serin-(S186, S167) und
Threoninresten (T159) phosporyliert (Daibata et al., 1992; Baumann et al., 1998; EI-Guindy &
Miller, 2006). Die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren ist ein wichtiger
Mechanismus, die Transkriptionsaktivitat dieser Proteine zu regulieren (EI-Guindy & Miller,
2004). HHV-8 K-bzip und EBV BZLF1 sind auRerdem sumoylierte Proteine (Adamson &
Kenney, 2001; Izumiya et al., 2005). SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier 1) ist ein
kleines zellulares Protein, das uUber spezifische Lysinreste an Proteine gebunden wird. Eine
SUMO-Modifikation konnte auch fur die zelluldren Proteine c-Jun und p53 gezeigt werden
(Muller et al.,, 2000). Die Sumoylierung kann die Lokalisation, die Stabilitdt und die
transkriptionale Aktivitat von Proteinen beeinflussen.

Zur Detektion von ORF57 im Westernblot wurde das Protein ebenfalls am N- bzw. C-
Terminus mit einem Hamagglutinin-tag markiert. Mittels Westernblot konnte die Expression
von N- und C-terminal markierten ORF57-Protein nachgewiesen werden. Die Proteine mit

einer molekularen Masse von 57 bzw. 54 kDa stimmten gut mit denen mittels MacVector
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errechneten Groélken von ca. 51 kDa Uberein und liegen im GroéRenbereich bekannter
homologer ORF57-Proteine. Das ORF57-homologe Protein aus HHV-8 hat eine GréRRe von
ca. 50 kDa und ist phosphoryliert. EBV BMLF1 ist ebenfalls ein phosphoryliertes Polypeptid
mit einer molekularen Masse von ca. 53 kDa (Cook et al., 1994).

Die Analyse der Aminosauresequenz der PLHV-1-Proteine ORF50, ORFA6/BZLF1,, und
ORF57 zeigte, dass alle Proteine ein oder mehrere Kernlokalisierungssignale enthalten. In
Ubereinstimmung mit den homologen Proteinen aus EBV und HHV-8 konnte mittels
Immunfluoreszenz die Lokalisation der PLHV-1-Proteine im Zellkern gezeigt werden. Die

PLHV-1-Proteine befanden sich immer auf3erhalb der Nukleoli.

6.3 Transkriptionsaktivitdt von PLHV-1 ORF50, ORFA6/BZLF1, und ORF57

PLHV-1 ORF50 flhrte mit Ausnahme seines eigenen Promotors zu einer starken Aktivierung
der PLHV-1-Promotoren in 293-Graham- und PK15-Zellen. Dabei waren die
Aktivierungsraten in 293-Graham-Zellen (5-289-fach) ca. 2-fach héher als in PK15- (3-134-
fach) und IPAM-Zellen (2-29-fach). Diese Unterschiede kdnnen nicht auf unterschiedliche
Transfektionseffizienzen in den Zelllinien zurickgefihrt werden, da alle Luziferasewerte auf
die entsprechenden p-Galactosidasewerte bezogen wurden. Die unterschiedlichen
Aktivierungsraten in 293-Graham-, PK15- und IPAM-Zellen liegen wahrscheinlich in der
Prasenz von spezifischen, zellularen Faktoren begriindet, die in 293-Graham-Zellen die
Transaktivierung der Promotoren verstdrken. Daneben koénnten diese Effekte auch
zelllinienspezifisch oder speziesbedingt sein. Die konzentrationsabhangige Transaktivierung
der Promotoren orf50, orfA6/BZLF1,, orf57 und orf59 bestéatigte, dass die Starke der
Aktivierung der PLHV-1-Promotoren direkt mit der Konzentration von PLHV-1 ORFS50
korreliert ist. Betrachtet man die Starke der Transaktivierungen der verschiedenen PLHV-1-
Promotoren, so lassen sich einige Gemeinsamkeiten zur Aktivierung der entsprechenden
Promotoren in HHV-8 und EBV durch die ORF50-homologen Proteine erkennen. Tabelle 22
gibt einen zusammenfassenden Uberblick tGber die Transaktivierung von PLHV-1-, EBV- und
HHV-8-Promotoren durch die entsprechenden ORF50-homologen Proteine aus PLHV-1,
EBV und HHV-8. Die Aktivierungsraten sind nicht direkt vergleichbar, da die Daten mit
Ausnahme von PLHV-1 aus Publikationen stammen, die unterschiedliche Zelllinien
verwendet haben. Dennoch sind signifikante Effekte erkennbar. Die starke Aktivierung des
orfA6/BZLF1,-bzw. orf57-Promotors durch PLHV-1 ORF50 wurde beispielsweise auch fur die
homologen ORF50-Proteine aus HHV-8 und EBV gezeigt. Sowohl HHV-8 ORF50 als auch
EBV BRLF1 flhrte zu einer starken Induktion der Promotoraktivitdt der entsprechenden
Gene orfK-bzip/BZLF1 bzw. orf57/BMLF1 (Lukac et al., 1999; Lukac et al., 2001; Byun et al.,
2002, Adamson et al., 2000; Holley-Guthrie et al., 1990).
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Tabelle 22: Aktivierung von PLHV-1-, EBV- bzw. HHV-8-Promotoren durch die
homologen ORF50-Proteine aus PLHV-1, EBV bzw. HHV-8

Induktion der Promotoraktivitédt durch die ORF50-
homologen Proteine aus
Homologer Promotor in PLHV-1, PLHV-1 EBV HHV-8
EBV bzw. HHV-8
p_orf50 + (+)++ +
p_orfA6/BZLF 1y ++++ ++ ++++
p_orf57 ++ ++++ ++
p_orf59 +++ ++++ ++
p_orf09/DNA-Polymerase ++ ++ +
p_orf08/gB ++++ +++ ++++
+ schwach (bis 5-fach)
++ mittel (5-50-fach)

+++ stark (50-100-fach)

++++  sehr stark (> 100-fach)

Quellen: Holley-Guthrie et al., 1990; Ragoczy et al., 1998; Lukac et al., 1999; Lukac et al., 2001; Adamson et al.,
2000; Feederle et al., 2000; Byun et al., 2002

Die in PLHV-1, HHV-8 und EBV beobachtete Stimulation der orfK-bzip- bzw. orf57-
homologen Gene spricht fur einen Aktivierungsmechanismus, der in vy-Herpesviren
konserviert sein kénnte. Die Aktivierung des orf59-Promotors durch PLHV-1 ORFS50 ist auch
fur EBV BRLF1 und HHV-8 ORF50 belegt (Ragoczy et al., 1998; Lukac et al., 1998). Der
ORF59 ist in EBV (BMRF1) und HHV-8 (ORF59) eine Komponente der aktiven DNA-
Polymerase und damit essentiell fur die virale DNA-Replikation. Die geringe Autostimulation
des PLHV-1 orf50-Promotors durch PLHV-1 ORF50 stimmt ebenfalls mit Ergebnissen der
Autoregulation von HHV-8 ORF50 und EBV BRLF1 uberein (Byun et al., 2002; Zalani et al.,
1992). Allerdings ist die Starke der Autoregulation durch EBV BRLF1 etwas hdher im
Vergleich zu PLHV-1 bzw. HHV-8 ORF50 (Tab. 22). Die Aktivierung der DNA-Polymerase
bzw. des Glykoprotein B (gB) durch PLHV-1 ORFS50 korreliert mit Reportergenstudien aus
EBV und HHV-8. EBV BRLF1 stimuliert indirekt die Expression der DNA-Polymerase
(BALF5) bzw. die des Glykoproteins gp350 (Liu et al., 1996; Feederle et al., 2000). Die sehr
starke Induktion der gB-Promotoraktivitat wurde auch fur HHV-8 ORF50 gezeigt (Damania et
al, 2004). Die ORF50-vermittelte Aktivierung von Genen verlauft in HHV-8 und EBV
entweder direkt Uber Rta-response elements (RRE) oder indirekt unter Beteiligung von
zellularen Trankriptionsfaktoren (siehe Abschnitt 2.5.1.1). Da Bindungsstudien (EMSA) fur
PLHV-1 ORF50 an die Promotorsequenzen nicht durchgefiihrt wurden, kann eine Aussage
zur Art der Aktivierung der PLHV-1-Promotoren durch PLHV-1 ORF50 nicht getroffen
werden. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass die Aktivierung der PLHV-1-Promotoren auch
entweder Uber direkte Bindung von ORF50 an spezifische RRE-ahnliche Bindemotive oder

aber indirekt unter Beteiligung von zellularen Faktoren erfolgt. Die Ergebnisse zeigen, dass
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PLHV-1 ORF50 ein starker Transkriptionsaktivator von PLHV-1-Promotoren ist, welche die

Expression wichtiger friher und spater Proteine kontrollieren.

Im Vergleich zu EBV BZLF1 und HHV-8 K-bzip nimmt PLHV-1 ORFAG/BZLF1, eine mittlere
Stellung ein. Wahrend EBV BZLF1 als starker Transkriptionsaktivator von lytischen EBV-
Genen wirkt, konnte fur HHV-8 K-bzip keine direkte Aktivierung von HHV-8-Promotoren
gezeigt werden (Lacoste et al., 2004). Dagegen fihrte PLHV-1 ORFAG/BZLF1, zu einer
moderaten Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren, die in 293-Graham-Zellen eine ca. 3-
8-fache Aktivierungsrate erreichte. Eine Ubersicht zur Transaktivierung der entsprechenden
PLHV-1-, EBV- und HHV-8-Promotoren durch die ORFA6/BZLF1,-homologen Proteine aus
PLHV-1, EBV und HHV-8 zeigt Tabelle 23. Die Daten zu EBV und HHV-8 wurden
unterschiedlichen Veréffentlichungen entnommen und kdnnen aufgrund unterschiedlicher
Zellsysteme nicht direkt verglichen werden. Signifikante Unterschiede sind dennoch gut

erkennbar.

Tabelle 23: Aktivierung von PLHV-1-, EBV- bzw. HHV-8-Promotoren durch die
homologen ORFA6/BZLF1,-Proteine aus PLHV-1, EBV bzw. HHV-8

Induktion der Promotoraktivitédt durch die
ORFAG6/BZLF1,-homologen Proteine aus
Homologer Promotor in PLHV-1, PLHV-1 EBV HHV-8
EBV bzw. HHV-8
p_orf50 + ++ -
p_orfA6/BZLF1;, ++ + -
p_orf57 + + -
p_orf59 + +++ -
p_orf09/DNA-Polymerase + + -
p_orf08/gB + +++ -
- keine Aktivierung
+ schwach (bis 5-fach)
++ mittel (5-10-fach)

+++ stark (liber 50-fach)
Quellen: Flemington & Speck, 1990a; Holley-Guthrie et al., 1990; Feederle et al., 2000; Liu & Speck, 2003

Die beobachtete  Autostimulation des orfA6/BZLF1,-Promotors durch PLHV-1
ORFAG6/BZLF1, wurde auch fur EBV BZLF1 beschrieben (Flemington & Speck, 1990). Die
Aktivierung der PLHV-1-Promotoren orf50, orf57 und orf59 durch ORFAG6/BZLF1;, stimmen
ebenfalls mit Ergebnissen aus Reportergenstudien mit EBV BZLF1 Uberein. EBV BZLF1
bindet direkt an ZRE in den Promotoren der EBV-Gene orfBRLF1, orffBMLF1 und orfBMRF1
und fuhrt nachfolgend zu deren Aktivierung (Liu & Speck, 2003; Kenney et al., 1989, Holley-
Guthrie et al., 1990; Kolman et al., 1996). Die Stimulation der Expression der DNA-
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Polymerase (BALF5) und gB (BALF4) aus EBV wurde ebenfalls fur EBV BZLF1 gezeigt
(Feederle et al., 2000). In PK15-Zellen wurden mit ORFAG6/BZLF1, deutlich niedrigere
Aktivierungsraten als in 293-Graham-Zellen ermittelt. Dagegen wurde in IPAM-Zellen keine
Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch ORFAG6/BZLF1, festgestellt. Die in 293-
Graham-Zellen deutlich erhéhten Aktivierungsraten sind wie bereits erwahnt wahrscheinlich
zelltyp- oder speziesspezifisch. Die konzentrationsabhangige Aktivierung der PLHV-1-
Promotoren orf50, orfAG/BZLF1,, orf57 und orf59 zeigte auch hier, dass die Starke der
Aktivierung dieser Promotoren mit der Konzentration von ORFAG/BZLF1,, korreliert. Da eine
Bindung von ORFAG6/BZLF1, an die PLHV-1-Promotoren nicht untersucht wurde, kann auch
hier keine Aussage zur Art der Aktivierung der PLHV-1-Promotoren getroffen werden. Sie
konnte entweder direkt Uber ZRE-ahnliche Bindemotive fir ORFAG6/BZLF1, oder Uber

zellulare Proteine vermittelt werden.

PLHV-1 ORF57 flhrte nicht zu einer Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren. Dies ist
Ubereinstimmend mit Ergebnissen aus HHV-8 und EBV, in denen die ORF57-homologen
Proteine kaum oder keine transaktivierenden Eigenschaften besitzen. In HHV-8 wurde eine
sehr geringe (2-fach) Transaktivierung von verschiedenen HHV-8-Promotoren ermittelt
(Kirshner et al., 2000). Untersuchungen von EBV BMLF1 und HVS ORF57 zeigten, dass die
ORF57-vermittelte Akkumulation von Transkripten im Zytoplasma von der An- bzw.
Abwesenheit von Introns abhangt (Ruvolo et al., 1998; Whitehouse et al., 1998). Dabei
fordert ORF57 die Expression meist viraler Transkripte, die keine Introns enthalten, in dem
es den zytoplasmatischen Transport dieser mRNAs vermittelt. In Folge werden solche
Transkripte verstarkt translatiert (Whitehouse et al., 1998). Auch HHV-8 ORF57 wirkt
zusammen mit zelluldren Proteinen als RNA-transportierendes Protein (Malik et al., 2004b).
Experimente, inwieweit PLHV-1 ORF57 den Transport von mRNAs beeinflusst, wurden nicht
durchgefihrt.

6.4 PLHV-1-Promotoraktivitat bei Koexpression von ORF50 und ORFAG6/BZLF1,

Aus vorangegangenen Reporterstudien ging hervor, dass PLHV-1 ORF50 und
ORFAG6/BZLF1, in unterschiedlicher Starke zu einer Aktivierung von PLHV-1-Promotoren
fuhrten. Daraus lasst sich ableiten, dass eine Koexpression von beiden Proteinen zu einer
synergistischen Aktivierung der PLHV-1-Promotoren flihren sollte, da beide Proteine
offenbar direkt oder indirekt die Transkription der viralen PLHV-1 Gene bewirken. In EBV
werden beispielsweise die Promotoren der EBV-Gene orfBMRF1 und orfBRLF1 durch
BZLF1 und BRLF1 synergistisch aktiviert (Quinlivan et al., 1993; Liu & Speck, 2003).
Koexpressionsexperimente in  293-Graham-Zellen zeigten allerdings, dass der
ORFAG6/BZLF1, promotorabhangig die Transkriptionsaktivitat von ORF50 beeinflusst
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(Abschnitt 5.2.4.1). Bei Koexpression von ORF50 und ORFAG6/BZLF1, wurde eine
konzentrationsabhangige Reduktion in der ORF50-vermittelten Aktivierung der Promotoren
orfA6/BZLF 1y, orf57 und orf59 beobachtet (Tab. 24). Dagegen fuhrte die alleinige Expression
von ORF50 zu einer starken Aktivierung der PLHV-1-Promotoren. Im Gegensatz dazu wurde
bei simultaner Expression von ORF50 und ORFAG/BZLF1,, nur eine leichte Kostimulation
des orf50-Promotors gemessen (Tab. 24). Es ist nicht davon auszugehen, dass die
Ergebnisse einem Titrationseffekt zu Grunde liegen, da in Abhangigkeit des Promotors

unterschiedliche Effekte gemessen wurden.

Tabelle 24: Einfluss von PLHV-1 ORFAG6/BZLF1, auf das Transaktivierungspotential
von ORF50 in 293-Graham-Zellen

x-fache Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch
PLHV-1-Promotor | ORF50 (300 ng) | ORFA6/BZLF1,(300 ng) ORF50 + ORFA6/BZLF1y
(je 300 ng)
pGL-pA6 159 = 39 3,3+0,2 3710 |
pGL-p50 45+0,5 36+0,3 5+08
pGL-p57 31+6 23+0,5 27+5 |
pGL-p59 136 = 43 3+0,2 54+8 |

| Reduktion der Promotoraktivitat

? Stimulation der Promotoraktivitat

Die Daten wurden dem Ergebnisteil 5.2.4.1 Abbildungen 28 A, C und 29 A, C entnommen. Angegeben sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.

Die Ergebnisse zeigen, dass ORFAG6/BZLF1, als Antagonist bei der ORF50-vermittelten
Induktion einiger PLHV-1-Promotoren wirkt. ORFAG6/BZLF1, kénnte das
Transaktivierungspotential von ORF50 in Abhangigkeit des Promotors modulieren. In HHV-8
wird die ORF50-vermittelte Aktivierung von HHV-8-Promotoren ebenfalls durch das
ORFAG6/BZLF1,-homologe Protein K-bzip beeinflusst. Bei Koexpression von HHV-8 ORF50
und K-bzip wurde die Transaktivierung der HHV-8-Promotoren orfK-bzip und orf57
konzentrationsabhangig gehemmt (lzumiya et al., 2003b; Liao et al., 2003). Die Aktivierung
des PAN RNA-Promotors wurde dagegen nicht beeinflusst (Izumiya et al., 2003b). K-bzip
stimuliert selbst keinen dieser HHV-8-Promotoren. Weitere Untersuchungen ergaben, dass
K-bzip Uber seine Leucinzipperdomane direkt mit HHV-8 ORF50 interagiert (Liao et al.,
2003). Bei HHV-8 ORF50 wurde die Aminosaureregion 499-550 am C-Terminus als
interagierende Domane identifiziert (Izumiya et al., 2003b). Fiur HHV-8 K-bzip wurde die
Funktion als transkriptionaler Repressor der ORF50-vermittelten Genexpression postuliert
(Izumiya et al., 2003b). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass HHV-8 K-bzip
sumoyliert ist und diese Modifikation die Repressorfunktion von K-bzip vermittelt (Izumiya et

al., 2005). Die Bindung von SUMO an K-bzip kénnte zur Bindung von Histondeacetylasen
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(HDAC) fuhren, die durch Modifikation der Chromatinstruktur die Transkriptionsaktivitat von
ORF50 vermindern. Neben der Bindung von SUMO fungiert K-bzip auch als Adaptermolekil
fur das E2 SUMO-konjugierende Enzym Ubc9 (lzumiya et al., 2005). Ubc9 modifiziert
ebenfalls die Chromatinstruktur, die den Transkriptionskomplex umgibt, so dass in Folge die
Transkriptionsaktivitat von HHV-8 ORF50 vermindert wird.

Ahnliche Ergebnisse sind fir EBV BZLF1 ermittelt worden. Die SUMO-Modifikation von
BZLF1 fuhrte zu einer Hemmung in der Aktivierung des orfBMRF1- und orfBRLF1-Promotors
(Adamson, 2005). BZLF1 hemmt auferdem die BRLF1-vermittelte Aktivierung des
orfBLRF2- bzw. orfBHLF1-Promotors (Giot et al., 1991; Ragoczy & Miller, 1999). BLRF2 ist
eine Komponente der Virionen und wird als spates Gen exprimiert. Die Funktion des BHLF1-
Proteins ist dagegen unbekannt (Gruffat et al., 1990). Die Repressorfunktion von BZLF1 wird
aulBerdem durch die Phosphorylierung am Serinrest 173 und 167 vermittelt (EI-Guindy &
Miller, 2004).

Interessanterweise konnte die PLHV-1 ORFA6/BZLF1, induzierte Hemmung der
Transkriptionsaktivitdt von ORF50 in PK15-Zellen nicht beobachtet werden (Abschnitt
5.2.4.2). Hier fuhrte die Koexpression von ORF50 und ORFAG/BZLF1,, unabhangig davon,
welcher Transaktivator in gesteigerter Konzentration eingesetzt wurde, zu einer
synergistischen Aktivierung der PLHV-1-Promotoren. Die unterschiedlichen Ergebnisse in
den verwendeten Zelllinien deuten daraufhin, dass zelluldre Proteine beteiligt sind, die in
PK15-Zellen fehlen oder inaktiv sind und somit die in 293-Graham-Zellen beobachtete
Repressorfunktion von ORFA6/BZLF1, nicht auftritt. Zellulare Proteine kénnen z.B.
Proteinkinasen oder Phosphatasen sein, die den Phosphorylierungsgrad des
Transkriptionsfaktors verdndern und damit die Interaktionsfahigkeit mit anderen Proteinen
beeinflussen. Somit wird reguliert, ob Koaktivatoren mit HAT-Aktivitat, die die Transkription
einleiten, oder Korepressoren mit HDAC-Aktivitat, die die Transkription unterdricken, am
Promotor binden. Darlber hinaus kénnten diese Effekte zelllinien- oder speziesspezifisch
sein. Die Ergebnisse deuten an, dass PLHV-1 ORFAG6/BZLF1,, die Transkriptionsaktivitat von
ORF50 promotorabhangig beeinflusst. Damit kénnte ORFAG/BZLF1,, als Modulator der
Transkriptionsaktivitdt von ORF50 wirken und die ORF50-vermittelte Transkription fein
regulieren. Die herpesvirale Genexpression erfolgt in einer strengen, zeitlichen Reihenfolge,
in der die Expression von Genen in verschiedenen Phasen stimuliert bzw. reprimiert werden
muf. Die Regulation der ORF50-vermittelten Genexpression ist daher essentiell fur den

erfolgreichen Ablauf des herpesviralen Replikationszyklus und der Produktion reifer Virionen.

6.5 PLHV-1-Promotoraktivitat bei Koexpression von ORF57 und ORF50

Die Reportergenstudien im homologen System ergaben, dass PLHV-1 ORF57 kein

Transkriptionsaktivator ist. Diese Eigenschaft teilt es mit ORF57-homologen Proteinen aus
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anderen Herpesviren wie EBV BMLF1, HHV-8 ORF57 oder HSV-1 ICP27, in denen es
vorrangig als posttranskriptionaler Aktivator fungiert (Abschnitt 2.5.3.1). HHV-8 ORF57
beeinflusst auRerdem die Transkriptionsaktivitat von ORF50 in Abhangigkeit des Promotors.
Bei Koexpression von HHV-8 ORF50 und ORF57 wurde die Aktivierung des PAN RNA-,
Kaposin- und orf50-Promotors synergistisch verstarkt (Kirshner et al., 2000; Malik et al.,
2004a). Im Gegensatz dazu wurde die Aktivitdt des Thymidinkinase-(TK) Promotors nicht
beeinflusst (Kirshner et al., 2000). Die Verstarkung der Transkriptionsaktivitat von ORF50
konnte spater eindeutig auf eine Wechselwirkung zwischen ORF50 und ORF57
zuruckgefihrt werden (Malik et al., 2004a).

Die Experimente zur Aktivierung der PLHV-1-Promotoren orf50, orfA6/BZLF1,, orf57 und
orf59 bei Koexpression von PLHV-1 ORF50 und ORF57 zeigten, dass auch PLHV-1 ORF57
die Transkriptionsaktivitdt von ORF50 verstarkt (Tab. 25). Sowohl in 293-Graham-Zellen als
auch in PK15-Zellen fuhrte schon eine geringe Zugabe von ORF57 (150 ng) bei einer
konstanten DNA-Menge von ORF50 (300 ng) zu einer synergistischen Aktivierung von
verschiedenen PLHV-1-Promotoren gegeniber der singularen Stimulation durch ORF50.
Dabei fuhrte ORF57 allein nicht zu einer Induktion der PLHV-1-Promotoren.

Tabelle 25: Einfluss von PLHV-1 ORF57 auf das Transaktivierungspotential von ORF50
in 293-Graham-Zellen

x-fache Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren durch
PLHV-1-Promotor ORF50 (300 ng) ORF57 (300 ng) ORF50 + ORF57 (je 300 ng)
pGL-pA6 108 + 43 - 688 + 162 1
pGL-p50 1,6 +0,1 - 27+03 ¢
pGL-p57 15+2 - 112+ 4 i
pGL-p59 9+2 - 40+ 9 1

? Stimulation der Promotoraktivitat
Die Daten wurden dem Ergebnisteil 5.2.5.1 Abbildungen 32 A, C und 33 A, C entnommen. Angegeben sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.

In beiden Zelllinien wurde besonders die Aktivierung des orfA6/BZLF1,-Promotors bei
Koexpression von ORF50 und ORF57 verstarkt, gefolgt von der Induktion des orf57- bzw.
orf59-Promotors. Umso starker die Transaktivierung durch ORF50 verlauft, umso hoéher
scheint auch die synergistische Aktivierung durch ORF57 zu sein. Im Gegensatz dazu wurde
der orf50-Promotor in beiden Zelllinien kaum oder nur sehr gering (2-3fach) bei
Koexpression von ORF50 und ORF57 induziert. Dieser Promotor wird wiederum durch
ORF50 auch nur sehr gering stimuliert. In 293-Graham-Zellen trat nach der anfanglichen,
starken Aktivierung der Promotoren durch Zugabe von pCR-57 eine Reduktion in der
Promotoraktivitat aller getesteten PLHV-1-Promotoren auf (Abschnitt 5.2.5.1). Dieser Effekt

kénnte theoretisch einer Ubertitrierung mit ORF57 zugrunde liegen, allerdings wurde im
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gleichen Experimentansatz in PK15-Zellen keine Hemmung, sondern nur eine Stagnation in
der Promotoraktivitdt beobachtet (Abschnitt 5.2.5.2). Somit kann ein inhibitorischer Effekt
durch Ubertitrierung weitgehend ausgeschlossen werden.

Diese unterschiedlichen Tendenzen in 293-Graham- und PK15-Zellen legen den Schluss
nahe, dass in 293-Graham-Zellen zellulare Proteine involviert sind, die den durch ORF57-
ausgeldsten hemmenden Effekt unterstitzen. Ein speziesspezischer oder zelllinienbedingter
Effekt ist ebenfalls denkbar. Die beobachtete, synergistische Transaktivierung der PLHV-1-
Promotoren kann zum einen einer direkten Interaktion zwischen ORF50 und ORF57 zu
Grunde liegen, so wie es fur die homologen Proteine in HSV-1, VZV und HHV-8 gezeigt
wurde (Panagiotidis et al., 1997; Spengler et al., 2000; Malik et al., 2004 a). ORF57 kénnte
durch seine Interaktion mit ORF50 dessen DNA-Bindungsaffinitdt erhdhen und damit die
ORF50-vermittelte Aktivierung der PLHV-1-Promotoren verstarken. Eine weitere Moglichkeit
besteht darin, dass ORF57 posttranskriptional wirkt. Die ORF57-homologen Proteine aus
HHV-8 und EBV transportieren vorrangig gespleifte virale RNAs ins Zytoplasma der Zelle
(Abschnitt 2.5.3.1). Da in den Kotransfektionsexperimenten ein ORF50-Expressionsplasmid
(pCR-50sp) verwendet wurde, das den gespleildten orf50 tragt, kdnnte PLHV-1 ORF57
theoretisch zu einer zytoplasmatischen Akkumulation der orf50-mRNA fuhren. Die verstarkte
Expression von ORF50 wurde dann die verstarkte Transaktivierung der PLHV-1-Promotoren
erklaren. In HHV-8 fuhrte ORF57 allerdings nicht zu einer Akkumulation der orf50-mRNA mit
nachfolgender verstarkter Expression von ORF50 (Kirshner et al., 2000). Die Funktion von

PLHV-1 ORF57 als RNA-Exportfaktor misste in weiteren Versuchen geklart werden.

6.6 Interaktion zwischen PLHV-1 ORF50 und ORFA6/BZLF1,

Bisherige Reportergenstudien in 293-Graham-Zellen zeigten, dass ORFAG/BZLF1, die
ORF50-vermittelte Aktivierung von einigen PLHV-1-Promotoren hemmt. In PK15-Zellen
wurde dagegen ein synergistischer Effekt bei Koexpression von ORFA6/BZLF1, und ORF50
beobachtet. Dies deutet daraufhin, dass zellulére Proteine beteiligt sind, die in Abhangigkeit
von der Zelllinie eine inhibitorische bzw. aktivierende Funktion von ORFAG6/BZLF1,, bewirken.
ORFAG6/BZLF1, kbénnte dabei direkt oder indirekt Uber zelluldre Faktoren unabhangig von
ORF50 an bestimmte Sequenzbindeelemente binden. Daneben ware eine direkte Interaktion
von ORFAG6/BZLF1, mit ORF50 mdglich, die bereits fir die homologen Proteine bei HHV-8
beschrieben wurde (Liao et al., 2003; Izumiya et al., 2003b).

Mittels Koimmunprazipitation konnte eine direkte Assoziation zwischen PLHV-1 ORF50 und
ORFAG6/BZLF1, nicht eindeutig gezeigt werden. Die Verwendung eines Waschpuffers mit
0,1 % Ovalbumin und verschiedenen Konzentrationen von Tween 20 konnte zwar die
unspezifischen Bindungen von ORF50 an die Protein-G-Sepharose reduzieren, jedoch nicht

vollstandig eliminieren. Die in der Negativkontrolle vorhandene ORF50-Bande kdnnte auch
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einem Ausfallen des ORF50-Proteins wahrend der Immunprazipitation zugrunde liegen. Da
die ORFAG6/BZLF1,-, ORF50- und ORF57-homologen Proteine aus HHV-8 und EBV
phosphoryliert sind und diese Phosphorylierung moglicherweise fir die Interaktion zwischen
den Proteinen wichtig ist, wurde dem Lysis- und Waschpuffer Phosphataseinhibitoren wie
Natriumfluorid und Natriumorthovanadat zugesetzt. Um eine Degradation der Proteine zu
vermeiden, wurden aulerdem Proteinkinaseinhibitoren wie PMSF und ein spezieller
Protease-Inhibitorcocktail von Roche verwendet. Trotz dieser Ma3nhahmen blieb die Frage
nach einer Interaktion zwischen ORF50 und ORFAG6/BZLF1,, unbeantwortet.

6.7 Interaktion zwischen PLHV-1 ORF50 und ORF57

Zuvor durchgefihrte Luziferase-Reportergenassays zeigten, dass die simultane
Koexpression von ORF50 und ORF57 zu einer synergistischen Transaktivierung von einigen
PLHV-1-Promotoren fuhrte. Eine direkte Assoziation zwischen den PLHV-1-Proteinen ware
vorstellbar. In VZV konnte die Bindung zwischen dem ORF50-homologen IE62 und dem
ORF57-homologen IE4 gezeigt werden (Spengler et al., 2000). Die Interaktion zwischen
beiden Proteinen soll die Bindung von IEG62 an den spezifischen Promotor verstarken. Auch
in HSV-1 konnte eine Interaktion des ORF57-homologen Proteins ICP27 mit dem ORF50-
homologen ICP4 gezeigt werden (Panagiotidis et al., 1997). ICP27 moduliert Uber seine
Bindung an ICP4 dessen Fahigkeit stabil an DNA zu binden. Malik et al. (2004a) konnte die
Wechselwirkung zwischen HHV-8 ORF50 und ORF57 erstmalig in einem y-Herpesvirus
zeigen. FUr die Bindung zwischen HHV-8 ORF57 und ORFS50 scheint die N-terminale
Aminosaureregion (17-215) von ORF57 involviert zu sein (Malik et al., 2004a).

Mittels Koimmunprazipitation konnte weder die Bindung zwischen N-terminal noch zwischen
C-terminal markiertem ORF57-Protein und ORF50 gezeigt werden. Wie bereits unter 6.6
erlautert, kam es auch hier zu einer unspezifischen Bindung von ORF50 an Protein-G-
Sepharose oder zu einem Ausfallen des Proteins wahrend der Koimmunprazipitation. In den
Kontrollansatzen war ORF50 immer als schwache Proteinbande nachweisbar, die sich in
ihrer Intensitat nicht signifikant von der ORF50-Bande im ORF57-Prazipitat unterschied.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit Hilfe der Koimmunprazipitation eine
Interaktion zwischen den PLHV-1-Proteinen nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Eine
weitere Mdglichkeit, Proteininteraktionen zu detektieren, bestinde in der Durchfihrung
anderer Methoden wie z.B. des Yeast-Two-Hybrid-Systems, eines Pull-Down-Assays oder

mittels Biacore.
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6.8 Induktion der EBV-Promotoraktivitat im homologen System

Die Induktion der klonierten EBV-Promotoren wurde zunachst im homologen System
getestet. EBV BRLF1 fuhrte zu einer starken (ca. 10-200-fach) Transaktivierung der EBV-
Promotoren in 293-Graham-Zellen. Im Allgemeinen war die Stimulation der EBV-Promotor-
Aktivitdt in PK15-Zellen deutlich niedriger und beruht mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf der
Prasenz spezifischer zellularer Proteine, die die Aktivierung der Promotoren in 293-Graham-
Zellen verstarken. Zudem koénnte dieser Effekt zelllinien- oder speziesspezifisch sein. Die
Stimulation der EBV-Promotoren orfBMRF1 (Holley-Guthrie et al., 1990) und orfBMLF1
(Kenney et al., 1989a) erfolgt direkt durch Bindung von BRLF1 an RRE (Rta response
element). Dagegen werden die Promotoren der EBV-Gene orfBZLF1 und orfBRLF1 indirekt
durch BRLF1 unter Beteiligung von zellularen Faktoren wie ATF-2/c-jun bzw. Sp1 und Sp3
induziert (Liu et al., 1997; Darr et al., 2001; Ragoczy & Miller, 2001). Die Induktion des
orfBZLF1-Promotors durch BRLF1 geschieht beispielsweise Uber die Aktivierung von MAPK
(mitogen-activated proteinkinase) bzw. JNK (c-Jun N-terminal kinase), die nachfolgend zu
einer Phosphorylierung von Transktiptionsfaktoren wie ATF-2 und c-jun fihren (Adamson et
al., 2000). Die Bindung dieser Faktoren tragt zur Aktivierung des Promotors von orfBZLF1
bei.

Im Gegensatz zu EBV BRLF1 filhrte BZLF1 zu einer schwachen Aktivierung (3-10-fach)
seines eigenen Promotors und des orfBRLF1-Promotors. Fur die Autostimulation des
orfBZLF1-Promotors wurde die Promotorregion von -221 bis +12 als absolut notwendig
charakterisiert (Flemington & Speck, 1990a). Diese Region enthalt die fur die Stimulation
durch BZLF1 essentiellen ZRE-Bindemotive (ZIIIA, ZIIIB), an die BZLF1 als Homodimer
bindet (Abschnitt 5.1.3.2). Daneben gibt es =zahlreiche Bindemotive fur zellulare
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Sp1, Sp3, MEF2D u.a. (Liu et al., 1997). Die relativ geringe
Stimulation der Promotoren der Gene orfBZLF1 bzw. orfBRLF1 durch BZLF1 stimmt mit
Ergebnissen anderer Verodffentlichungen dberein. In Hela-Zellen wurde eine 2-fache
Induktion von orfBZLF1 bzw. 10-fache Induktion von orfBRLF1 durch BZLF1 gemessen
(Huang et al., 2006). Im Gegensatz dazu fuhrte EBV BZLF1 zu einer starken Aktivierung der
Promotoren orf BMRF1 und orfBMLF1 (bis 295-fach), die ebenfalls fir HeLa-Zellen belegt ist
(Quinlivan et al., 1993). Die Induktion der Genexpression geschieht hier durch direkte
Bindung von BZLF1 an ZRE bzw. AP-1 Bindemotive, die in den Promotoren der EBV-Gene
orfBRLF1, orfBMRF1 und orfBMLF1 identifiziert wurden (Flemington & Speck, 1990b; Liu &
Speck, 2003; Quinlivan et al.,, 1993; Kenney et al., 1989; Kolman et al., 1996). Die
Ergebnisse der Transaktivierung von EBV-Promotoren durch BZLF1 und BRLF1
verdeutlichen, dass die klonierten EBV-Promotorregionen die fur die Aktivierung

notwendigen Sequenzbindeelemente fir Transkriptionsfaktoren tragen.
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6.9 Induktion der EBV-Promotoraktivitat durch PLHV-1-Proteine

Um eine mdgliche Interaktion zwischen PLHV-1 und EBV auf molekularer Ebene zu
untersuchen, wurde die Transaktivierung von EBV-Promotoren durch PLHV-1 ORF50 und
ORFAG6/BZLF 1, untersucht. Interessanterweise fihrte PLHV-1 ORF50 zu keiner Aktivierung
von EBV-Promotoren. Offenbar fehlen in den klonierten Promotorbereichen Sequenzmotive
fur die direkte Bindung von PLHV-1 ORF50 und/oder fir zelluldare Proteine, die in
Kooperation mit ORF50 eine indirekte Aktivierung der Promotoren vermitteln. Im Gegensatz
dazu zeigten Reportergenstudien, die in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dario di
Luca (Universitat Ferrara, Italien) erarbeitet wurden, dass PLHV-1 ORF50 ein Transaktivator
von HHV-8-Promotoren ist. PLHV-1 ORF50 fuhrte in 293-Graham-Zellen zu einer moderaten
Aktivierung (ca. 2-7-fach) von HHV-8-Promotoren (Santoni et al., 2006). In stabil
transfizierten 293-Graham-Zellen konnte eine bis zu 27-fache Aktivierung der HHV-8-
Promotoren durch PLHV-1 ORF50 ermittelt werden. HHV-8 ORF50 flhrte umgekehrt zu
einer starken Transaktivierung von PLHV-1-Promotoren (Santoni et al., 2006). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die klonierten HHV-8-Promotorregionen offenbar Sequenzmotive
tragen, die fur eine Induktion durch PLHV-1 ORF50 notwendig sind. In den klonierten EBV-
Promotorregionen scheinen aquivalente Bindemotive nicht prasent zu sein. Eine mogliche
Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte die Auswahl der Promotorregionen
sein. Bei der Klonierung der HHV-8-Promotoren wurden die Promotorregionen kloniert, die
den homologen PLHV-1-Promotorregionen entsprachen. Im Gegensatz dazu korrelieren die
Promotorregionen der EBV-Promotoren nicht mit denen der PLHV-1- bzw. HHV-8-
Promotoren. Die Klonierung der EBV-Promotoren erfolgte basierend auf publizierten
Bindemotiven fur Transkriptionsfaktoren (Abschnitt 5.1.2.2). Aus diesem Grund variierte auch
die GroéRe der klonierten EBV-Promotoren starker als die der PLHV-1- oder HHV-8-
Promotoren.

Im Gegensatz zu PLHV-1 ORF50 fihrte ORFAG6/BZLF 1y, zu einer moderaten Aktivierung (bis
4,5-fach) der EBV-Promotoren. Diese Aktivierung kénnte Uber ZRE-&hnliche Bindemotive
oder aber uber zellulare Proteine vermittelt werden. PLHV-1 ORFAG6/BZLF1, stimulierte
dagegen nicht die Aktivierung von HHV-8-Promotoren (Santoni et al., 2006). Die Versuche
zeigen, dass die Funktion als Transkriptionsaktivator zwischen PLHV-1 ORF50, HHV-8
ORF50 und EBV BRLF1 konserviert ist. Die Ergebnisse geben den ersten Hinweis, dass
EBV mit PLHV-1 interagieren kénnte. Im Rahmen der Xenotransplantation besteht damit das

Risiko einer gegenseitigen Reaktivierung dieser Viren.

6.10 Induktion der PLHV-1-Promotoraktivitidt durch EBV-Proteine

EBV BRLF1 flhrte zu einer starken Aktivierung von PLHV-1-Promotoren (5-72-fach) in 293-

Graham-Zellen. Vor allem die Aktivitat der Promotoren orf57 und orf59 wurde induziert. Wie
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schon im homologen System beobachtet, waren auch hier die Aktivierungsraten der PLHV-1-
Promotoren in PK15-Zellen deutlich niedriger als in 293-Graham-Zellen. Im Vergleich zum
homologen PLHV-1-System stimulierte EBV BRLF1 die Aktivierung des PLHV-1 orf50- und
orf57-Promotors deutlich starker als PLHV-1 ORF50. Dies deutet darauf hin, dass EBV
BRLF1 entweder direkt an RRE-ahnliche Sequenzen im Promotor dieser PLHV-1-Gene
bindet oder aber =zelluldre Proteine die Induktion der Promotoren vermitteln. Die
Reportergenstudien im heterologen System deuten an, dass EBV BRLF1 den lytischen
Infektionszyklus von PLHV-1 induzieren kdnnte.

Im Gegensatz zu EBV BRLF1 fihrte BZLF1 zu einer deutlich schwéacheren (3-10-fach)
Aktivierung der PLHV-1-Promotoren. Am starksten wurden die Promotoren der PLHV-1-
Gene orf57 und orf08/gB durch BZLF1 induziert. Die Aktivierungsraten dieser Promotoren
lagen deutlich Gber denen, die mit PLHV-1 ORFAG6/BZLF1,, erhalten wurden. Méglicherweise
existieren in diesen Promotoren Bindemotive fur BZLF1, die aber nicht von PLHV-1
ORFAG6/BZLF1,, erkannt werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die PLHV-1-
Promotoren Sequenzbindemotive enthalten, die von EBV BZLF1 bzw. BRLF1 erkannt
werden oder aber Bindesequenzen fir zelluldre Faktoren darstellen, die die Transaktivierung
durch BZLF1 bzw. BRLF1 vermitteln. Diese Reportergenstudien geben einen deutlichen

Hinweis, dass EBV mit PLHV-1 wechselwirken konnte.

6.11 Reaktivierung von Herpesviren

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit bestand darin, ein Zellkultursystem fur PLHV-3 zu etablieren.
Nach erfolgreicher Kultivierung von Viren kdnnen die Infektiositat, die Zellpathogenitat und
andere Charakteristika der Viren untersucht werden. Die Herstellung von Knock-out-
Mutanten ermdéglicht die Funktionsbestimmung von Virusproteinen und deren Bedeutung flr
das Virus. Auch fir Infektionsversuche an virusnegativen Tieren ist die Anzucht und
Gewinnung von infektidsen Viruspartikeln unerlasslich. y-Herpesviren lassen sich im
Gegensatz zu a-Herpesviren nur schwer anzichten. Fir OvHV-2 (Ovines Herpesvirus 2)
wurde bis vor kurzem kein Zellkultursystem beschrieben, in dem sich die Viren effizient
replizieren. Inzwischen gelang es OvHV-2-positive T-Zellen bzw. PBMC zu kultivieren, in
denen der lytische Infektionszyklus durch Chemikalien induziert werden konnte (Thonur et
al., 2006). Auch fur EBV und HHV-8 bestehen nur Zelllinien, die latent mit EBV bzw. HHV-8
infiziert sind, und in denen der lytische Replikationszyklus durch bestimmte Stimulantien wie
TPA (12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat), n-Butyrat, lonomycin, INF-y u.a. induziert
werden kann (Luka et al., 1979; Miller et al., 1997; Renne et al.,, 1996; Yu et al., 1999).
Vorherige Versuche, PLHV-3 mit verschiedenen Induktoren wie z.B. TPA, n- Butyrat,
lonomycin u.a. in latent mit PLHV-3 infizierten L23-Zellen zu induzieren, verliefen ohne Erfolg

(Chmielewicz, 2002). Auch eine Kokultivierung von viruspositiven, primaren PBMC
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(peripheral blood mononuclear cells) mit verschiedenen permanenten Zelllinien vom
Schwein, Affe oder Mensch flhrte zu keiner Infektion der adharenten Zellen (Chmielewicz,
2002). Eine weitere Moglichkeit, den lytischen Infektionszyklus zu induzieren, besteht darin,
bestimmte Regulatorproteine der immediate early-Genexpression in latent Virus-infizierten
Zellen im Uberschuss zu exprimieren und somit den Eintritt in die lytische Phase zu
bewirken. Durch Transfektion eines BZLF1-Expressionsplasmides in EBV-positive Zellen
konnte der lytische Infektionszyklus von EBV induziert werden (Countryman & Miller, 1985;
Takada et al., 1986; Grogan et al., 1997). Auch die Uberexpression von HHV-8 ORF50 in
HHV-8 latent infizierten Zellen flhrte zur Initiation der Iytischen Virusreplikation (Lukac et al.,
1998; Sun et al.,, 1998; Gradoville et al., 2000). Neben der Virusreaktivierung durch
viruseigene Transaktivatoren konnte die Induktion des lytischen Infektionszyklus auch durch
Uberexpression von ORF50-homologen Proteinen aus anderen Herpesviren gezeigt werden.
Die Reaktivierung von MHV-68 in latent mit MHV-68 infizierten Zellen wurde beispielsweise
durch die Transfektion der Zellen mit HHV-8 orf50 induziert (Rickabaugh et al., 2005).
Umgekehrt konnte der lytische Infektionszyklus von HHV-8 durch die ORF50-homologen
Proteine aus MHV-68 und RRV induziert werden (Damania et al., 2004). Diese Studien und
eigene Reportergenversuche gaben Anlass zu der Hoffnung, dass PLHV-3 in L23-Zellen
durch Uberexpression von PLHV-1 ORF50 oder EBV BRLF1 bzw. BZLF1 reaktiviert werden

konnte.

6.11.1 Reaktivierung des lytischen Infektionszyklus von EBV

Als Vorversuch flr die Reaktivierung von PLHV-3 wurden zunachst EBV-positive B95-8
Zellen mit den fir EBV BZLF1 oder EBV BRLF1 kodierenden Expressionsplasmiden mittels
Elektroporation transfiziert. Die Quantifizierung der Virus-DNA mittels quantitativer PCR
erfolgte nach zwei bzw. vier Tagen in den Zellen und Uberstanden. Um die Vermehrung von
viraler DNA zu messen, wurde mittels real time-PCR eine intergenische Region von EBV
quantifiziert (Solassol et al., 2001). Von der Quantifizierung eines viralen Transkriptes wurde
abgesehen, da so nur eine Aussage Uber die Expression eines bestimmten viralen Gens
getroffen werden kann. Die verstarkte Expression eines viralen immediate early-Gens gibt
jedoch keine Auskunft, ob die Induktion des lytischen Replikationszyklus tatsachlich zur
viralen DNA-Replikation flhrt. Aus diesen Grinden wurde nur virale DNA quantifiziert, um
die Vermehrung von Virusgenomen als Folge der lytischen Replikation nachzuweisen. Die
Uberexpression von BZLF1 in den B95-8-Zellen fiihrte nach zwei Tagen zu einer ca. 5-
fachen Erhéhung der EBV-Kopienzahl in den Zellen gegeniber den Kontrollzellen. In Zellen,
die mit pPCMV-BRLF1 bzw. pCMV-BRLF1+pCMV-BZLF1 transfiziert wurden, erhdhte sich die
EBV-Kopienzahl um den Faktor 2,5. Betrachtet man den Einfluss der PLHV-1-Proteine, so

konnte zumindest in den Zellen ein leichter Anstieg der EBV-Kopienzahl (ca. 2-fach)
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gemessen werden, wenn eine Kotransfektion mit den Plasmiden pCR-50 bzw. pCR50 +
pCR-A6/BZLF1g erfolgte. Die singuldre Expression von ORFAG6/BZLF1, in B85-8-Zellen
fuhrte dagegen zu keiner Erhdhung der EBV-Kopienzahl. Betrachtet man die EBV-
Kopienzahl in den Uberstanden, so konnte erst nach vier Tagen eine Erhéhung der Viruslast
festgestellt werden, wenn die Zellen mit den verschiedenen Expressionsplasmiden
transfiziert worden waren. Bei Transfektion der B95-8-Zellen mit den EBV-
Expressionsplasmiden wurde eine ca. 3-4-fache Steigerung der EBV-Kopienzahl gemessen.
In Analogie zur Viruskopienzahl in den Zellen wurde nach vier Tagen eine schwache (2-fach)
Erhéhung der Viruslast in den Uberstanden von Zellen gemessen, die mit den PLHV-1-
Expressionsplasmiden pCR-50 und pCR-50+pCR-A6/BZLF1g transfiziert wurden. Die
starkste Stimulation der EBV-Replikation konnte nach vier Tagen durch TPA (14-fach)
erreicht werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die lytische EBV-Replikation in B95-8-Zellen
am effektivsten durch TPA induziert werden konnte. Die Uberexpression von BZLF1 bzw.
BRLF1 flhrte eindeutig zu einer Reaktivierung von EBV aus der Latenz, aber nicht zu einer
TPA-vergleichbaren Reaktivierung.

Fir die im Vergleich zu TPA relativ geringe Induktion der EBV-Replikation durch die
Uberexpression von BZLF1 kénnte es mehrere Erklarungen geben. Zum einen liegt die
Transfektionseffizienz der B95-8-Zellen nur bei ca. 40-50%, wahrend alle Zellen prinzipiell
durch TPA stimulierbar waren. Durch das Wachstum der Zellen nimmt auflerdem die
Plasmidanzahl pro Zelle ab. Dariber hinaus haben nicht-transfizierte Zellen einen
Wachstumsvorteil gegenutber transfizierten Zellen, so dass die Expressionsrate der
plasmidkodierten Proteine im Laufe der Zeit abnimmt. In den TPA-induzierten Proben waren
die Zellen Uber den gesamten Zeitraum mit derselben Konzentration an TPA ausgesetzt.
Zum anderen ist bekannt, dass nicht jede latent Virus-infizierte Zelllinie durch mehrere
Induktoren stimulierbar ist. Die hier verwendete Zelllinie B95-8 ist z.B. besonders gut durch
TPA stimulierbar, wahrend andere EBV-positive Zelllinien wie z.B. HHV14-16 nur durch
Trichostatin A (TSA) und n-Butyrat, aber nicht durch TPA, stimulierbar sind (Gradoville et al.,
2002; EI-Guindy et al., 2002). Die Induktion der Ilytischen EBV-Replikation durch
Uberexpression von BZLF1 wurde bisher nur in einigen EBV-positiven Burkitt-
Lymphomzelllinien wie z.B. Raji, Akata, BL41/C116, HH514-16 oder EBV-positiven
Epithelzelllinien wie NPC-KT, D98/HE-R1 gezeigt (Zalani et al., 1996; Rooney et al., 1989;
Ragoczy et al.,, 1998). Eine Reaktivierung von EBV mit Hilfe von TPA in der Zelllinie
BL41/C116 blieb dagegen erfolglos (Rooney et al., 1989). Durch Transfektion eines BRLF1-
Plasmides konnte die lytische EBV-Replikation in einigen epithelialen Zelllinien wie z.B.
NPC-KT, D98/HE-R1 und EBV-positiven Burkitt-Lymphomzellen wie HH514-16 gezeigt
werden (Zalani et al., 1996; Ragoczy et al., 1998). Dies verdeutlicht, dass die Wahl der

virusinfizierten Zelllinien je nach Induktionsvariante entscheidend ist.
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Darlber hinaus kdnnten Mutationen im Genom der verwendeten Zelllinie auftreten, die z.B.
bestimmte Proteine von Signalkaskaden betreffen, so dass in Folge die Induktionsfahigkeit
durch einen bestimmten Induktor nachlasst oder verloren gehen kann. Die TPA-induzierte
virale DNA-Replikation wird Uber intrazellulare Signalkaskaden vermittelt wird. TPA ist ein
potenter Aktivator der Proteinkinase C (PKC), die Uber die Aktivierung der MAPK (mitogen-
activated protein kinase) bzw. JNK (c-Jun n-terminal kinase) zur Phosphorylierung von
zellularem c-Jun fihrt (Gao et al., 2001). Phosphoryliertes c-Jun bindet c-Fos unter Bildung
des Faktors AP-1, der nachfolgend an AP-1- oder TRE (TPA response elements)-
Bindemotive im Promotor des BZLF1-Gens bindet (Flemington & Speck, 1990a). Damit wird
die Expression von BZLF1 eingeleitet, das die Transkription weiterer immediate early-Gene
wie z.B. BRLF1 stimuliert.

Die Induktion des lytischen Zyklus kann jedoch auch unabhangig von der PKC erfolgen. Die
nur durch TSA und n-Butyrat stimulierbare EBV-positive Zelllinie HHV14-16 wird unter
Ausschluss des PKC-Signalweges aktiviert (Gradoville et al., 2002). N-Butyrat und TSA sind
Histondeacetylase (HDAC)-Inhibitoren, die durch Hemmung dieser Enzyme eine
Acetylierung von Histonen bewirken und nachfolgend eine Auflockerung der
Chromatinstruktur ermdglichen (Jenkins et al., 2000). Dies bedeutet, dass die PKC-
vermittelte Aktivierung des lytischen Infektionszyklus nur einen Mechanismus von vielen
darstellt.

Eine weitere Erklarung fiir die geringere EBV-Stimulation in B95-8-Zellen bei Uberexpression
von BZLF1 kénnte mit der Regulation des BZLF1-Promotors (Zp) zusammenhangen. Fur die
Reaktivierung von EBV wurde folgendes Modell postuliert. Der Zp-Promotor des BZLF1-
Gens ist wahrend der Latenz negativ reguliert. Verschiedene negative Sequenzbindemotive
im Zp-Promotor wie z.B. ZV (Kraus et al.,, 2001), ZIIR (Liu et al., 1998) und ZIA-ZID
(Flemington & Speck, 1990a; Liu et al., 1997) binden zellulare Proteine wie z.B. Sp1, Sp3
oder MEF2D, die wiederum Proteine rekrutieren, die als HDAC wirken und die Transkription
von BZLF1 unterdriicken. Die HDAC bewirken eine Deacetylierung der Histone, wodurch die
Chromatinstruktur verdichtet wird und nachfolgend eine Bindung von Transkriptionsfaktoren
reprimiert wird (Wolffe, 1996; Gruffat et al., 2002b). Die TPA-induzierte Aktivierung von
Signalkaskaden fuhrt durch einen unbekannten Mechanismus zur Verdrangung der HDAC
und zur Bindung von Koaktivatoren am Zp-Promotor. EBV BZLF1 interagiert beispielsweise
mit dem Koaktivator CREB (Adamson & Kenney, 1999), der zur Histonacetylierung und
Dekondensation des Chromatins fihrt. Dies fuhrt zur initialen Expression von BZLF1, das
nachfolgend an ZRE (ZIIIA, ZIlIB) im Zp-Promotor bindet und Uber die Autoregulation zu
einer verstarkten Transkription vom Zp-Promotor fuhrt (Flemington & Speck, 1990a). BZLF1
bindet dann an die ZRE (ZRE-1, ZRE-2) im Promotor des BRLF1-Gens (Rp) und stimuliert
die Expression dieses immediate early-Proteins (Liu & Speck, 2003). BZLF1 und BRLF1
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induzieren dann die weitere Expression von friihen und spaten Genen. Uber die Transfektion
von Expressionsplasmiden in latent virusinfizierte Zellen wird moéglicherweise die Induktion
dieser intrazellularen Signalkaskaden umgangen. Die durch Transfektion des BZLF1-
Expressionsplasmides verursachte Uberexpression von BZLF1 in den B95-8-Zellen kénnte
mdglicherweise nur unzureichend die Chromatinstruktur um den Zp-Promotor 6ffnen und die
initiale Transkription von endogenem BZLF1 induzieren. Kolman et al. (1996) und Le Roux et
al. (1996) zeigten, dass die Transfektion eines BZLF1-Expressionsplasmides in latent EBV-
infizierten Zellen die lytische EBV-Replikation induziert, aber der endogene Zp-Promotor
nicht aktiviert wird. Eine Veroffentlichung von Deng et al. (2003) untermauerte allerdings,
dass exogenes BZLF1 an den Zp-Promotor in latent infizierten Zellen bindet.

Diese zum  Teil widersprichlichen Ergebnisse spiegeln die  komplizierten
Regulationsmechanismen wider, die je nach Zelllinie unterschiedlich sind. Mit den Versuchen
konnte gezeigt werden, dass eine Reaktivierung von EBV in B95-8-Zellen durch TPA aber
auch durch Uberexpression von BZLF1 bzw. BRLF1 mdglich ist. Um die Induktion der
lytischen EBV-Replikation auch auf Transkript- bzw. Proteinebene dazustellen, ware es
sinnvoll gewesen, parallel die Expression eines Markergens darzustellen. Bei EBV dient das
BMRF1-Protein als Marker der lytischen EBV-Replikation (Zalani et al., 1996; Ragoczy et al.,
1998). BMRF1 ist eine Komponente der aktiven viralen DNA-Polymerase und wird als friihes
Gen sehr stark exprimiert. In latent EBV-infizierten Zellen wird BMRF1 dagegen nicht
exprimiert. Die Detektion der BMRF1-mRNA mittels Northernblot oder der Nachweis des
BMRF1-Proteins im Westernblot hatten die mittels real time-PCR erhaltenen Ergebnisse
untermauern kdnnen. Der zusatzliche Nachweis des BMRF1-Proteins hatte vor allem die
Interpretation von real time-PCR-Daten erleichtert, die eine schwache Viruslast ergaben.
Zellen, die mit PLHV-1 ORF50 bzw. ORF50+ORFAG6/BZLF1, transfiziert worden waren,
zeigten in den Zellen und den Uberstanden eine sehr schwache Erhéhung der EBV-
Kopienzahl, die als nicht signifikant interpretiert wurde. Die zusatzliche Detektion von BMRF1
in diesen Zellen hatte die real time-PCR-Daten bestatigt und so eine eindeutigere
Interpretation der Daten erlaubt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass PLHV-1 nicht oder nur schwach zur Induktion
des lytischen Infektionszyklus von EBV in B95-8-Zellen fuhrte. Dies liegt mit groller
Wahrscheinlichkeit an der Zelllinie B95-8, die besonders gut durch TPA stimulierbar ist.
Dagegen scheint diese B-Zelllinie weniger gut fur Induktionsversuche geeignet, in denen
immediate early-Proteine Uberexprimiert werden. In einem anderen Zellsystem flhrte
allerdings die Uberexpression von PLHV-1 ORF50 bzw. ORFA6/BZLF1, auch zu keiner
Reaktivierung von EBV aus der Latenz (Prof. Dr. W. Hammerschmidt, personliche
Mitteilung). Die Frage bleibt somit unbeantwortet, ob PLHV-1 ORF50 den Iytischen

Infektionszyklus von EBV induzieren kénnte.
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6.11.2 Reaktivierung des lytischen Infektionszyklus von PLHV-3

Vorherige Versuche den lytischen Replikationszyklus von PLHV-3 in latent Virus-infizierten
L23-Zellen mit TPA, n-Butyrat, lonomycin u.a. zu reaktivieren, schlugen fehl (Chmielewicz,
2002). Ein weiterer Versuch den lytischen Infektionszyklus von PLHV-3 zu induzieren, sollte
darin bestehen, die zuvor identifizierten Transkriptionsaktivatoren PLHV-1 ORF50 bzw.
ORFAG6/BZLF1,, in L23-Zellen Uberzuexprimieren um nachfolgend die Iytische
Virusreplikation zu bewirken. Besondere Hoffnung lag dabei auf PLHV-1 ORF50, dessen
homologes Protein in HHV-8, EBV, MHV-68 und HVS zur Reaktivierung der Herpesviren
fuhrt (Sun et al., 1998; Feederle et al., 2000; Wu et al., 2000).

Zur Reaktivierung von PLHV-3 wurden PLHV-3-positive L23-Zellen zum einen mit den
PLHV-1-Expressionsplasmiden pCR-50 und/oder pCR-A6/BZLF1g transfiziert und die Zellen
fur vier Tage kultiviert. Nach zwei bzw. vier Tagen wurde die Virus-DNA aus den Zellen und
Uberstanden prapariert und die Viruslast der Proben mittels real time-PCR bestimmt. Als
Maly fir die PLHV-3-Replikation wurde ein Teil des Glykoprotein B-Gens quantifiziert
(Chmielewicz, 2002). Daruber hinaus erfolgte die Transfektion der L23-Zellen mit den EBV-
Expressionsplasmiden pCMV-BZLF1 und/oder pCMV-BRLF1. Heterologe
Reportergenassays hatten zuvor gezeigt, dass EBV BRLF1 und BZLF1 zu einer
Transaktivierung von verschiedenen PLHV-1-Promotoren fuhrte. Dies gab Anlass zu der
Hoffnung, dass die EBV-Transaktivatoren die Ilytische PLHV-3-Replikation induzieren
kénnten. Weder die Transfektion des ORF50- bzw. ORFA6/BZLF1,-Expressionsplasmides,
noch die Kombination von beiden Plasmiden fihrte zur Reaktivierung von PLHV-3 in den
L23-Zellen. Ein Anstieg der Viruslast konnte daher weder in den Zellen noch in den
Uberstanden ermittelt werden. Auch die Transfektion der L23-Zellen mit den EBV-
Expressionsplasmiden pCMV-BRLF1 bzw. pCMV-BZLF1 oder die Kombination von beiden
Plasmiden fihrte zu keiner nennenswerten PLHV-3-Replikation. Bei Verwendung des
Phorbolesters TPA konnte lediglich ein ca. 2-facher Anstieg der PLHV-3-Kopienzahl im
Uberstand gemessen werden. Diese schwache PLHV-3-Induktion ist (ibereinstimmend mit
friheren Ergebnissen der PLHV-3-Induktion (Chmielewicz, 2002).

Die Unstimulierbarkeit von PLHV-3 in den L23-Zellen kdénnte zum einen darin liegen, dass
das Virus im Laufe der Kultivierung der Zellen einen Teil des Genoms verloren hat. PCR-
Analysen von B. Chmielewicz verdeutlichten jedoch, dass der bis zu diesem Zeitpunkt
sequenzierte Genombereich von orf03-49 keine groReren Deletionen oder Insertionen
enthalt (Chmielewicz, 2002). Allerdings kdnnten Punktmutationen im Genom vorhanden sein,
die so nicht identifiziert wurden und Proteinprodukte betreffen, die in Signalkaskaden
involviert sind.

Eine weitere Moglichkeit flir die negative Virusreaktivierung in L23-Zellen durch die

verwendeten Expressionsplasmide kdnnte daraus resultieren, dass nicht putative immediate
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early-Gene von PLHV-3, sondern von PLHV-1 kloniert wurden. Dies lag der Tatsache
zugrunde, dass zum Zeitpunkt des Beginns der Arbeit die Kartierung des Genoms von
PLHV-1 am weitesten fortgeschritten war und nur eine Klonierung von PLHV-1-Genen
mdglich war. AuRerdem lag keine latent mit PLHV-1 infizierte Zelllinie vor. Das ORF50-
Protein aus PLHV-1 besitzt ca. 71 % Ubereinstimmung zum ORF50-Protein aus PLHV-3
(Abschnitt 2.5.1, Tab. 3). Die geringere phylogenetische Verwandtschaft zwischen PLHV-1
und PLHV-3 kdnnte theoretisch die Ursache fir die erfolglose PLHV-3-Reaktivierung in L23-
Zellen sein. Die Arbeiten von Damania et al. (2004) zeigten allerdings, dass der lytische
Infektionszyklus von HHV-8 durch die ORF50-homologen Proteine aus dem Murinen
Herpesvirus Typ 68 (MHV-68) und dem Rhesusaffen Rhadinovirus (RRV) induziert werden
kann. Die Homologie zwischen HHV-8 ORF50 und MHV-68 bzw. RRV ORF50 ist mit 43%
bzw. 55% deutlich geringer als zwischen PLHV-1 und PLHV-3. Eine weitere Verdéffentlichung
konnte die Reaktivierung von MHV-68 durch HHV-8 ORF50 darlegen (Rickabaugh et al.,
2005). Daraus ergibt sich, dass die Verwendung von PLHV-1 ORF50 bzw. ORFA6/BZLF1,
fur die Reaktivierung von PLHV-3 sicher nicht optimal war, jedoch aufgrund der nahen
Verwandtschaft zwischen PLHV-1 und PLHV-3 nicht die Ursache fir die Unstimulierbarkeit
der PLHV-3-positiven L23-Zellen sind.

Eine weitere Ursache fir die Unstimulierbarkeit der L23-Zellen kénnte darin bestehen, dass
Mutationen in zellularen Genen vorliegen, deren Genprodukte wichtige Funktionen in
Signalkaskaden ausuben. Ein solcher Defekt kdnnte eine Virusreaktivierung verhindern.
Bedingt durch einen viralen oder zellularen Genomdefekt kénnte auch der Replikations- oder
Reifungsprozess der Viruspartikel gestort sein. Dass ein zellularer oder viraler Gendefekt in
den PLHV-3-positiven L23-Zellen vorliegt, wird auch von der Tatsache unterstitzt, dass die
Expression von PLHV-1 ORF50 in latent HHV-8 infizierten BC-3-Zellen zu einer erhdhten
Transkription von orfnut-1 (PAN RNA) flhrte (Santoni et al., 2006). Die Transkription der
PAN RNA dient als Marker fir die lytische HHV-8-Replikation. Diese Ergebnisse deuten an,
dass PLHV-1 ORF50 regulatorische Eigenschaften besitzt und den Iytischen Infektionszyklus
von HHV-8 in BC-3-Zellen induzieren koénnte. Im Gegensatz dazu flhrte weder die
Expression von PLHV-1 ORFA6/BZLF1, noch von ORF57 in BC-3-Zellen zu einer
verstarkten Transkription der PAN RNA (Santoni et al., 2006).

6.11.3 Virusreaktivierung mittels Kokultivierung

Zur Anzucht der PLHV wurden bereits erfolglos PLHV-positive PBMC mit virusnegativen
primaren Zellen vom Schwein kokultiviert (Chmielewicz, 2002). Eine weitere Mdglichkeit,
Herpesviren aus der Latenz zu reaktivieren, besteht darin, Zellen zu kokultivieren, die mit
Herpesviren infiziert sind. Durch Kokultivierung von HHV-6-infizierten T-Zellen mit HHV-8-

infizierten BCBL-Zellen konnte beispielsweise die lytische HHV-8- Replikation induziert
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werden (Lu et al., 2005). Zur Reaktivierung von PLHV-3 wurden latent mit PLHV-3 infizierte
L23-Zellen mit latent EBV-infizierten B95-8-Zellen kokultiviert. Ein Teil der B95-8-Zellen
befindet sich immer in der lytischen Replikationsphase, so dass freigesetztes EBV
theoretisch zu einer Infektion der L23-Zellen fihren kénnte. In Folge der Infektion der L23-
Zelle mit EBV konnte so der lytische Infektionszyklus von PLHV-3 induziert werden. Um die
EBV-Viruslast im Uberstand zu erhéhen, wurde auRerdem TPA als chemischer Induktor fiir
die EBV-Replikation verwendet. Nach zwei bzw. vier Tagen wurden die Zellen und
Uberstande gewonnen und Virus-DNA prapariert. In den Proben wurde sowohl die PLHV-3-
als auch die EBV-Kopienzahl bestimmt. Weder in den L23-Zellen noch im Uberstand konnte
nach einer Kokultivierung mit B95-8 Zellen eine erhdhte PLHV-3-Kopienzahl ermittelt
werden. Die Kokultivierung der beiden Zelllinien fihrte auch nicht zu einer Stimulation der
EBV-Replikation. Auch die Zugabe von TPA erbrachte keine nennenswerte Steigerung in der
PLHV-3-Kopienzahl. Eine starke Induktion der lytischen EBV-Replikation konnte wie erwartet
durch TPA erzielt werden. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine lytische
Vermehrung von PLHV-3 in L23-Zellen auch durch Kokultivierung erfolglos blieb.

Eine mdgliche Ursache fur die negative PLHV-3-Stimulation durch EBV kdnnte darin liegen,
dass EBV nicht porzine L23-Zellen infizieren kann, weil der entsprechende Rezeptor fur die
Adsorption von EBV fehlt. Es ist bekannt, dass EBV Uber den Glykoproteinkomplex
gp350/220 an den CD21/CDR2-Rezeptor der Zellmembran humaner B-Zellen adsorbiert und
in diesen lebenslang persistiert. Bei der Primarinfektion wird auRerdem von einer Infektion
der Epithelzellen der Mund- und Rachenschleimhaut ausgegangen, allerdings konnte der
klassische B-Zellrezeptor auf diesen Zellen nicht nachgewiesen werden (Crawford, 2001).
Somit ist bis heute unklar, ob sich EBV tatsachlich in diesen Epithelzellen lytisch vermehrt.
Das zu den y-Herpesviren gehérende EBV hat ein sehr enges Wirtszellspektrums, so dass
die Moglichkeit besteht, dass die porzinen B-Zellen der Linie L23 nicht durch EBV infizierbar

sind.

6.12 Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der ORF50 von PLHV-1 als starker
Transkriptionsaktivator identifiziert. Aufgrund von Homologien in der Aminosduresequenz,
des Spleiltens, der Lokalisation und der Transkriptionsaktivitat von PLHV-1 ORF50 zu
anderen homologen ORF50-Proteinen aus EBV, HHV-8 und MHV-68 ist davon auszugehen,
dass auch in PLHV-1 der ORF50 ein essentielles Regulatorprotein fiir den Ubergang von der
Latenz in die lytische Phase ist. Der letzte Beweis kann allerdings nur durch die
Reaktivierung von PLHV-1 durch ORF50 belegt werden. Alle bisherigen Versuche zur
Virusanzucht in L23-Zellen blieben ohne Erfolg. Fir Infektionsversuche mit humanen Zellen

oder im Tiermodellsystem bleibt die Gewinnung von infektidsen Viruspartikeln daher
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oberstes Ziel. Eine weitere Mdglichkeit immediate early-Proteine in virusinfizierten Zellen zu
exprimieren, besteht in der Verwendung von rekombinanten Adenoviren. Durch Infektion von
EBV-positiven B-Zellen mit rekombinanten Adenoviren, die fir EBV BZLF1 kodierten, konnte
der lytische Replikationszyklus von EBV induziert werden (Feng et al., 2002; Chen et al.,
2005).

Die Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen PLHV-1 und EBV ergaben, dass
zumindest auf molekularer Ebene EBV PLHV-1 und vice versa transaktiviert. Eine
gegenseitige Reaktivierung der Viren im Zellkultursystem konnte jedoch nicht gezeigt
werden. In Bezug auf die Xenotransplantation stellt PLHV-1 neben den porzinen endogenen
Herpesviren ein weiteres Risiko fir die Virussicherheit dar. Unter den immunsupprimierten
Bedingungen der Xenotransplantation kénnte PLHV-1 reaktiviert werden und ernsthafte
Sekundarerkrankungen im Patienten auslésen und/oder zu einer vorzeitigen AbstoRung des
Xenotransplantates fihren. Das aufgrund der Immunsuppression nicht ausgeschlossene
Risiko einer PLHV-1-assoziierten PTLD im Organrezipienten koénnte durch die
Wechselwirkung mit EBV oder HHV-8 erhdht sein. Umgekehrt kdnnte PLHV-1 das Risiko der
Entwicklung eines HHV-8-assoziierten Kaposi Sarkoms oder der EBV-assoziierten PTLD
steigern. Oberstes Ziel bleibt daher, die Zichtung von PLHV-freien Schweinen fir die
Xenotransplantation. Die Geburt von Ferkeln unter Verwendung des Kaiserschnittes und
nachfolgender Einzelhaltung der Tiere unter SPF-Bedingungen reduzierte zwar die PLHV-
Pravalenz in den Jungtieren, ein volliger Ausschluss der Viruslbertragung war jedoch nicht
mdglich (Mueller et al., 2005; Tucker et al., 2003). Gelingt die Zucht PLHV-freier Schweine
nicht, so besteht noch die Moglichkeit der Gabe von Virostatika, um die Virusreplikation zu
hemmen. Allerdings muissen hier die Nebenwirkungen abgewogen werden. Dennoch
verbleibt bei der Xenotransplantation immer das Risiko der Ubertragung von unbekannten

Pathogenen, die mit bisherigen Nachweismethoden nicht identifizierbar sind.
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7. Zusammenfassung

Bei der Nutzung von Schweinen als Organspender flr die Xenotransplantation besteht das
Risiko der Ubertragung von porzinen Herpesviren auf den Menschen. Das porzine
lymphotrope Herpesvirus Typ-1 (PLHV-1) ist eng mit einer lymphoproliferativen Erkrankung
assoziiert, die nach Transplantation von Blutstammzellen in immunsupprimierte Schweine
beobachtet wurde. Die durch PLHV-1 vermittelte porzine PTLD ahnelt der EBV-induzierten
PTLD des Menschen, die in der Allotransplantation bei ca. 10% der Transplantatempfanger
auftritt und haufig letal verlauft. Bei einer Xenotransplantation kénnte PLHV-1 unter
Immunsuppression reaktiviert werden und mdglicherweise eine lymphoproliferative
Erkrankung im Organrezipienten auslésen. Daneben ware eine Reaktivierung von bereits im
Menschen persistierenden Herpesviren durch PLHV-1 moglich. In Folge kénnten kritisch
verlaufende Sekundarinfektionen im Patienten auftreten, die den Erfolg der
Xenotransplantation und die Gesundheit des Organrezipienten gefahrden kdnnten. Zur
Abschatzung des Gefahrdungspotentials von PLHV-1 in der Xenotransplantation wurden
putative immediate early-Proteine untersucht. Diese regulieren in Herpesviren den Ubergang
von der Latenz in die lytische Replikationsphase. Der ORF50 und ORFA6/BZLF1, von
PLHV-1 zeigt Homologie zu den essentiellen Regulatorproteinen des EBV (BRLF1, BZLF1)
bzw. HHV-8 (ORF50, K-bzip). Als drittes Gen in PLHV-1 wurde orf57 identifiziert, dessen
Genprodukt in Herpesviren hochkonserviert ist und vorrangig als posttranskriptionaler
Regulator der Genexpression wirkt. Es sollte geklart werden, ob PLHV-1 ORFS50,
ORFAG/BZLF1,, und ORF57 als Transkriptionsaktivatoren wirken bzw. den Ubergang von der
Latenz in die lytische Infektionsphase regulieren.

ORF50 von PLHV-1 konnte als starker Transkriptionsaktivator der PLHV-1-Promotoren
orfA6/BZLF 1y, orf57, orf59, orf09/DNA-Polymerase und orf08/Glykoprotein B identifiziert
werden. ORF50 zeigte aullerdem eine geringe Autoaktivierung in 293-Graham- und PK15-
Zellen. Die Stimulation dieser PLHV-1-Promotoren durch ORFAG6/BZLF1, war dagegen
gering. PLHV-1 ORF57 fuhrte zu keiner Transaktivierung der PLHV-1-Promotoren orf50,
orfA6/BZLF1;, orf57 und orf59. Bei Koexpression von ORF50 und ORFAG6/BZLF1,, wurde in
Abhangigkeit von der Zelllinie und vom Promotor ein synergistischer oder antagonistischer
Effekt auf die Promotoraktivitdt beobachtet. PLHV-1 ORFAG6/BZLF 1}, fihrte zur Reduktion der
ORF50-vermittelten Aktivierung des orfA6/BZLF1,-, orf57- und orf59-Promotors in 293-
Graham-Zellen. Dagegen wurde die Aktivitat des orf50-Promotors bei Koexpression von
ORF50 und ORFAG/BZLF1y in 293-Graham-Zellen leicht verstarkt. In PK15-Zellen wirkten
beide Proteine dagegen synergistisch bei der Aktivierung dieser PLHV-1-Promotoren.
ORFAG/BZLF1, beeinflusst die Transkriptionsaktivitdt von ORF50 promotorabhangig. Eine
direkte Assoziation zwischen ORF50 und ORFA6/BZLF1, konnte jedoch nicht gezeigt
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werden. Die Koexpression von ORF50 und ORF57 flihrte zu einer synergistischen
Aktivierung des orfA6/BZLF1,-, orf50-, orf67- und orf59-Promotors in 293-Graham- und
PK15-Zellen. Aufgrund unspezifischer Proteinbindungen in der Immunprazipitation war ein
Nachweis einer direkten Interaktion zwischen ORF50 und ORF57 nicht mdglich.
Untersuchungen zu einer Wechselwirkung zwischen PLHV-1 und EBV zeigten, dass EBV
auf molekularer Ebene PLHV-1 transaktiviert. EBV BRLF1 fuhrte zu einer starken Aktivierung
der PLHV-1-Promotoren orf50, orf57 und orf59 in 293-Graham-Zellen. Dagegen war der
Einfluss von EBV BZLF1 auf die PLHV-1-Promotoraktivitdt deutlich geringer. Wahrend
PLHV-1 ORF50 zu keiner Aktivierung der EBV-Promotoren orfBZLF1, orfBRLF1, orfBMLF1
und orfBMRF1 flhrte, induzierte ORFAG/BZLF1, eine schwache EBV-Promotoraktivitat in
293-Graham-Zellen.

Im Zellkultursystem fiihrte die Uberexpression von PLHV-1 ORF50 in EBV-positiven B-Zellen
zu einer ca. 2-fachen Erhéhung der EBV-Kopienzahl. Eine deutlichere Steigerung (bis 5-
fach) der Viruslast wurde in EBV-positiven B-Zellen gemessen, die mit EBV BZLF1
transfiziert worden waren. Die Stimulation der lytischen EBV-Replikation mit TPA erzielte den
starksten Effekt. In PLHV-3-positiven B-Zellen wurde durch Uberexpression von EBV BZLF1
bzw. BRLF1 keine lytische PLHV-3-Replikation induziert. Die Expression von PLHV-1
ORF50 bzw. ORFAG/BZLF1, in diesen B-Zellen flhrte ebenfalls nicht zur Induktion des
lytischen Infektionszyklus von PLHV-3. Auch eine Kokultivierung von EBV-positiven B-Zellen
mit PLHV-3-positiven B-Zellen flhrte nicht zu einer Reaktivierung von EBV bzw. PLHV-3.

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erzielten Ergebnisse leisten einen wichtigen Beitrag zur
Virussicherheit in der Xenotransplantation. Der ORF50 von PLHV-1 ist mit groRer
Wahrscheinlichkeit der Haupttransaktivator fir den Ubergang von der Latenz in die lytische
Replikationsphase. Die Untersuchungen zur Wechselwirkung von PLHV-1 mit humanen
Herpesviren zeigen auflerdem, dass eine gegenseitige Reaktivierung dieser Herpesviren im
Xenotransplantat nicht ausgeschlossen werden kann. PLHV-1 stellt damit ein Risiko fir den
Organrezipienten in der Xenotransplantation dar. Daher sollten fir die Transplantation von

porzinen Organen nur PLHV-freie Schweine gezichtet werden.

166



Summary

8. Summary

In xenotransplantation, the pig is the favoured animal as a donor of cells and organs for
human transplants. There is the risk, that porcine viruses or other pathogens might be
transferred through the xenotransplant to the human organ recipient and might adapt to the
immunocompromised patient. The porcine lymphotropic herpesvirus 1 (PLHV-1) was found
to be involved in the aetiology of a lymphoproliferative disease, affecting experimentally
transplantated and immunosuppressed miniature swine. The PLHV-1-associated
.posttransplantation lymphoproliferative disease (PTLD)“ resembles the EBV-associated
PTLD. This human disease affects approximately 10% of solid organ transplant recipients.
During xenotransplantation, PLHV-1 might be transferred to the human recipient and cause a
lymphoproliferative disease. Potential interactions between PLHV-1 and persistent human
herpesviruses might be possible, leading to graft rejection and transplant failure.
Recombination of porcine herpesviruses with human herpesviruses might create new
pathogens with consequences for the wide population.

In PLHV-1, potential immediate early genes were identified with homology to well known
transacticator genes of EBV and HHV-8. PLHV-1 ORF50 and ORFA6/BZLF1, are
homologues to BRLF1/ORF50 and BZLF1/K-bzip of EBV and HHV-8. The ORF50-
homologues proteins are the main transcriptional activators for the switch from latent to lytic
viral replication in different herpesviruses. The ORF57 of PLHV-1 shows weak homology to
BMLF1/ORF57 of EBV and HHV-8, acting as a post-transcriptional activator of gene
expression.

The aim of this study was to examine, if PLHV-1 ORF50, ORFAG6/BZLF1, and ORF57 are
transcriptional activators, regulating the switch from latent to lytic viral replication. First, the
activation of different PLHV-1 promoters was tested. PLHV-1 ORF50 strongly activated the
promoters of orfA6/BZLF1,, orf57, orf59, DNA-polymerase and glycoprotein B in 293-
Graham and PK15 cells. ORF50 also weakly stimulated its own expression. In comparison to
ORF50, ORFA6/BZLF1, activated the promoters to a lesser extent. In contrast, PLHV-1
ORF57 did not stimulate promoter activity. Coexpression of ORF50 and ORFAG/BZLF1y,
resulted in a dose-dependent repression of the ORF50-mediated transactivation of
orfA6/BZLF 1y, orf57 and orf59 in 239-Graham cells. In contrast, ORFA6/BZLF1, enhanced
the ORF50-mediated transactivation of the orf50 promoter. The suppressive effect of
ORFAG6/BZLF1, on ORF50 was not seen in PK15 cells. ORFA6/BZLF1, and ORF50
synergistically activated the promoters of orfA6/BZLF1,, orf50, orf57 and orf59.
ORFAG6/BZLF1,, influenced the transcriptional activity of ORF50 in a promoter and cell
specific manner. A direct interaction between ORF50 and ORFAG6/BZLF1, in
immunoprecipitates could not be shown. When ORF50 was coexpressed with ORF57 the
transactivation of the orfA6/BZLF 1, orf50, orf57 and orf59 promoters were enhanced in 293-
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Graham cells. This synergistic effect was also seen in PK15 cells. A direct association
between ORF50 and ORF57 could not be shown.

To investigate possible interactions between PLHV-1 and EBV at the molecular level, the
transactivation of (1) PLHV-1 promoters by EBV BZLF1, BRLF1 or (2) EBV promoters by
PLHV-1 ORF50 and ORFA6/BZLF 1, were examined. EBV BRLF1 strongly transactivated the
PLHV-1 promoters of orf50, orf57 and orf59 in 293-Graham cells. EBV BZLF1 stimulated
PLHV-1 promoter activity to a lesser extent. In contrast, PLHV-1 ORF50 did not transactivate
EBV promoters. PLHV-1 ORFA6/BZLF1, showed a weak transcriptional activity on EBV
promoters.

In cell culture, overexpression of PLHV-1 ORF50 and/or ORFAG6/BZLF1, in latently with
PLHV-3 infected cells did not induce lytic viral replication. Expression of EBV BZLF1 and/or
BRLF1 in these cells also did not lead to PLHV-3 reactivation. Transfection of the PLHV-1
ORF50 expression plasmid into EBV-positive cells induced a 2-fold accumulation of EBV
copies in the cell. When EBV BZLF1 was overexpressed in EBV-positive cells, a 5-fold
accumulation of EBV copies was measured, indicating that Iytic viral replication was induced.
The strongest effect (14-fold) on EBV reactivation was observed with TPA. When PLHV-3-
positive cells were co-cultured with EBV-positive cells, neither a reactivation of EBV nor a
reactivation of PLHV-3 was observed.

These results include important facts for virus safety in xenotransplantation. ORF50 of
PLHV-1 is probably the main transactivator for the switch from latent to Iytic PLHV
replication. The molecular interactions between PLHV-1 and human herpesviruses could be
an indication for reciprocal reactivation in xenotransplantation. Therefore, PLHV-1 is a
potential risk for organ recipients. For the use as donors in xenotransplantation, breeding of

PLHV-free pigs is recommended.
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9. Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Viren

AlHV
BLHV
BoHV
CprHV
EBV
EHV
HCMV
HCV
HHV
HIV
HSV-1
HSV-2
HVS
MHV-68
OvHV
PCMV
PERV
PLHV
PRV
RRV
SIvV
vzVv

Alcelaphines Herpesvirus (Gnu)

Bovines Lymphotropes Herpesvirus (Rind)
Bovines Herpesvirus (Rind)

Caprines Herpesvirus (Ziege)
Epstein-Barr-Virus (HHV-4)

Equines Herpesvirus (Pferd)

Humanes Cytomegalievirus (HHV-5)
Hepatitis C Virus

Humanes Herpesvirus

Humanes Immundefizienzvirus

Herpes Simplex Virus 1 (HHV-1)

Herpes Simplex Virus 2 (HHV-2)
Herpesvirus Saimiri (Totenkopfaffchen)
Murines Herpesvirus Typ 68 (Maus)
Ovines Herpesvirus (Schaf)

Porzines Cytomegalievirus (SuHV-2, Schwein)
Porzines Endogenes Retrovirus (Schwein)
Porzines Lymphotropes Herpesvirus (Schwein)
Pseudorabies Virus (SuHV-1, Schwein)
Rhesusaffen Rhadinovirus

Simianes Immundefizienzvirus

Varizella Zoster Virus

Sonstige Abkiirzungen

uF
Hg
ul
MM
Abb.
AS
as
BKF

Mikrofarad

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Abbildung

Aminosaure

antisense (Orientierung)

bdsartiges Katarrhalfieber
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bp
BSA
bzw.
ca.
CD
cDNA
cLSM
Ko-IP
Cr

ddH,O
ddNTP
dATP
DNA
DNase
dNTP
DPOL
dsDNA
dTTP
dUTP
E. coli
EMSA
ER
evt.
FACS
FKS

gB
GCR

GFP

H,O
HA

HAR
HAT

Basenpaare

bovines Serumalbumin

beziehungsweise

circa

cluster of differentiation (Oberflachenantigen)

komplementare DNA

confocal laser scanning microscope (Konfokales Laserscan-Mikroskop)

Koimmunprazipitation

treshold cycle (Schwellenwert bei real-time PCR)
Tag

Deutschland

bidestilliertes Wasser
Didesoxynukleosid-Triphosphat
Desoxyadenosin- Triphosphat
Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonuklease
Desoxynukleosid-Triphosphat

DNA-Polymerase

doppelstrangige DNA
Desoxythymidin-Triphosphat

Desoxyuridin- Triphosphat

Escherichia coli

electrophoretic mobilty shift assay (Gelshift-Assay)
Endoplasmatisches Retikulum

eventuell

fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
Foetales Kalberserum

Gramm oder g-Zahl (Erdbeschleunigung)
Glykoprotein B

G-Protein-gekoppelter Rezeptor
green fluorescent protein (grinfluoreszierendes Protein)
Stunde

Wasser

Hamagglutinin

hyperakute AbstoRungsreaktion

Histonacetyltransferase
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kDa

MAPK
MCS
mg
min

mi

mM
mol
mRNA
ng

NK
NLS
nm
ORF
PAGE
PBS

PCR
PKC
pmol
PTLD
RACE

RNA
RRE
Rt

sec
SPF
Tab.

Histondeacetylase

Immunglobulin

Interleukin

Interferon

Jun-aktivierte Proteinkinase
Kilobasenpaare

Kilodalton

molar

mitogen-aktivierte Proteinkinase

multiple cloning site (multiple Klonierungsstelle)
Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar

Mol

messenger Ribonukleinsaure (Boten-RNA)
Nanogramm

Negativkontrolle

Kernlokalisierungssignal

Nanometer

open reading frame (Offener Leserahmen)
Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphatgepufferte Kochsalzlésung

polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
Proteinkinase

pikomolar

post-transplantation lymphoproliferative disease

rapid amplification of cONA ends (Schnelle Vervielfaltigung von cDNA-
Enden)

Ribonukleinsaure

Rta response element (DNA-Bindessequenz fur Rta)
Raumtemperatur

sense (Orientierung)

Sekunde

spezifiziert pathogen-frei

Tabelle

Unit (Enzymeinheit)
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UK
Upm
USA
uv

XT
ZRE

zzgl.

Grol¥britannien

Umdrehungen pro Minute
Vereinigte Staaten von Amerika
Ultraviolett

Volt

Xenotransplantation
Zta response element (DNA-Bindessequenz fur Zta)

zuzlglich
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