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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Das Epstein-Barr Virus

Im Jahre 1964 entdeckten Anthony Epstein und Yvonne Barr in Zellen eines Burkitt-
Lymphoms ein neues bis dahin nicht bekanntes Virus [EPSTEIN et al., 1964]. Dieses Virus
wurde nach seinen Entdeckern Epstein-Barr Virus (EBV) genannt [HENLE, 1968].

Das EBV ist das dtiologische Agens der infektiosen Mononukleose. Dariiber hinaus ist das
Virus an der Entstehung verschiedener Tumoren wie z.B. dem Burkitt-Lymphom, dem
Hodgkin-Lymphom und dem Nasopharynxkarzinom beteiligt [FAULKNER ef al., 2000;
RICKINSON et al., 1996; PATHMANATHAN et al., 1995; YOSHIYAMA et al., 1995].

Das Epstein-Barr Virus wurde als Herpesvirus identifiziert und in die Untergruppe
v-Herpesvirus der Gattung Lymphocryptoviren eingeordnet. Abbildung 1.1 zeigt die

elektronenmikroskopische Aufnahme von Epstein-Barr Viren.

Abbildung 1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Epstein-Barr Viren [YAJMA &
NONOYAMA, 1976]

Die Infektion mit dem Epstein-Barr Virus erfolgt oral iiber die Schleimhaut des
Nasopharyngealraumes. Das Virus wird durch Speichel iibertragen. Aufgrund dieses
Ubertragungsweges entstand die Bezeichnung , kissing disease*.

Nach dem Eintritt des EBV in den Nasopharyngealraum kann es sowohl B-Lymphozyten als
auch Epithelzellen des Oro- und Nasopharynx infizieren. Die Aufnahme in die Zelle wird
durch das Oberflachenantigen CD21 (CRII) vermittelt, an das sich der Glykoproteinkomplex
gp220/350 des Epstein-Barr Virus bindet [TANNER et al., 1987; NEMEROW et al., 1987]. Eine

Infektion der Epithelzellen ist auch durch eine Fusion mit B-Zellen moglich. Die
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Ausscheidung des EBV in den Speichel erfolgt entweder iiber eine lytische Vermehrung in
B-Zellen oder Epithelzellen des Oropharynx [FAULKNER ef al., 2000; SIXBEY et al., 1984].
Das Virus ist weltweit verbreitet; ca. 95 % der Erwachsenen sind Virustrager [WALLING et al.,
2001]. In Europa und USA erfolgt die Infektion hédufig erst im Jugend- und frithen
Erwachsenenalter, in Entwicklungsldndern im Kleinkindalter.

Nach einer Inkubationszeit von etwa 4 bis 6 Wochen verlduft die Infektion im Kindesalter in
der Regel asymptomatisch [YOUNG, 1999]. Bei Jugendlichen und Erwachsenen zeigt sich in
ca. 50 % der Fille das Krankheitsbild der infektiosen Mononukleose [HALLEE et al., 1974].
Hierbei handelt es sich um eine selbstlimitierende, lymphoproliferative Autoimmun-
erkrankung [RITTER ef al, 1994]. Sie geht mit Symptomen wie Halsschmerzen, Fieber,
geschwollenen Lymphknoten und Hepato-Splenomegalie einher.

Das von Dennis Burkitt 1958 beschriebene EBV assozierte Burkitt-Lymphom ist in Zentral-
und Ostafrika endemisch. Die Inzidenz betridgt 10 Félle pro 100.000 Personen. Beim Naso-
pharynxkarzinom handelt es sich um einen in China und Siidostasien hédufig vorkommenden
Tumor mit einer Inzidenz von etwa 20 Féllen pro 100.000 Personen [MODROW et al., 2003].
In der Frithphase der Infektion wird in einem Teil der B-Zellen das Virus lytisch repliziert.
Dabei werden infektiose Viruspartikel freigesetzt. Die anschlieBende zelluldre Immunantwort
richtet sich gegen Zellen, die die Proteine des produktiven Zyklus synthetisieren. In anderen
B-Zellen hingegen findet eine latente Infektion statt. Hierfiir sind Faktoren verantwortlich,
welche die Expression des ,immediate early’-Gens BZLF1 und somit den lytischen Zyklus
unterdriicken [SPECK et al., 1997].

Das Virion besitzt einen Durchmesser von 150 — 200 nm. Sein Genom ist ca. 172 kb lang und
es enthdlt 80 — 100 offene Leseraster [BAER et al., 1984]. Im Inneren des Viruspartikels
befindet sich das Proteincore. Dieses ist mit dem doppelstringigen linearen DNA-Genom
assoziiert und von einem komplexen ikosaedrischen Kapsid umgeben. Das Kapsid wird von
einer Hiilllmembran umschlossen, welche sich aus der inneren Kernmembran ableitet.
Zwischen beiden Strukturen befindet sich das Tegument, das verschiedene regulatorisch
aktive Proteine enthilt [ROIZMAN, 1990]. Die Organisation des Virusgenoms ist in Abbildung
1.2 dargestellt. Die Genomenden werden durch eine Anzahl von unterschiedlichen
Wiederholungseinheiten (TR, terminal repeat) mit einer Lange von 538 bp charakterisiert. Sie
liegen in gleicher Orientierung vor und sind fiir die Zirkularisierung des viralen Genoms im
Latenzstadium und bei der Virusreaktivierung von Bedeutung [OOKA, 1985; MODROW et al.,
2003]. Interne Repeats (IR) sind je nach Virusstamm in unterschiedlicher Anzahl aneinander
gereiht. Die Wiederholungseinheiten haben eine Grof3e von 3,1 kb und teilen das Genom in
einen kurzen (Us) und einen langen (Up) Abschnitt. Das Up-Segment ldsst sich in vier
Regionen unterteilen, so dass fiinf singuldre Bereiche (unique regions, U1-US5) entstehen
[MODROW et al., 2003]. Bisher konnte nur fiir ca. 30 Gene die Funktion aufgekldrt oder
aufgrund von Sequenzhomologien zu anderen Herpesviren abgeleitet werden. Die meisten der

bisher charakterisierten Genprodukte sind fiir den lytischen Zyklus relevant. In latent
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infizierten Zell-Linien wurde bisher die Expression von 11 EBV-kodierten Genen
identifiziert. Hierzu zihlen sechs nukledre Antigene (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C und -LP),
drei Membranproteine (LMP-1, -2A, -2B) und zwei nicht translatierte RNAs (EBV-encoded
RNA's, EBER-1, -2) [LIEBOWITZ & KIEFF, 1993].

EBER-RNA
LMP-2A/B
—

EBNA-2

Voriaufertranskript
fir EBNA-Proteine

Abbildung 1.2: Genkarte des Epstein-Barr Virus [MODROW et al., 2003]

Eine Reaktivierung des lytischen Zyklus in latent infizierten Zellen ist nach Stimulation mit
verschiedenen Reagenzien mdoglich, u. a. mit 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA)
[ZUR HAUSEN et al., 1978], anti-Immunglobulin (Anti-IgM) [DAIBATA et al., 1994] oder mit
5-Bromodeoxyuridine [GERBER, 1972; HAMPAR et al., 1972]. Diese Stoffe aktivieren die
Expression des ,immediate early’-Gens BZLF1 und fiihren so zu einer Reaktivierung des
Virus [COUTRYMAN & MILLER, 1985; CHEVALLIER-GRECO et al., 1986; TAKADA et al., 1986;
FLEMINGTON & SPECK, 1990].

In friiheren Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass das Gangliosid VI'NeuAc-
nLcOsesCer (LM1) in Burkitt-Lymphom Zellen der Linie Raji eine Reaktivierung des
lytischen Zyklus mit Wachstumshemmung und Zelldifferenzierung verursacht [SCHAADE et
al., 1999]. Als Bestandteil der Zellmembran von Mono- und Granulozyten besitzt das
Gangliosid LM1 eine Schliisselrolle in der Zellerkennung, Zellproliferation und
Differenzierung.

Nach LM1-Behandlung von Raji Zellen wurden mittels ,differential-display’-RT-PCR sowie
,suppression-subtractive-hybridization’-PCR (SSH-PCR) insgesamt 35 Gene identifiziert,
deren Expression moduliert wird [SCHAADE et al., 2000; KLEINES et al., 2000]. Dazu gehort

u. a. das Gen fiir die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH). Die Uberexpression von
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SAH fiihrt zu einer Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in EBV-Genom positiven, aber
nicht produktiven Raji Zellen [MARET, 2003; MAAS, 2002].

1.2  s-Adenosylhomocystein-Hydrolase

Die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH) katalysiert Transmethylierungsreaktionen.
Dabei ist sie in eukaryontischen Zellen das einzig bekannte Enzym, das die reversible
Hydrolisierung von s-Adenosylhomocystein (AdoHcy) zu Adenosin und Homocystein
katalysiert [HU et al., 2001]. Das Enzym existiert in einer offenen Form, bei der das aktive
Zentrum unbesetzt ist, und einer geschlossenen Form, bei der das aktive Zentrum mit einem
Substrat oder einem Inhibitor besetzt ist [TURNER et al, 2000]. Die SAH reguliert durch
Kontrolle der intrazelluliren Konzentration von AdoHcy alle s-Adenosylmethionin
abhingigen Transmethylierungen. Gleichzeitig stellt AdoHcy wiederum einen starken
Inhibitor der s-Adenosylmethionin abhingigen Methyltransferase dar [YIN et al., 2000; YUAN
et al., 1996].

Die durch SAH katalysierten Methylierungsreaktionen werden durch Nukleosid-Inhibitoren
bzw. durch SAH-Substrate inhibiert. Dieses hat Auswirkungen auf die Methylierung u. a. von
DNA, RNA, Proteinen und Phospholipiden [CHIANG et al., 1996]. Durch diese Eigenschaften
wurde das Enzym Gegenstand intensiver Forschungen zur Herstellung antiviraler,
antiparasitdrer, antiarthritischer, immunsuppressiver und antitumoraler Mittel. So konnte
gezeigt werden, dass durch die Inhibierung von SAH die Replikation verschiedener Viren
(z.B. CMV, Ebola, Rabiesvirus, RSV) gehemmt wird [BRAY et al., 2000; SNOECK et al.,
1993].

Das Virostatikum Acycloguanosin (Aciclovir) hemmt die Replikation des EBV in vitro sehr
gut. Auf den klinischen Verlauf der infektiosen Mononukleose hat es aber keinen Einfluss.
Daher beschrinkt sich die Therapie auf die Behandlung der begleitenden Symptome. Die
Behandlung von Burkitt-Lymphomen erfolgt durch Chemotherapie [ENGELHARD et al., 1998].
Nasopharynxkarzinome lassen sich im Friithstadium durch Radiotherapie, Chemotherapie und
chirurgische Mallnahmen gut behandeln [STUPP & VOKES, 1998]. Mit steigendem Grad der
Metastasierung sinken die Behandlungschancen.

Ein neues Konzept in der Behandlung EBV-assoziierter Tumoren zielt darauf ab, EBV
positive Tumorzellen durch die Reaktivierung des lytischen Zyklus in Anwesenheit von
antiviralen Chemotherapeutika zu eliminieren [GUTIERREZ et al., 1996; WESTPHAL et al.,
1999]. Dieses Konzept wurde bereits in ersten klinischen Studien angewendet. Es wurden
sechs Patienten, die nach einer Organtransplantation eine EBV assoziierte lympho-

proliferative Erkrankung entwickelten, Argininbutyrat als Induktor des lytischen EBV-Zyklus
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in Kombination mit dem Virostatikum Ganciclovir gegeben. Aufgrund dieser Behandlung
konnte bei vier Patienten eine komplette und bei einem Patienten eine partielle Remission
herbeigefiihrt werden [MENTZER et al., 2001].

Eine Reaktivierung kann durch externe Stimuli wie Bestrahlung, Butyrate oder durch
Uberexpression von Induktoren des lytischen Zyklus erreicht werden. Zu diesen Induktoren
des lytischen Zyklus gehoren u. a. BZLF1, LM1 sowie die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase
(SAH). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in einer fritheren Arbeit, zur Untersuchung der
Signaltransduktionswege einer SAH getriggerten Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in
Raji Zellen, das Schema in Abbildung 1.3 erarbeitet [MAAS, 2002].

Internes Signal zur

Spontanreaktivierung
SAH —» — — PLA2
\;\ PKC
e
Methylierung 1—p
SP1/SP3 SP1/SP3

~"" BZLFl Zp BRLFI Rp

1: Methylierung des 5°Endes der
BZLF1 mRNA
2: Phosphorylierung der PKC

EBV

Abbildung 1.3: Signaltransduktionswege bei SAH getriggerter Reaktivierung des lytischen EBV-
Zyklus in Raji Zellen [MAAS, 2002]

Wenn es gelingt, die Abldufe bei der Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus aufzukliren,
konnten sie Ausgangspunkt fiir eine neue Therapiestrategie bei der Behandlung EBV-

assoziierter Tumoren werden.

1.3  Ziel und Arbeitsprogramm

Ziel dieser Arbeit ist es, durch Uberexpression von s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH)
die zur Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus und zur begleitenden Differenzierung der
Wirtszelle B95-8 fiihrenden Signale aufzukléren.
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Dazu waren folgende Aufgaben zu 16sen:

- Bestimmung der Expression der ,immediate early’-Gene BZLF1 und BRLF1 sowie des
,.delayed early*“-Gens Early Antigen (EA-D) nach Uberexpression von SAH in B95-8
Zellen

- Untersuchung der Zellproliferation und des Differenzierungsstatus von B95-8 Zellen

nach SAH-Uberexpression

- Wirkung der SAH-Uberexpression auf die Proteinkinase C (PKC) abhingige
Reaktivierung des lytischen Zyklus

- Beteiligung von PLA2 und PKC an der SAH getriggerten Reaktivierung des lytischen
EBV-Zyklus in B95-8 Zellen
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2 Material

2.1 Zell-Linien

- B95-8 (ECACC - 85011419) [MILLER & LIPMAN, 1973]
- BJAB [MENEZES et al., 1975a]

Die Zell-Linie BJAB wurde freundlicherweise vom Institut fiir Medizinische Mikrobiologie

und Hygiene der Universitit Regensburg zur Verfiigung gestellt.

2.1.1 Zell-Linie B95-8

Bei der Zell-Linie B95-8 handelt es sich um Epstein-Barr Virus transfizierte B-Lymphozyten
aus Marmosetaffen. Die Virusreplikation fithrt zu eine lytischen Vermehrung. Auf der
Zelloberfliche wird der EBV-Rezeptor CD 21 exprimiert.

2.1.2 Zell-Linie BJAB

BJAB Zellen stammen aus einem Burkitt-Lymphom eines afrikanischen Patienten. Sie sind

EBV-Genom negativ.

2.2 E. coli One Shot® TOP10 (Invitrogen®)

Genotyp der TOP10 Zellen:
F merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)-
7697 galU galK rpsL (Str™) endAl nupG

Diese Zellen wurden zur Transformation eingesetzt.
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23 Vektoren

23.1 pcDNA-AHCY

Der Vektor pcDNA-AHCY ist entstanden aus dem humanen Expressionsvektor pcDNA-3.1,
in den das Gen fiir die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (AHCY) kloniert wurde. Er hat

eine GroBe von 6,78 kb. Zur Selektion besitzt er ein Ampicillinresistenzgen.

2.3.2 pcDNA-3.1E

Der Expressionsvektor pcDNA-3.1 E ist 5,36 kb grof3 und dient als Negativ-Kontrolle fiir

Transfektionen mit pcDNA-Derivaten.

233 pCMVZ’

Der Vektor pCMVZ’ ist 4,5 kb groB3 und leitet sich vom Vektor pUC18 ab. Er besitzt den
bakteriellen Replikationsursprung des Plasmids Col El sowie eine Ampicillinresistenz.
AuBerdem enthilt er eine Expressionskassette fiir das BZLF1-Gen des Epstein-Barr Virus,

das unter der Kontrolle des immediate early gene-Promotors des Cytomegalievirus liegt.

2.4  Oligonukleotide

2.4.1 Primer

GAPDH

GAPDH-A (20 pmol/ul) 5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3'
GAPDH-B (20 pmol/ul) 5'-AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3'
BRLF1

BRLF1 3' (20 pmol/ul) 5'-GAT GGA CGA GGA GCT CAT G-3'

BRLF1 5' (20 pmol/pl) 5'-CTG CTC GGT GTC ACT GTT G-3'
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BZLF1
BZLF1-Ex3 3' (20 pmol/ul) 5'-CAA ACA GCA GCA GCA GTG G-3'
BZLF1-Ex2 5' (20 pmol/ul) 5'-GCT GCA GCA GTT GCT TAA AC-3'

BZLF1 Sonde
BZLF1-Sonde 3' (20 pmol/ul) 5'-CAA GCT ACC AGA GTC TAT CAG-3'
BZLF1-Sonde 5' (20 pmol/ul) 5'-CAA CTG CTG CTG CTG TTT G-3'

AMP
AMP 3' (20 pmol/ul) 5'-GAA CTG GAT CTC AAC AGC-3'
AMP 5' (20 pmol/ul) 5'-GCT AGA GTA AG TAGT TCG C-3'

Alle Primer wurden von SIGMA-ARK GmbH entsalzt geliefert.

2.4.2 Sonden

GAPDH

GAPDH-HYB-3' 5'-LC Red640-GAG ATC CCT CCA AAA TCA AGT GGG C(p)-3'
GAPDH-HYB-5' 5'-GAA ATC CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG(X)-3'

BRLF1

BRLF1-HYB-3' 5'-LC Red640-GCG GGC CTC GGT GTG AGA G(p)-3'
BRLF1-HYB-5' 5'-CAT GAA ACT GTC CGG ACT CGG(X)-3'

Alle Sonden wurden von der Firma TIB MOLBIOL bezogen. Sie waren HPLC-gereinigt und
wurden lyophilisiert geliefert. Die 3'-Sonden sind LC Red 640 gekoppelt, die 5'-Sonden

enthalten eine 3'-Fluorescein Markierung.

2.5 Inhibitoren

Zur Hemmung der Aktivitéit von Proteinkinase C wurden die Inhibitoren H-7 Dihydrochloride
(H7) und Bisindolylmaleimide (GF-109203-X; GFX) verwendet. H7 ist ein Serin-Threonin-
Kinase Inhibitor. Er ist ein starker Inhibitor der Myosin-Leichtketten-Kinase sowie der
Proteinkinasen A, C und G [KU et al., 1997; JARVIS et al., 1994; TAKAHASHI et al., 1990]. Die
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Substanz bewirkt eine vollstindige Blockade der TPA abhidngigen Reaktivierung des
lytischen EBV-Zyklus [DAVIES et al., 1991]. Dabei blockiert H7 die katalytische Doméne der
PKC [HAYASHI, 1992].
Auch die Substanz GFX ist ein starker und selektiver PKC-Inhibitor [ZACHARIAS et al., 1995;
TOULLEC et al., 1991].

Zur Inhibierung der zytoplasmatischen Phospholipase A2 (cPLA2) wurden die Inhibitoren
Quinacrine und Arachidonyl-trifluoromethylketon verwendet. Der lipophile PLA2-Inhibitor
Quinacrine [SAKUTA & YONEDA, 1994], der die katalytische Aktivitit hemmt [LU ef al.,
2001], fand bereits in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts bei der Behandlung von Malaria
seine erste Anwendung.

Bei dem PLA2-Inhibitor Arachidonyl-trifluoromethylketon handelt es sich um einen langsam,
aber stark bindenden spezifischen Inhibitor der humanen 85 kDa cPLA2 [FONTEH, 2002;
STREET et al., 1993] sowie der 80 kDa makrophagen iPLA2 (Calcium-unabhéngige PLA2).
Die 14 kDa sPLA2 (secretory PLA2) hingegen wird nicht beeinflusst.

2.6 Antikorper

Anti-EA-D, Maus-Anti-EBV (monoklonal) ABI, Columbia, USA
Anti-human CD11a/LFA-1, PE Becton Dickinson, Heidelberg
Anti-human CD30, FITC Becton Dickinson, Heidelberg
Anti-human CD40, FITC Becton Dickinson, Heidelberg
Anti-IgG, Kaninchen-Anti-Maus, FITC DAKO, Glostrup, DK
Anti-phospho-PKC a, Kaninchen polyclonal IgG upstate®, Lake Placid, NY
CD 23, APC Becton Dickinson, Heidelberg
CD19 PerCP, (4G7) Becton Dickinson, Heidelberg
CD44 (Leu™-44), FITC Becton Dickinson, Heidelberg
CD54 PE (Leu™-54), FITC Becton Dickinson, Heidelberg
CD58 Anti-LFA-3, PE Becton Dickinson, Heidelberg

Schwein-Anti-Kaninchen IgG, HRP DAKO, Glostrup, DK
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2.7  Kits

Cell Proliferation ELISA (BrdU-Test)

Dig Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids
Dig Wash and Block Buffer Set

Highspeed Plasmid Purification Kit
LightCycler-FastStart DNA Master-
Hybridization Probes-Kit

LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green I-Kit
Oligotex ™ mRNA Kit

Omniscript™ RT-Kit

PCR DIG Probe Synthesis Kit

QIAamp Blood Kit

RNeasy Mini Kit

SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit

Tag DNA Polymerase Kit

2.8 Chemikalien

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Becton Dickinson, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Die verwendeten Chemikalien stammen, falls nicht anders erwihnt, von folgenden Firmen:

Alexis Biochemicals, Amersham Pharmacia Biotech, Biochrom AG, Calbiochem, Merck und

Sigma. Alle Chemikalien sind in der Spezifikation ,reinst” oder in der hochstmoglichen

kommerziell erhiltlichen Reinheit verwendet worden.
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3 Methoden

3.1 Zellkulturtechniken

3.1.1 Vermehrung von E. coli

Die Bakterien wurden bei 37 °C unter Schiitteln in LB-Medium oder in Petri-Schalen auf LB-
Medium, das durch 1,5 %ige Agarose verfestigt wurde, kultiviert.

LB-Medium:
NaCl 1,0 % (w/v)
Pepton 1,0 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v) in Aqua bidest.

Nach Autoklavieren des Nihrmediums konnten zum Zweck der Selektion Antibiotika

zugegeben werden.

Ampicillin:
Endkonzentration: 100 pg/ml

3.1.2 Vermehrung eukaryontischer Zellen

Die Zell-Linien B95-8 und BJAB wurden in 50 ml oder 200 ml KulturgefdBen (Greiner)
kultiviert. Das Kulturvolumen betrug 15 bzw. 50 ml. Die Vermehrung erfolgte bei 37 °C in
wasserdampfgesittigter Atmosphore mit 5 % CO, in supplementiertem RPMI-1640-Medium
(Sigma). Fotales Kilberserum (FKS) wurde sterilfiltriert (Sartolab P-Filter, Sartorius) und
30 Minuten bei 56 °C zur Inaktivierung von Komplement erhitzt, bevor es dem RPMI-

Medium zugegeben wurde.

Zusitze fir RPMI-1640:

Fotales Kélberserum 10 %

Antibiotika-Stammldsung

(Penicillin: 200 mM, Streptomycin: 1 mg/ml) 2 %
L-Glutamin (Stammlésung 200 mM) 2 %
Nicht essentielle Aminosduren (100 x) 0,2 %
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3.1.3 Kryokonservierung von eukaryontischen Zellen

Zur Kryokonservierung wurden 50 ml einer gut gewachsenen Zellkultur auf 10 Zentrifugen-
GefiBe aufgeteilt. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 400 x g sedimentiert, der Uberstand
dekantiert und das Pellet in 1 ml Losung A resuspendiert. Anschlieend wurde 1 ml Losung B
hinzugefiigt, die Suspension vorsichtig durchmischt und in 2 ml Kryo-Rohrchen iiberfiihrt.
Die Rohrchen wurden iiber 24 Stunden langsam bei -70 °C eingefroren und dann in fliissigen
Stickstoff (-180 °C) tiberfiihrt.

Losung A (fiir 10 Kryo-Rohrchen):
RPMI-1640 7,5 ml
FKS 2,5 ml

Losung B (fiir 10 Kryo-Rohrchen):

RPMI-1640 5,5 ml
FKS 2,5 ml
DMSO 2,0 ml

Zur Rekultivierung eukaryontischer Zellen wurden die Kryo-Rohrchen in einem Wasserbad
(Haake) bei 37 °C aufgetaut. Sobald nur noch ein kleines Stiick Eis zu sehen war, wurde das
Rohrchen zur Desinfektion kurz in Ethanol (70 %ig) getaucht und die Zellen in 20 ml
vorgewdrmtes modifiziertes RPMI-1640 Medium gegeben. Die Zellen wurden eine Stunde
unter normalen Kulturbedingungen inkubiert, dann bei 200 x g 5 Minuten abzentrifugiert und
in 15 ml frisches, vorgewdrmtes und modifiziertes Medium aufgenommen. Das Medium
wurde nach 24 Stunden erneut gewechselt, um DMSO vollstindig zu entfernen. Das

modifizierte Anzuchtmedium wurde bis zur zweiten Kulturwoche verwendet.

Zusitze fiir das modifizierte RPMI-1640:

Fotales Kilberserum 20 %
Antibiotika-Stammldsung

(Penicillin: 200 mM, Streptomycin: 1 mg/ml) 2 %
L-Glutamin (Stammldsung 200 mM) 2 %

Nicht essentielle Aminoséduren (100 x) 0,2 %
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3.14 Zellzihlung

Die Quantifizierung der Zellen erfolgte mit Hilfe des ,,CASY 1-Counter” (Schirfe-System).
Das Messprinzip beruht auf einer Widerstandsinderung durch Zellen, die beim Durchtritt
durch die Messkapillare eine ihrem Volumen entsprechende Menge Elektrolytlosung
verdringen. Diese Widerstandsidnderung ist ein MaB fiir das Volumen der Zellen. Tote Zellen
konnen durch ihre abweichende Struktur von lebenden unterschieden werden. Voraussetzung
fiir dieses Messverfahren ist, dass die Zellen die Messkapillare einzeln passieren.

Die Messung erfolgte mit 10 ml einer 1:200 (v/v) in isotonischer Salzlosung ,,CASYton”
(Schirfe-System) verdiinnten Zellsuspension. Lebende Zellen der Zell-Linie B95-8 haben
einen Durchmesser von 8 — 20 um. Die grofite Zelldichte bei den Messungen wurde bei einem

Zelldurchmesser von ca. 12 um gemessen.

3.2 Rekombinante DNA-Technik

3.2.1 Plasmid-Priparation aus E.coli

Durch eine Maxi-Préiparation konnen groflere Mengen an Plasmid-DNA schnell und sauber
isoliert werden (Plasmid Maxi Kit (Qiagen); HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit (Qiagen)). Fiir die
Priparation wurden Ubernachtkulturen verwendet (3.1.1). Die Maxi-Priparation erfolgte nach
Herstellerangaben.

Plasmid-DNA bindet bei niedriger Salzkonzentration und geeigneten Pufferbedingungen an
eine Anionenaustausch-Sdule. RNA, Proteine und andere Zellverunreinigungen werden mit
hoher konzentriertem Salzpuffer entfernt. Durch Hochsalzpuffer wird die Plasmid-DNA

eluiert und anschlieBend durch Ethanol-Fillung konzentriert und gereinigt.

3.2.2 DNA-Priparation aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung von DNA aus B95-8 Zellen erfolgte mit dem ,,QIAamp DNA Blood Mini Kit”
(Qiagen) nach Herstellerangaben.
Nach Zell-Lyse durch Protease wurde die DNA an eine Sédule gebunden. Nach mehreren

Waschschritten zur Entfernung von Proteinen, RNA und anderen Zellresten wurde die DNA
mit 50 pul AE-Puffer eluiert.
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3.2.3 RNA-Priparation aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte mit dem ,,RNeasy Mini
Kit” (Qiagen) nach Anleitung. Um Kontamination mit RNasen zu vermeiden, wurde
ausschlieBlich mit Handschuhen und doppelt autoklavierten Pipettenspitzen (Eppendorf) oder
Spitzen mit Filter (Biozym) gearbeitet.

Das Zellpellet wurde mit ,,RLT-Puffer” lysiert, der zur RNase-Inhibierung -Mercaptoethanol
enthielt. Die Suspension wurde zur Homogenisierung durch eine ,,QiagenQiashredder™ -
Saule” (QiagenQiashredder™) gegeben. AnschlieBend wurde das Zell-Lysat auf eine
Nukleinsdure-bindende Séule transferiert. Nach einigen Waschschritten zur Eliminierung von
DNA und Verunreinigungen konnte die RNA in 30 ul DEPC-Wasser eluiert werden.

3.24 Quantifizierung von DNA und RNA

Die Messung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte photometrisch im ,,Spektro-
photometer GeneQuant II” (Pharmacia Biotech) bei 260 nm.
Eine Extinktion von 1,0 entsprach einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml oder einer RNA

Konzentration von 40 pg/ml.

3.2.5 Prizipitation von DNA

Zur Reinigung, Konzentrierung und/oder Umpufferung wurde eine DNA-Fillung durch-
gefiihrt. Dazu wurde die DNA-Losung mit 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat-Losung (pH 5,2) und
2,5 Volumen eiskaltem, absolutem Ethanol gemischt. Nach einer 20 miniitigen
Inkubationszeit bei -20 °C wurde die gefillte DNA fiir 20 Minuten bei 4 °C und 15.000 rpm in
einer Laborzentrifuge (5403; Eppendorf) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
das Pellet mit Ethanol (70 %) fiir 10 Minuten bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 pul TE-Puffer

resuspendiert.

TE-Puffer:
Tris M 10 ml
Na,EDTA 0,5M 2 ml

Aqua bidest. ad 1000 ml
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3.2.6 DNA-Restriktion

DNA kann mit Hilfe von Restriktions-Endonukleasen gespalten werden. Dabei erkennen die
Restriktions-Endonukleasen eine spezifische Basensequenz in doppelstrangiger DNA und
schneiden sie an einer definierten Stelle innerhalb dieser Konsensussequenz. Die
resultierenden Fragmente haben eine vorhersagbare GroBe. Fiir einen analytischen Verdau
wurde ein Standard-Reaktionsansatz hergestellt und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die
Analyse erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.

Da Bam HI und Xho I nicht in demselben Puffersystem arbeiten konnen, erfolgte zunichst die
DNA-Spaltung mittels Bam HI. AnschlieBend wurde die DNA prézipitiert (3.2.5) und dann
mit Xho I inkubiert.

Standard-Reaktionsansatz:

DNA (200 ng - 1 pg) x pl
10 x Puffer 1 ul
Restriktionsenzyme (10 U/ul) 1 ul
Aqua bidest. ad 10 pul

Verwendete Restriktionsenzyme/ Puffer:

Bam HI MBI Fermentas
Xho | MBI Fermentas
Roter Puffer (10 x) MBI Fermentas
Xho I Puffer (10 x) MBI Fermentas

3.2.7 Spaltung von DNA mit DNase I

Nach der Isolierung von Gesamt-RNA (3.2.3) kann eine Verunreinigung mit genomischer
DNA nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Deshalb wird die RNA-Prédparation mit
DNase I behandelt. Dieses Enzym ist eine DNA-Doppelstrang-spezifische Endonuklease aus
Rinderpankreas.

Der Standard-Reaktionsansatz wurde 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung des
Enzyms erfolgte 10 Minuten bei 95 °C.

Standard-Reaktionsansatz:
RNA (50 ng -2 pug) x ul
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
Puffer fiir DNase I (10 x) 4,0 ul
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DNase I, RNase-frei (10 U/ul) 2,0 ul
RNase-freies Aqua dest. ad 40,0 ul

3.2.8 Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA

Zur Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA wurde das ,,Oligotex " mRNA Kit” (Qiagen)
verwendet.

Oligotex besteht aus Polystyren-Latex-Partikeln (@ = 1,1 um), an deren Oberfliche dC(T50-
Oligonukleotide kovalent gebunden sind. Diese sehr stabile Bindung erméglicht, dass sich
poly(A)*-Nukleinsduren anlagern kénnen.

Die isolierte Gesamt-RNA (3.2.3) wurde nach Konzentrationsbestimmung (3.2.4) zur Iso-
lierung der poly(A)"-mRNA nach Herstellerangaben eingesetzt.

OBB-Puffer und Oligotex-Losung wurden zu der in RNase-freiem Wasser gelosten RNA
(<1 mg) gegeben. Zur thermischen Zerstorung der Sekundirstruktur wurde die RNA fiir
3 Minuten bei 70 °C erwidrmt. Die Hybridisierung der RNA mit den Oligotex-Partikeln fand
10 Minuten bei Raumtemperatur statt. Durch Zentrifugation wurde der Oligotex-mRNA-
Komplex sedimentiert, in OW2-Puffer resuspendiert und auf eine Sédule gegeben. Nach
Waschen mit OW2-Puffer wurde die poly(A)"-mRNA in einem Endvolumen von 40 pl mit
OEB-Puffer eluiert und bei —70 °C gelagert.

3.2.9 c¢DNA- Synthese

Fir die Amplifikation mittels PCR muss RNA in ¢cDNA umgeschrieben werden. Dieses
geschieht mit Hilfe einer RNA-abhiingigen DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase
(RT). Als Primer wird ein Oligo(dT)-Primer eingesetzt, der an das poly(A)-Ende am 3’-Ende
der mRNA bindet. Das Enzym bindet an die freie 3’-OH-Gruppe des Primers und
synthetisiert einen zur RNA-Matrize komplementidren cDNA-Strang.

Die Synthese einzelstringiger cDNA erfolgte nach Herstellerangaben mit dem ,,Omniscript ™
RT-Kit” (Qiagen). Es wurden RNA-Mengen zwischen 50 ng und 2 ug als Matrize eingesetzt.
Die isolierte DNA-freie RNA (3.2.7) wurde auf Eis aufgetaut und 5 Minuten bei 65 °C
denaturiert (Thermomixer 5436, Eppendorf). Nachdem eine geeignete Menge des Standard-
Reaktionsansatzes zugesetzt wurde, erfolgte die Umschreibung fiir 1 Stunde bei 37 °C.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um die Reaktion zu

stoppen, und sofort auf Eis gekiihlt.
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Standard-Reaktionsansatz:

10 x RT-Puffer 2,0 ul
dNTP-Mix (5 mM) 2,0 ul
Oligo(dT)-Primer (10 uM, Roche) 2,0 ul
RNase Inhibitor (10 U/ul, Roche) 1,0 ul
Omniscript RT (4 U/ul) 1,0 ul
RNase-freies Aqua bidest. ad 20,0 pl

3.2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR (polymerase chain reaction) [SAIKI et al., 1988] wurde im Jahre 1987
von Kary B. Mullis entwickelt. Aufgrund dieser Methode ist es moglich, ausgewihlte
Nukleotidsequenzen in vitro millionenfach zu vervielféltigen. Dadurch konnen auch geringe
Mengen an DNA einer Analyse schnell zuginglich gemacht werden.

Bei der PCR werden zwei Oligonukleotide (Primer) eingesetzt, die homolog zu den beiden
Enden der Zielsequenz sind. Die doppelstrangige DNA wird zundchst denaturiert. In der
Annealingphase hybridisieren die Primer an die einzelstringige Matrizen-DNA. Ein
hitzestabiles Enzym, die Tag-Polymerase, synthetisiert wihrend der Elongation vom 3’-Ende
der Primer ausgehend einen neuen DNA-Doppelstrang. Durch die Wahl eines gegenldufig
orientierten Oligonukleotid-Primerpaares kann gezielt die DNA-Sequenz zwischen den
beiden Primern vervielfiltigt werden. Aufgrund einer zyklischen Wiederholung der einzelnen
Reaktionsschritte - Denaturierung, Annealing und Elongation - wird die Ziel-DNA exponen-
tiell amplifiziert.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler mit Heizdeckel (Thermocycler UNO II,
Biometra) unter Hot-Start-Bedingungen durchgefiihrt.

Hierzu wurde das ,,7Tag DNA Polymerase Kit” (Qiagen) nach Herstellerangaben benutzt.

Standard-Reaktionsansatz:

cDNA (1 ng -2 ng) X ul
PCR-Puffer (10 x) 5,0 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
dNTP-Mix (2,5 mM) 5,0 ul
3’-Primer (10 uM) 2,0 ul
5’-Primer (10 uM) 2,0 ul

Aqua bidest. ad 50,0 ul
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Thermocycler-Bedingungen fiir spezifische PCR-Reaktionen:

Ampicillin-PCR:

Diese PCR dient zum Nachweis des Ampicillin-Resistenzgens auf dem Vektor. So kann zum

Beispiel eine erfolgreiche Transfektion nachgewiesen werden. Primer: AMP (2.4.1)

94 °C 2 min
94 °C 1 min
56 °C 45 s j x 35
72 °C 1 min
72 °C 7 min
4°C o
BZLF1-PCR:

Die BZLF1-PCR dient dem Nachweis des EBV kodierten BZLF1-Gens, dessen Expression
ein Signal fiir die Reaktivierung des lytischen Zyklus ist. Primer: BZLF1 (2.4.1)

94 °C 2 min
94 °C 1 min
58 °C 45 s j x 35
72 °C 1 min
72 °C 7 min
4°C oo
GAPDH-PCR:

Die GAPDH-PCR dient zum Nachweis des eukaryontischen Haushaltsgens Glycerinaldehyd-
3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Die PCR dient als Nachweis fiir eine erfolgreiche
RNA-Isolation und cDNA-Synthese. Primer: GAPDH (2.4.1)

94 °C 2 min
94 °C 1 min
56 °C 45 sj x 35
72 °C 1 min
72 °C 7 min
4°C o

3.2.11 Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese ist eine Methode zur Analyse von Nukleinsduren u. a. zur Charakteri-
sierung von PCR-Produkten (3.2.10). Geladene Teilchen wandern im elektrischen Feld und
werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Grof3e aufgetrennt.

Die als Trager verwendete Agarose ist ein Polysaccharid, welches aus Rotalgen hergestellt

wird. Es wird durch Aufkochen in Puffer gelost und polymerisiert beim Abkiihlen. Durch
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Variation der Agarosekonzentration konnen lineare DNA-Fragmente der Gré8e 0,1 bis 60 kb
separiert werden [ GASSEN & SCHRIMPF, 1999].

DNA-Fragmente von 1 bis 15 kb wurden dabei auf 0,8 %ige TAE-Agarosegele, kleinere
Fragmente auf 1,5 %ige TBE-Agarosegele aufgetragen. Zur Herstellung der Gele wurde das
Agarose-Puffer-Gemisch solange in einer Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose gelost war.
Den Agarosegelen wurde, nachdem sie auf 65 °C abgekiihlt waren, Ethidiumbromid (siehe
unten) zugegeben.

Die DNA-Proben und der entsprechende Grofenmarker wurden mit 1/10 Volumen
Farbmarker gemischt und in die Probentaschen pipettiert. Je nach Art des Gels erfolgte die
Elektrophorese in 0,5 x TBE- bzw. 1 x TAE-Puffer und die DNA wurde bei 5 V/cm Elektro-
denabstand aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte durch die ,,.BioDoc Analyze Camera”

(Biometra) und digitale Speicherung.

TAE-Puffer (1 x):

Tris 40 mM
Essigsdure 40 mM
EDTA I mM

TAE-Gel, 0,8 %ig (500 ml):
Agarose 4¢
TAE-Puffer (1 x) 500 ml =>» aufkochen, auf 65 °C abkiihlen
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 5 ul

TBE-Puffer (0,5 x):

Tris 45 mM
Borsiure 45 mM
EDTA 1 mM

TBE-Gel, 1,5 %ig (500 ml):
Agarose 75¢
TBE-Puffer (0,5 x) 500 ml =» aufkochen, auf 65 °C abkiihlen
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 5 ul

Farbmarker:
Ficoll Polymer 10 % (w/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylemcyanol 0,25 % (wlv)

EDTA 0,25 M
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GroBenmarker:
DNA-Léngenstandards X: 0,07-12,2 kb (Roche)
DNA-Liéngenstandards XIV, 100-Basenpaarleiter: 0-2500 bp (Roche)

3.2.12 PCR mit dem LightCycler

Beim LightCycler (Roche) werden ,,rapid cycle-PCR” und ,real-time-PCR” miteinander
kombiniert. Aufgrund von Glaskapillaren mit nur 20 ul Reaktionsvolumen wird das
Verhiltnis des Fliissigkeitsvolumens zur Oberfliche und damit die Temperaturiibertragung
optimiert. Schnelle Temperaturverdnderungen im Reaktionsgefid3 sind moglich, so dass ein
PCR-Zyklus weniger als 30 Sekunden dauert (rapid cycle-PCR). Die Analyse der PCR-
Produkte erfolgt wéihrend der Amplifikation mittels Fluoreszenz (real-time-PCR). Ein
zusitzlicher Analysenschritt wie bei der herkommlichen PCR entféllt und die Gefahr von
Kontaminationen wird minimiert. Im Anschluss an die PCR wird der Schmelzpunkt des
Amplikons ermittelt. Fiir jedes Amplifikationsprodukt besteht eine charakteristische
Schmelztemperatur. Diese ist abhidngig von den gewihlten PCR-Bedingungen, den
eingesetzten Primern und der Amplifikationsmethode.

Die Detektion der amplifizierten PCR-Produkte kann iiber verschiedene Methoden erfolgen.
Zum einen konnen PCR-Produkte mit dem Farbstoff SYBR Green I, zum anderen mit

Hybridisierungssonden erfasst werden.

3.2.12.1 Detektion mit SYBR Green I

Bei der PCR mit Detektion von Amplifikaten durch SYBR Green wurde das ,,LightCycler-
FastStart DNA Master SYBR Green [-Kit” (Roche) verwendet. In Abbildung 3.1 ist die
Reaktion schematisch dargestellt. Der Farbstoff SYBR Green I bindet unspezifisch an doppel-
strangige DNA.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der LightCycler-PCR mit SYBR Green |. A. Vor der
Amplifikation; B. Nach der Amplifikation. F: Fluorescein [MEUER et al., 2001]
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Nach Bestrahlung mit UV-Licht sendet SYBR Green I Fluoreszenzlicht aus, welches bei
530 nm gemessen werden kann. Die Detektion von PCR-Produkten erfolgt in der
Elongationsphase, in der doppelstringige DNA gebildet wird. Eine Quantifizierung wird
moglich, da so der Ubergang von der lag-Phase in die log-Phase detektiert werden kann, der

proportional zur Menge der Matrize ist.

3.2.12.2 Detektion mit Hybridisierungssonden

Zur Amplifikation von DNA im LightCycler wurde das ,,LightCycler-FastStart DNA Master
Hybridization = Probes-Kit” (Roche) verwendet. Die Hybridisierungssonden sind
Oligonukleotide, die an einen Strang der Zielsequenz hybridisieren. Eine Sonde ist
3'-Fluorescein markiert, die andere ist 5'-LightCycler Red Fluorophor markiert und am
3'-Ende durch Phosphorylierung modifiziert (siche 2.4.2). Da die Zielsequenzen der Sonden
auf der DNA unmittelbar benachbart sind (Abstand: 1-5bp), ist nach Anregung von
Fluorescein ein Fluoreszenztransfer auf das Red Fluorophor moglich. Dieser Vorgang wird
schematisch in Abbildung 3.2 dargestellt. Der Farbstoff reagiert mit Aussendung von
Fluoreszenz, welche vom LightCycler bei einer Wellenldnge von 640 nm gemessen wird. Der
hierbei detektierbare Ubergang von der lag-Phase in die log-Phase ist dem Gehalt an

Matrizen-DNA direkt proportional und ermoglicht eine Quantifizierung der Matrizenmenge.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der LightCycler-PCR mit Hybridisierungssonden. A. Vor
der Amplifikation; B. Nach der Amplifikation. A: Akzeptor, D: Donor [MEUER et al.,
2001]

Ergénzend zu den zu untersuchenden Proben wurde eine Standard-Verdiinnungsreihe (1:10
bis 1:10.000) mit DNA aus B95-8 Zellen, in denen die Gene fiir BZLF1, BRLF1 und GAPDH
nachweisbar waren, als externer Standard mitgefiihrt. Dabei wurde jeder Probe der Standard-
Verdiinnungsreihe eine fiktive Anzahl von Kopien des jeweiligen Gens zugeordnet. So wurde
der unverdiinnten cDNA-Probe eine Anzahl von 10.000 Kopien zugeordnet und der cDNA-
Probe, welche 1:10.000 verdiinnt wurde, eine Kopie. Mit Hilfe der LightCycler-Software

konnte nun aus der Standard-Verdiinnungsreihe eine Regressionsgerade erstellt werden.



Methoden 23

Daraus lie sich iber die Fluoreszenzintensitit die relative Konzentration der zu
analysierenden Proben bestimmen. Dabei sollte der Korrelationskoeffizient r zur

Validitétsiiberpriifung nahe -1 liegen und der Fehler (error) moglichst klein sein.

3.2.12.3 Amplifikationsprotokolle

Fiir diese Arbeit wurde der LightCycler zum semiquantitativen Nachweis der Gene BZLF1
und BRLF1 genutzt. Hierzu wurde die zuvor gewonnene cDNA (3.2.9) aus transfizierten
B95-8 Zellen eingesetzt. Der jeweilige Standard-Reaktionsansatz wurde in die LightCycler-
Kapillaren gegeben, die anschliefend mit einem Deckel verschlossen wurden. Die Kapillaren
wurden in den Rotor des LightCyclers gesetzt und 15 Sekunden bei 3.000 rpm zentrifugiert
(LC Carousel Centrifuge, Roche).

Standard-Reaktionsansatz ,.FastStart DNA Master Hybridization Probes”:
(angewendet bei der GAPDH- sowie BRLF1-spezifischen PCR)

cDNA 2,0 ul
FastStart Reaktions-Mix 2,0 ul
MgCl, (25 mM) 1,6 ul
3*-Fluorescein-markierte Sonde (4 uM) 1,0 ul
5¢-LC Red640-markierte Sonde (4 uM) 1,0 ul
3*-Primer (10 uM) 1,0 ul
5¢-Primer (10 uM) 1,0 pl
Aqua bidest. ad 20,0 pl

Standard-Reaktionsansatz , FastStart DNA Master SYBR Green I”:
(angewendet bei BZLF1-spezifischer PCR)

cDNA 2,0 ul
FastStart Reaktions-Mix 2,0 ul
MgCl, (25 mM) 1,6 ul
3‘-Primer (10 uM) 1,0 ul
5‘-Primer (10 uM) 1,0 ul
Aqua bidest. ad 20,0 ul

Der FastStart Reaktions-Mix in den LightCycler-Kits enthélt die Tag-Polymerase, dNTPs
(dUTP, anstatt dTTP), 10 x Puffer und 10 mM MgCl,.
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Bedingungen fiir spezifische PCR mit dem LightCycler:

GAPDH-Sonden-PCR
Primer: GAPDH (2.4.1); Sonden: GAPDH (2.4.2)

Denaturierung 10 min 95 °C
Amplifikation 0s 95 °C
10s 56 °C j x 50
13 s 72 °C
Schmelzkurve 40°C bis 95°C
Kiihlung 2 min 40 °C

BRLF1-Sonden-PCR
Primer: BRLF1 (2.4.1); Sonden: BRLF1 (2.4.2)

Denaturierung 10 min 95 °C
Amplifikation 0s 95 °C
10s 55°C j x 45
15s 72 °C
Schmelzkurve 40°C bis 95°C
Kiihlung 1 min 40 °C

BZLF1- PCR (innen)
Primer: BZLF1 (2.4.1)

Denaturierung 10 min 95 °C

Amplifikation 0s 95 °C
10s 58 °C x 45

15s 72 °C

Is 88 °C

Schmelzkurve 65 °C bis 95°C

Kiihlung 90 s 40 °C

3.2.13 Transfektion durch Endozytose

Eine einfache und schnelle Methode der DNA-Ubertragung in eukaryontische Zellen ist die
Transfektion mit ,,SuperFect™ Transfection Reagent” (Qiagen). Das Reagenz ist ein
aktiviertes Dendrimer. Das sind sphérische Molekiile, die einen hohen Grad an kugelformig
von einem zentralen Kernmolekiil ausgehenden Verzweigungen aufweisen. Sie enden in
geladenen Aminogruppen, mit denen die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA
interagieren. Es entsteht ein kompakter positiv geladener Komplex dhnlich der Anordnung der

DNA auf Histonen. Dieser lagert sich an die negativ geladenen Oberflichenmolekiile der
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Zellmembran an. Durch unspezifische Endozytose wird der Komplex von der Zielzelle
aufgenommen. Das Dendrimer puffert den dabei in den Vesikeln vorhandenen
Lysosomeninhalt ab, so dass die DNA nicht abgebaut wird und in den Zellkern gelangen
kann.

Die Transfektion erfolgte in 24-Lochplatten (Costar®). Dazu wurde die Zellzahl der Kulturen
bestimmt (3.1.4). Fiir jede Kavitit wurden 3 x 10° Zellen entnommen und alle gemeinsam in
einem Zentifugenrdhrchen bei 1.600 rpm (Labfuge, Heraeus Christ) 10 Minuten zentrifugiert.
Die Zellen wurden zweimal mit je 1 ml PBS je 3 x 10° Zellen gewaschen, und der Ansatz in
500 ul supplementiertes RPMI-1640 Medium je 3 x 10° Zellen (3.1.2) aufgenommen und in
die Lochplatte pipettiert. Weiterhin wurde pro Transfektionsansatz ein 1,5 ml Reaktionsgefi3
mit 60 ul RPMI-1640 Medium ohne Supplemente vorbereitet. In dieses Reaktionsgefal3
wurden 4 bzw. 8 ug DNA pipettiert. AnschlieBend wurden 10 pl SuperFect gegeben. In ein
Kontrollgefdl wurden 60 ul RPMI-1640 Medium und 10 pl SuperFect zugegeben und in ein
weiteres Kontrollgefdl ausschlieBlich Medium. Nach 5- 10 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Ansidtze mit 1 ml supplementiertem RPMI-1640 Medium
versetzt und zu den jeweiligen Zellsuspensionen in der Lochplatte gegeben. Jeder Ansatz
erhielt 1 ml Medium. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C, 5% CO, Gehalt und 90 %
Luftfeuchtigkeit.

3.2.14 Inhibierung von PLA2 und PKC

Die pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen wurden mit spezifischen
PLA2-Inhibitoren bzw. PKC-Inhibitoren behandelt. Als PLA2-Inhibitoren wurden
Arachidonyl-trifluoromethylketon und Quinacrine mit einer Endkonzentrationen von 10 uM
eingesetzt. Die Inhibierung erfolgte in 24-Lochplatten (Costar®). Dazu wurde die Zellzahl der
Kulturen bestimmt (3.1.4). Fiir jede Kavitdt wurden 3 x 10° Zellen entnommen und bei
1.600 rpm (Labfuge, Heraeus Christ) 10 Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden zweimal
mit je 1 ml PBS gewaschen, und jeder Ansatz in 500 ul supplementiertem RPMI-1640
Medium (3.1.2) aufgenommen und in die Lochplatte pipettiert. Die Inhibitoren wurden nun, 2
Stunden vor der Transfektion, in einer Endkonzentration von 10 uM zu der Zellsuspension
pipettiert. Nach 2 Stunden wurde die Transfektion (3.2.13) durchgefiihrt. Dabei erhdhte sich
das Gesamtvolumen eines Ansatzes auf 2,5 ml. AnschlieBend wurde die Konzentration der
Inhibitoren wieder auf 10 uM eingestellt. Als PKC-Inhibitoren wurden Bisindolylmaleimid I
(GFX) und H-7 Dihydrochloride eingesetzt. Bisindolylmaleimid I (GFX) wurde in einer
Endkonzentration von 60 uM und H-7 Dihydrochloride in einer Endkonzentration von 25 uM

zugegeben.
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Bei einem weiteren Versuch wurde die Spontanreaktivierung des lytischen Zyklus von B95-8
Zellen nach Inkubation mit spezifischen PLA2-Inhibitoren untersucht. Dazu wurden
3 x 10° Zellen in 2 ml supplementiertem RPMI-1640 Medium (3.1.2) mit den oben genannten
Inhibitor-Endkonzentrationen 12 und 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die

Spontanreaktivierungsrate mittels IFT (3.5) und Reversem Northern-Blot (3.3) analysiert.

3.3 Reverser Northern Blot

Die Reverse Northern Blot Analyse ist eine Methode zur Fixierung gelelektrophoretisch
aufgetrennter cDNA auf einer Tridgermatrix. Dadurch wird eine spezifische Detektion von
Zielsequenzen moglich. Das Prinzip beruht auf der Detektion einer Digoxigenin-markierten
Sonde, welche an die Ziel-cDNA hybridisiert (Abbildung 3.3). An die Sonde bindet
anschlieBend eine anti-Digoxigenin-AP. Gebundene Antikorper werden in der
Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen. Als Substrat fiir die Alkalische Phosphatase dient
CSPD. Durch die enzymatische Dephosphorylierung des Substrates entsteht ein metastabiles
Phenolat-Anion, welches zerfillt und dabei Licht mit einem Maximum bei 477 nm emittiert.

Die Licht-Emission wird mit Hilfe eines Rontgenfilms detektiert.

‘ v ® Chemilumineszenz Detektion
| *% - CSPD / CDP-Star

Substrate

Alkaline
‘ enzymgekoppelter Antikérper
| A
|
; Markierte Probe
| A-C-U-A-T
| e o
[ o

-C TG J'TTG :-A':'T TATG TC' Target DNA
' = ! Membran

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Digoxigenin-vermittelten Blot-Analyse mit anschlie-
Bender Detektion durch Chemilumineszenz (Roche)
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3.3.1 Herstellung DIG-markierter cDNA-Sonden mittels PCR

Die DIG-dUTP markierten cDNA-Sonden wurden mit dem ,,PCR DIG Probe Synthesis Kit”
(Roche) synthetisiert. Die Markierung erfolgt wihrend der PCR durch Einbau von DIG-
gekoppeltem dUTP anstelle von dTTP in die cDNA.

Die Synthese von Sonden gegen GAPDH, B-Aktin und BZLF1 wurde nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

Standard-Reaktionsansatz:

PCR-Produkt 5,0 ul
10 x PCR Buffer 5,0 ul
10 x PCR DIG Probe Synthesis Mix 5,0 ul
5¢-Primer (10 pmol/ul) 2,0 pl
3*-Primer (10 pmol/ul) 2,0 ul
Enzyme Mix (Roche) 0,75 ul
Aqua bidest. ad 50,0 pl

Bedingungen zur Herstellung einer DIG-dUTP markierten Sonde spezifisch fiir BZLF1:
Primer: BZLF1 Sonde (2.4.1)

95°C 2 min
95°C 155 <
58°C 45 x 10
72 °C 1 min—
95°C 155 <«
58°C 45 x 20 > je Zyklus 20 Sekunden ldngere Elongationszeit
72°C 1 min—
72 °C 7 min
4°C ©

3.3.2 Dot Blot

Die Markierungs-Effizienz von DIG-dUTP markierten DNA-Sonden wurde mittels Dot Blot
tiberpriift. Beim Dot Blot werden Nukleinsduren punkt- oder bandenformig direkt auf eine
Membran aufgetragen.

Eine Verdiinnungsreihe der DNA-Sonde und der markierten Kontroll-DNA (Dig Luminescent
Detection Kit, Roche) von 1:10 bis 1:10.000 wurde mit DNA-Verdiinnungspuffer (Dig
Luminescent Detection Kit, Roche) hergestellt. Je 1 ul der Verdiinnungsreihen wurde auf eine
,Hybond-N* Nylon Tranfer Membrane*“ (Amersham Pharmacia Biotech) getropft.
AnschlieBend wurde von jeder Seite ein UV-Crosslinking (UV-Stratalinker'™ 2400,
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Stratagene) bei 254 nm durchgefiihrt und die Membran zusétzlich 30 Minuten bei 80 °C

gebacken, um die cDNA kovalent an die Membran zu binden.

3.3.3 Gewinnung von full-length cDNA

Zur Herstellung von full-length cDNA aus geringen Mengen Gesamt- oder poly(A")-mRNA
wurde das ,,SMART™ PCR ¢DNA Kit” (BD Biosciences) verwendet.

Ein modifizierter Oligo(dT)-Primer bindet an die mRNA und startet die Erststrangsynthese.
Sobald die Reverse Transkriptase das 5°-Ende der mRNA erreicht, werden durch die
Terminale Transferase-Aktivitdt des Enzyms einige Nukleotide, vor allem Desoxycytidin
(dC), an das 3‘-Ende der cDNA gebunden. Das SMARTTM—Oligonukleotid (SMARTIT A
Oligonukleotide), welches eine Oligo(dG)-Sequenz am 3‘-Ende hat, bindet komplementir die
dC-Sequenz und wird durch die DNA-Polymerase elongiert. Es entsteht eine doppelstringige
cDNA, welche die komplette Sequenz am 5°‘-Ende der mRNA und zudem die Sequenz, die
komplementiir zum SMART™-Oligonukleotid ist, enthilt. Die ¢cDNA wird in einer PCR

amplifiziert.

cDNA-Erststrangsynthese:

Zur Erststrangsynthese wurde die poly(A)"-mRNA (3.2.8) aus transfizierten B95-8 Zellen
nach Konzentrationsbestimmung (3.2.4) eingesetzt. In einem RNase-freien 0,2 ml-
Reaktionsgefidl wurden 3 ul RNA (1 pg), 1 ul 3* SMART CDS Primer II A (10 uM) und 1 pl
SMART II A Oligonukleotide (10 uM) zusammengegeben, der Ansatz wurde 2 Minuten bei
70 °C im Thermocycler inkubiert. Nach Zugabe von je 5 ul des Standard-Reaktionsansatzes
folgte eine einstiindige Inkubation bei 42 °C im Brutschrank. Dem Ansatz wurden 40 ul
TE-Puffer zugesetzt und die Reaktion bei 72 °C (7 Minuten) gestoppt. Die synthetisierte
cDNA war bei —20 °C bis zu 3 Monate haltbar.

Standard-Reaktionsansatz:

5 x First Strand Buffer 2,0l
DDT (20 mM) 1,0 ul
50 x dNTP (10 mM) 1,0 ul

PowerScript Reverse Transkriptase 1,0 ul
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TE-Puffer (1 x) :

Tris (1 M) 10 ml

Na,EDTA (pH 8,0; 0,5 M) 2 ml => in 880 ml Aqua dest. 16sen
=> pH auf 8,0 einstellen

Aqua dest. ad 1000 ml

Die Losung wurde autoklaviert.

cDNA-Amplifikation:
Je 10 pl der cDNA aus der Erststrangsynthese wurde zu 90 pl des Standard-Reaktionsansatzes
gegeben. Die SMART cDNA-Amplifikation wurde im Thermocycler unter Hot-Start-

Bedingungen durchgefiihrt.

Standard-Reaktionsansatz:

10 x Advantage 2 PCR Puffer 10,0 ul
50 x ANTP-Mix (10 mM) 2,0 ul
5¢ PCR Primer II A (10 uM) 2,0 ul
50 x Advantage 2 Polymerase Mix 2,0 ul
Aqua bidest. ad 90,0 ul

Der ,,50 x Advantage 2 Polymerase Mix” enthilt die ,,TITANIUMTM Tag DNA Polymerase”,

eine geringe Konzentration ,proofreading Polymerase” und ,TaqStart'™ Antikorper”
(1,1 pg/ub).

Bedingungen fiir die SMART cDNA-PCR

95 °C 1 min
95 °C 15s <
65 °C 30s Jx 19
68 °C 6 min
4°C oo

3.3.4 Gelelektrophorese

Die Elektrophorese erfolgte auf einem 0,8 %igem TAE-Gel (3.2.11). Nach photometrischer
Konzentrationsbestimmung (3.2.4) wurden je 10pug der amplifizierten cDNA (3.3.3)
eingesetzt und mit 1/10 Volumen Farbmarker (3.2.11) gemischt in die Geltaschen gegeben.
Die Elektrophorese erfolgte fiir etwa 1,5 Stunden in 1x TAE-Puffer (3.2.11) bei einer
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Spannung von 5 V/cm Elektrodenabstand. Zusitzlich wurde ein DNA-GroB8enstandard
(3.2.11) aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel durch die ,,BioDoc Analyze
Camera” (Biometra) und digitale Speicherung dokumentiert. Als MaBstab fiir die spitere

GroBenabschidtzung von Banden auf dem Rontgenfilm diente ein angelegtes Lineal.

3.3.5 Vakuumblot

Nach der elektrophoretischen Trennung und Dokumentation der Banden wurde das Gel
20 Minuten in 20 x SSC &quilibriert, dann unter Schwenken 15 Minuten in Fragmen-
tierungslosung, 45 Minuten in Denaturierungslosung und anschlieBend 45 Minuten in
Neutralisierungslosung inkubiert.

Fiir den Vakuumblot wurde das ,,VacuGeneTM XL-System” der Firma Pharmacia Biotech
verwendet und wie folgt aufgebaut (Abbildung 3.4): Auf die Blotschale wurde zunéchst eine
pordse Platte gelegt, darauf die passend zugeschnittene Nylonmembran (Hybond-N" Nylon
Transfer Membrane, Amersham Pharmacia Biotech) und darauf eine Maske bzw. Folie, deren
Fenster etwas kleiner war als die Membran bzw. das Gel. Auf dieses Fenster wurde das
dquilibrierte Agarosegel blasenfrei aufgebracht und mit 20 x SSC {iiberschichtet. An die
Blotschale wurde eine Vakuumpumpe angeschlossen. Danach wurde 1,5 Stunden mit einem
Vakuum von 50 - 60 mbar geblottet. Hierbei wurde die cDNA auf die Nylonmembran

ibertragen.

- Transferlésung

Gel
undurchlassige Schicht
. —— durchlassiger Trager

—— zur Vakuumpumpe

Nylonmembran

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung einer Vakuumblot-Apparatur

Nach dem Blot wurde die Hohe der Slots auf der Nylonmembran markiert und das Gel
verworfen. Die Membran wurde 10 Minuten in 5 x SSC geschwenkt. AnschlieBend wurde die
cDNA durch UV-Crosslinking (UV—StratalinkerTM 2400, Stratagene) und Backen auf der
Membran fixiert (siehe 3.3.2).
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SSC (20 x):
NaCl 1733 g
Natriumcitrat Dihydrat 882 ¢g => in 880 ml Aqua dest. 16sen
=>» pH auf 7,0 einstellen
Aqua dest. ad 1000 ml

Fragmentierungslosung (0,25 M HCI):

HCI (37 %) 12,3 ml

Aqua dest. ad 500 ml
Denaturierungslosung :

NaOH (0,5 M) 10¢g

NaCl (1,5 M) 438 g

Aqua dest. ad 500 ml

Neutralisierungslosung :

Tris (1 M) 60,6 g

NaCl (1,5 M) 438 g => in 450 ml Aqua dest. 16sen
=>» pH auf 7,0 einstellen

Aqua dest. ad 500 ml

3.3.6 Prihybridisierung und Hybridisierung

Die Nylonmembran mit der fixierten cDNA wurde mit 20 ml 42 °C warmem Hybridi-
sierungspuffer ,Dig Easy Hyb” (Roche) in eine Hybridisierungsrohre gegeben und
1 bis 4 Stunden bei 42 °C prihybridisiert. Wihrenddessen wurde die Digoxigenin-markierte
Sonde bei erster Verwendung 5 Minuten bei 95 °C in 1 ml ,Dig Easy Hyb” (Roche)
denaturiert und anschlieBend in 8 ml frischen, 42 °C warmen Hybridisierungspuffer
aufgenommen. Bei Wiederverwendung einer Sonde wurde der bei -20°C gelagerte
Hybridisierungsansatz (DIG-Sonde in 8 ml Dig Easy Hyb) aufgetaut und 10 Minuten bei
68 °C im  Wasserbad  denaturiert. Die  Konzentration der  Sonden  fiir
Hybridisierungsreaktionen sollte laut Herstellerangaben bei mindestens 5 ng/ml liegen.

Nach der Prihybridisierung wurde der Hybridisierungspuffer gegen die denaturierte, in
Hybridisierungspuffer aufgenommene Sonde ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte iiber
Nacht bei 42 °C im Hybridisierungsofen.
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3.3.7 Waschschritte und Immundetektion

Nach der Hybridisierung wurde die Nylonmembran bei Raumtemperatur zweimal 5 Minuten
in 2x SSC; 0,1 % SDS (w/v) gewaschen. Um unspezifisch gebundene Sondenmolekiile zu
entfernen, wurde die Membran anschlieBend zweimal 15 Minuten bei 65 °C mit 0,1 x SSC;
0,1 % SDS (w/v) inkubiert.

Danach folgte die Detektion unter Verwendung des ,,Dig Wash and Block Buffer Set*
(Roche) nach Herstellerangaben. Die Membran wurde in Waschpuffer gewaschen und mit
,Blocking Solution* inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusittigen. Das ,,Anti-Dig-AP-
Konjugat* (Dig Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids, Roche) wurde 1:1000 (v/v) mit
20 ml Maleinsdure verdiinnt. Darin wurde die Membran 30 Minuten unter Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde sie zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikorper gewaschen. Die
Membran wurde in Detektionspuffer &dquilibriert und mit dem Substrat CSPD (Dig
Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids, Roche), welches zuvor 1:100 (v/v) mit
Detektionspuffer verdiinnt wurde, in eine Plastikfolie eingeschweift.

AbschlieBend wurde die eingeschweilite Membran auf einen Rontgenfilm gelegt, dieser
20 Minuten bis 1,5 Stunden bei Raumtemperatur exponiert und dann entwickelt

(Rontgenfilmentwickler T-6 Processor, Cronex®).

3.3.8 Wiederverwendung der Membran

Fir Hybridisierungen eingesetzte Membranen konnen mehrfach verwendet werden, wenn es
gelingt, die gebundene Sonde vollstdndig zu entfernen.

Dazu wurde die Membran bei 37 °C fir 2 x 15 Minuten in 0,2 M NaOH leicht schwenkend
inkubiert und anschlieBend in 2 x SSC &quilibriert. Danach konnte sie entweder erneut zur
Hybridisierung eingesetzt werden oder in 2 x SSC in eine Folie eingeschweifit bei 4 °C

gelagert werden.

3.4 Bestimmung der DNA-Syntheserate

Die Zellvermehrung ist mit der Replikation genomischer DNA verbunden, so dass die DNA-
Neusynthese sowohl als Parameter fiir die Zellproliferation als auch fiir die Regulation der

DNA-Synthese verwendet werden kann.
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Um die DNA-Syntheserate zu bestimmen, wurde ein ,,Cell Proliferation ELISA” (Roche)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf dem Einbau von 5-Bromo-2"-
Deoxyuridin (BrdU) in die genomische DNA sich teilender Zellen. Das BrdU kann
immunserologisch detektiert werden.

Dazu wurden transfizierte und unbehandelte B95-8 Zellen (1 x 10° Zellen pro Ansatz) fiir
2 Stunden mit ,,BrdU-labeling Losung” (Roche) versetzt. Nach Entfernung des Kultur-
mediums wurden die Zellen fixiert und die DNA durch Zugabe der Losung ,.FixDenat”
(Roche) denaturiert. Der Nachweis von BrdU erfolgt mit einem spezifischen, POD markierten
Antikorper. Nach mehreren Waschschritten wurde das POD-Substrat zugegeben und bis zur
deutlichen Firbung 5 -30 Minuten inkubiert. Nach Stoppen der Reaktion durch 1M
Schwefelsdure wurde die Absorption in einen Mikroplatten-Scanning-Spektrophotometer bei

450 nm (Referenzwellenldnge: 690 nm) bestimmt (Power Wave 200™, Biotek Instruments®).

3.5 Immunfluoreszenz-Test

Die Identifizierung von EBV-kodierten Antigenen (z.B. Early Antigen) in infizierten Zellen
erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Es kam die indirekte Immunfluoreszenz (IFT) zur
Anwendung.

Der IFT beruht auf der spezifischen Bindung von Antikdrpern an Antigene. Dabei bindet
zunidchst ein primérer Antikorper an das spezifische Antigen. Ein sekundérer Antikorper, der
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, bindet an den primédren Antikorper. Unter
Anregung mit UV-Licht (519 nm) stellen sich die spezifisch erkannten Antigene apfelgriin
dar. Die Auswertung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss).

Die pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen, die Positiv-Kontrolle
(B95-8) und die Negativ-Kontrolle (BJAB) wurden bei 1.600 rpm 5 Minuten (Labfuge,
Heraeus Christ) zentrifugiert. Dabei wurden pro Ansatz 1 x 10° Zellen verwendet. Nach zwei
Waschschritten in je 1 ml PBS wurden die Zellen in ca. 50 ul PBS aufgenommen. In einen
mit absolutem Ethanol entfetteten Spezialobjekttriger wurden pro Vertiefung 10 ul
Zellsuspension gegeben. Die Zelldichte wurde anschlieBend mikroskopisch kontrolliert.
Hierbei sollten die Zellen dicht zusammenliegen, jedoch nicht {iberlappen. Die Zellsuspension
auf dem Objekttrager wurde nun bei 37 °C fiir 30 Minuten getrocknet und anschlieBend
10 Minuten in eiskaltem Aceton bei -20 °C fixiert. Nachdem der Objekttriger anschliefend an
der Luft getrocknet war, wurde der Primérantikorper auf die fixierten Zellen gegeben. Der
Objekttrager wurde bei 37 °C 30 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert und dann 3 x
5 Minuten in PBS leicht schwenkend gewaschen, um nicht gebundene Antikorper zu
entfernen. Nun wurde der FITC-markierte Sekundédrantikdrper auf die Zellen gegeben. Nach

weiteren 30 Minuten Inkubation bei 37 °C in einer feuchten Kammer wurde der Objekttriger
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abermals 3 x 5 Minuten in PBS gewaschen. Beim letzten Waschschritt wurde 50 ul
Kontrastfarbstoff ,,Evans Blue” (Sigma) zugegeben. Der Objekttriger wurde anschlie3end mit
Anti-Fading-Reagenz eingedeckt und bis zur Auswertung bei —20 °C im Dunkeln gelagert.
Zur besseren quantitativen Auswertung wurde die Anzahl der EA-D positiven B95-8 Zellen,
die mit pcDNA-3.1 E transfiziert worden waren, gleich 1 gesetzt und die Anzahl der EA-D
positiven B95-8 Zellen, welche mit pcDNA-AHCY transfiziert worden waren, auf diese Zahl
normiert. Als Beispiel: 70 EA-D positive Zellen bei den mit pcDNA-3.1 E transfizierten
B95-8 Zellen und 175 EA-D positive Zellen bei den mit pcDNA-AHCY transfizierten B95-8
Zellen. Normiert wiirde es dann heilen: Anzahl der EA-D positiven Zellen bei den mit
pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen zu Anzahl der EA-D positiven Zellen bei den mit
pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen 1: 2,5.

EA-D positive pcDNA-AHCY transfizierte Zellen
EA-D positive pcDNA-3.1 E transfizierte Zellen

Uberexpressionsfaktor =

Anti-Fading-Reagenz:

p-Phenylendiamin 0,1 % (w/v) 100 mg

Glycerin 90 % (v/v) 90 ml

PBS (pH 7,2) 10 % (v/v) 10 ml

Bicarbonat-Puffer (0,5 M, pH 9,0) ad pH 8,0
PBS:

NaCl 8,00 g

KCl 0,20 g

NaHPO, 1,44 ¢

KH,PO,4 0,24 ¢

Aqua bidest. ad 1000 ml = pH auf 7.4 einstellen
PrimérantikOrper:

Anti-EA-D, Maus, monoklonal 1:500 in PBS
Sekundirantikorper:

Anti-Maus IgG-FITC, Kaninchen 1:20 in PBS



Methoden 35

3.6  Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorter) wurde mit einem
,FACSCalibur-Analyse-Gerit” (Becton Dickenson) durchgefiihrt. Sie dient zur Analyse von
Einzelzellen in Suspension auf Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Das
FACS-Gerit besteht aus einem Fliissigkeitssystem und einem optischen System. Durch das
unter Druck stehende Fliissigkeitssystem werden die Zellen mittels eines Trigerstroms mit
konstanter Geschwindigkeit einzeln an einem Laser vorbeigefiihrt. Das auftreffende Licht
wird dabei nicht in alle Richtungen gleichzeitig gestreut. Der grofite Teil wird entlang des
einfallenden Lichtstrahls gestreut und daher als Vorwirtsstreulicht (forward scatter = FSC)
bezeichnet. Da kleine Zellen Licht weniger streuen, stellt das Vorwirtsstreulicht in erster
Linie ein Ma8 fiir die Zellgrole dar. Das im rechten Winkel zum einfallenden Licht gestreute
Licht hiangt hauptsidchlich von der Granularitit der Zelle ab und wird als Seitwirtsstreulicht
(side ward scatter = SSC) bezeichnet. Dariiber hinaus kann der Laser an Antikdrper
gebundene Chromogene zur Aussendung von Lichtquanten anregen. Dazu werden an
verschiedene Oberflichenmolekiile der Zelle spezifische Antikorper gebunden, die mit
verschiedenen Fluoreszenzstoffen markiert sind. Der hier verwendete FACSCalibur erlaubt
durch einen zusitzlichen Argonlaser eine gleichzeitige Analyse von vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen.

Zur Analyse der Expression von Oberflichenmolekiilen wurden pcDNA-AHCY und pcDNA-
3.1 E transfizierte B95-8 Zellen (3.2.13) 5 Minuten bei 1.600 rpm (Labfuge, Heraeus Christ)
durch Zentrifugation angereichert. Das Pellet wurde zweimal in je 1 ml sterilfiltriertem PBS
gewaschen und in 850 ul sterilfiltriertem PBS aufgenommen. In FACS-Analyse-Rohrchen
wurden die Antikorper vorgelegt (Mengenangaben erfolgten laut Hersteller). In die Rohrchen
wurden nun jeweils 200 ul der in PBS suspendierten Zellen gegeben. Nach Mischen
(Vortexer, Heidolph) wurden die Ansitze fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
zur Antikorperbindung inkubiert. Zum Entfernen ungebundener Antikorper wurde den
Ansitzen schlieBlich je 2 ml sterilfiltriertes PBS zugesetzt und die Losung bei 1.300 rpm
(Labfuge, Heraeus Christ) zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 200 ul PBS aufgenommen
und bis zur Messung bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die Messung im FACSCalibur (Becton
Dickenson) erfolgte nach Einstellung der angegebenen Antikorperkombinationen bis zur
Akkumulation von 50.000 Ereignissen.

Die Auswahl der zu untersuchenden Oberflachenantigene ergab sich aus Voruntersuchungen,
bei denen normale B-Lymphozyten mit dem EBV infiziert worden waren und so eine
Primérinfektion ausgelost wurde [SCHAADE et al., 1999]. Folgende Oberflichenantigene
wiesen eine verstirkte Aktivitdt auf: CD11a, CD19, CD23, CD30, CD40, CD44, CD54 und
CDs58.
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Tabelle 3.1:  In der FACS-Analyse untersuchte Oberflaichenantigene und ihre Funktion

Oberflachenantigen Funktion
CDlla - A"-Untereinheit von LFA-1
- bindet CD54, ICAM-2, ICAM-3
CD19 - bildet Komplex mit CD21
- Korezeptor fiir B-Zellen
CD23 - reguliert IgE-Synthese
- Ligand fiir CD19, CD21, CDS81
CD30 - Vernetzung von CD30 verstirkt die
Proliferation von B- und T-Zellen
CD40 - fordert Wachstum, Differenzierung
und Isotypenwechsel von B-Zellen
CD44 - bindet Hyaluronsiure
- vermittelt die Adhédsion von Leukozyten
CD54 - Interzelluldres Adhisionsmolekiil
- bindet CD11a/CD18 und CD11b/CD18
CD58 - Adhésionsmolekiil
- bindet CD2

3.7 Western Blot

Mittels Western Blot-Analyse konnen gelelektrophoretisch aufgetrennte und auf eine
Membran transferierte Proteine spezifisch nachgewiesen und dargestellt werden.

Die Proteinproben (3.7.1), die gegebenenfalls konzentriert worden waren (3.7.3), wurden
entsprechend ihres Molekulargewichtes durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (3.7.4)
aufgetrennt. Nach dieser Auftrennung fand eine Ubertragung auf eine PVDF-Membran statt.
Das Zielprotein konnte immunologisch durch Bindung eines Primérantikorpers nachgewiesen

und detektiert werden.

3.7.1 Proteinisolierung aus eukaryontischen Zellen

Die Proteinisolierung aus Zellsuspensionen erfolgte durch das ,,M-PER™ Mammalian Protein

Extraction Reagent” (Pierce). Bei dieser Substanz handelt es sich um 25 mM Bicin-Puffer
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(pH 7,6), der eine schnelle und effiziente Lyse unter schonenden Bedingungen durch Einsatz
moglichst geringer Mengen an Detergenz erlaubt.

Die pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten Zellen (3.2.13) wurden in einem
Eppendorf-Gefif fiir 10 Minuten bei 2.500 x g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Nach Waschen des Pellets mit 1 ml PBS wurden 250 ul ,,M—PERTM Mammalian Protein
Extraction Reagent” zugegeben. Die Losung wurde nun fiir 10 Minuten leicht schiittelnd bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellreste durch Zentrifugation bei
27.000 x g 15 Minuten sedimentiert und der proteinhaltige Uberstand in ein neues Eppendorf-
Gefil iiberfiihrt. Die Losung wurde bei —20 °C aufbewahrt.

3.7.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des ,,Bradford-Reagent” (Sigma) bestimmt.
Proteine bilden mit dem Reagenz einen Farbstoff-Komplex, der bei 565 bis 595 nm ein
Absorptionsmaximum hat. Die Absorption < 1 ist proportional zu der Konzentration der
Proteine in der Losung. Es wurde ein Micro-Assay durchgefithrt, mit dem
Proteinkonzentrationen von 1 — 10 ug/ml erfasst werden konnen. Aus einer Albuminldsung
wurde eine Standardreihe mit den Proteinkonzentrationen von 1 — 10 pg/ml hergestellt. Dabei
wurden 1 ml Losung pro Standardverdiinnung und 1 ml Wasser fiir den Referenzwert in eine
Kiivette gegeben. Die zu testenden Proben (3.7.1) wurden in Wasser verdiinnt (10 pl in 1 ml
Aqua bidest.) und ebenfalls in Kiivetten iiberfiihrt. In jede Kiivette wurde anschliefend 1 ml
Bradford-Reagenz gegeben. Die Losung wurde griindlich gemischt und bei Raumtemperatur
5 - 60 Minuten inkubiert. AbschlieBend wurden die Proben in einem Spektrophotometer
(Ultrospec III, Pharmacia Biotech) bei 595 nm Wellenldnge gemessen. Die Protein-

konzentration wurde iiber die Kurve ermittelt.

3.7.3 Konzentrieren einer Proteinlosung

Losungen mit einem Proteingehalt < 200 pg/ml wurden mittels ,,Microcon® Centrifugal Filter
Devices” (Amicon Bioseparations) konzentriert. Das System beruht auf einer leicht
bindenden, anisotropen, hydrophilen Cellulose-Membran. Dazu wurde der Microcon®-
Einsatz (YM-10; 10.000 NMWL), der die Membran enthilt, in ein Eppendorf-Gefil gegeben.
Es wurden maximal 0,5 ml Proteinlosung (3.7.1) in den Einsatz gefiillt, das Eppendorf-Gefif3
wurde verschlossen und 30 Minuten bei 14.000 x g abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der

Einsatz entnommen, umgedreht in ein neues Eppendorf-Gefall gegeben und 3 Minuten bei
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1.000 x g zentrifugiert. Nach diesem Schritt konnte das Residuum auf ein Endvolumen von

50 pl aufgefiillt werden.

3.74 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Polyacrylamid entsteht durch eine radikal-induzierte Polymerisation aus Acrylamid und N,N’-
Methylenbisacrylamid. Die freien Radikale entstehen durch den chemischen Zerfall von
Ammoniumpersulfat. Zur Stabilisierung der freien Radikale wurde N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED) hinzugefiigt. Die physikalischen Gegebenheiten des Gels und seine
PorengroBe werden durch das Mengenverhiltnis der Komponenten zueinander bestimmt.

Ammoniumpersulfat wurde bei —20 °C gelagert und durfte erst kurz vor Gebrauch aufgetaut

werden. Alle anderen Losungen konnten sterilfiltriert bei 4 °C gelagert werden.

Acrylamid-Stammldsung:
Acrylamid (2x) (wW/v) 30 %
Bisacrylamid (2x) (wW/v) 0,8 %

Trenngel-Puffer:
Tris / HCI (pH 8,8) 1,5M
SDS (W/v) 0,4 %

Sammelgel-Puffer:

Tris / HCI (pH 6,8) 0,5M
SDS (W/v) 0,4 %
Ammoniumpersulfat:
Ammoniumpersulfat (w/v) 10 % aliquotiert bei —20 °C

Elektrophorese-Puffer:

Tris 025M 60,55 ¢
Glycin 1.9M 285,27 g
SDS (wW/v) 1,0 % 20¢g

Aqua bidest. ad 2.000 ml
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Proben-Puffer (denaturiert, 2 x):

Sammelgel-Puffer 12,5 ml
Glycerin (vIv) 22.3 % 10,0 ml
1 % Bromphenolblau 0,003 % 1,5 ml
30 % SDS (W/v) 6,0 % 10,0 ml
Aqua bidest. ad 45 ml

Fir die Auftrennung der Proteinlosung wurde ein 13 %iges Polyacrylamidgel (PAA)

verwendet.

Sammelgel (5 %):

Acrylamidstammldsung 2,5 ml
Sammelgel-Puffer 3,75 ml
TEMED 15 ul
1 % Bromphenolblau 100 ul
Aqua bidest. 8,7 ml
Ammoniumpersulfat 75 ul

Trenngel (13 %):

Acrylamidstammldsung 2,5 ml
Trenngel-Puffer 9,4 ml
TEMED 30 ul
1 % Bromphenolblau 50 ul
Aqua bidest. 11,64 ml
Ammoniumpersulfat 250 pl

Die Trenngelmischung wurde unter leichtem Schwenken 2 Minuten mit einer Wasserstrahl-
pumpe entgast, bis keine Luftblischen mehr aufstiegen. AnschlieBend wurde durch Zugabe
von Ammoniumpersulfat der Polymerisierungsprozel3 gestartet. Das Gemisch wurde in die
Gelkammer (Gelgrofe 7 x 9 cm, Schichtdicke 0,75 mm) gegossen und danach die Oberfldche
des Gels mit 1 ml Methanol iiberschichtet, um einen Luftabschluss zu erreichen und eine
glatte Oberfliche zu erhalten. Nach etwa 30 Minuten war das Gel fest und das Methanol
konnte abgegossen werden.

Die Sammelgellosung wurde ebenfalls entgast. Nach Zugabe des Ammoniumpersulfat wurde
das Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel gegossen. Der geeignete Gelkamm wurde
eingesteckt. Nach 20 Minuten war die Polymerisation beendet und die fertigen Gele konnten
aus dem Behilter genommen werden. Fiir eine langerfristige Aufbewahrung wurden die Gele

in feuchtes Papier eingeschlagen, um eine Austrocknung zu verhindern, und bei 4 °C gelagert.
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Die Gelplatten wurden vorsichtig mit Wasser abgewaschen, um Gelriickstidnde abzulésen und
dann in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Anoden- und Kathodenkammer wurden
mit 1 x Elektrophorese-Puffer befiillt und die Kémme vorsichtig entfernt.

Die auf normierte Menge eingestellte Proteinlosung (3.7.2) wurde 1:1 mit Proben-Puffer (2 x)
sowie 10 % Dithiothreithol (DTT) versetzt. Die Losung wurde fiir 10 Minuten bei 95 °C
denaturiert und mittels einer Hamilton-Spritze in die Probentaschen eingefiillt. Auf jedem Gel
wurden 15 pl eines ,,RainbowTM coloured protein molecular weight marker” (Amersham
Pharmacia Biotech) als GroBenstandard aufgetragen. Der Marker wurde dabei genau wie die
Proben mit Proben-Puffer (2 x) sowie DTT versetzt und denaturiert.

Die Elektrophorese lief 2 Stunden bei 18 mA/Gel, bis die Bromphenolblaufront aus dem
unteren Rand des Gels austrat. Die Glasplatte wurde vorsichtig mit einem Skalpell abgelost

und die Abstandhalter entfernt. Das Gel konnte nun geblottet werden.

3.7.5 Elektro-Transfer

Nach der SDS-PAGE (3.7.4) wurden die Proteine mittels eines elektrophoretischen Transfers,
dargestellt in Abbildung 3.5, auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) iiberfiihrt. Dazu
wurde das Gel auf eine mit Methanol angefeuchtete ,,PVDF Western Blotting Membrane”
(Roche) gelegt. Gel und Membran wurden auf beiden Seiten mit Whatman-Papier und einer

grobpordsen Schaumstoffmatte zum Schutz bedeckt und in eine Transferkassette eingespannt.

. — Kathode (-)

] =l
| Schaumstoffmatte
7 | — Filterpapier
X e ——— i d—— Polyacrylamid-Gel
— PVDF-Membran
\\\ Filterpapier
\/ | \‘\\ Schaumstoffmatte

™~ Anode (+)

X = Transferrichtung

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung einer Elektro-Blot-Apparatur

Die Kassette wurde in den mit Blot-Puffer gefiillten und auf 14 °C gekiihlten Elektro-Blot-
Tank gegeben. Dabei war darauf zu achten, dass die PVDF-Membran in Richtung Anode lag.
Der Blot erfolgte fiir 16 Stunden bei 25 V.
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3.7.6 Immun-Firbung

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde die Membran fiir
30 Minuten in PBS + 10 % FKS leicht schwenkend inkubiert. Es folgte eine einstiindige
Inkubation mit dem Primirantikorper, der gegen das Zielprotein gerichtet war. Die Inkubation
fand leicht schwenkend in einer Petrischale statt. Die Membran wurde nun zur Entfernung
unspezifisch gebundener Antikorper 3 x 5 Minuten in Waschpuffer gewaschen. Anschliefend
wurde der enzymgekoppelte (POD) Sekundirantikorper auf die Membran gegeben. Die
Inkubation erfolgte wiederum leicht schwenkend fiir 1 Stunde. Nach zwei weiteren
Waschschritten von je 5 Minuten wurde das POD-Substrat zugegeben. Die {iber Antikorper an
das Protein gebundene Peroxidase (POD) spaltet das Substrat Diaminobenzidinhydrochlorid
unter Bildung hochreaktiver Sauerstoffradikale, die ihrerseits bestimmte Chromogene
oxidieren konnen. Die dabei auftretende Farbentwicklung ist sichtbar und quantifizierbar.
Nach Visualisierung der Proteinbanden wurde die Reaktion durch 5-miniitiges Waschen in
Aqua bidest. gestoppt.

Dokumentation und digitale Speicherung der Membran erfolgte durch die ,,BioDoc Analyze
Camera” (Biometra). Die Bandenstirke (Dichte) konnte mit Hilfe des Programms ,,Quantity
One” (BIO RAD Laboratories) ermittelt werden.

PrimérantikoOrper:

Anti-phospho-PKC a, Kaninchen polyclonal IgG 1:500 in PBS + 10 % FKS
Sekundirantikorper:

Schwein-anti-Kaninchen-IgG, HRP 1:1000 in PBS + 10 % FKS

Waschpuffer:

Tween 20 0,05 % (v/v)

PBS™ ad 1000 ml
PBS™:

KH,PO, (0,2 M) 2 mM (v/v)

Na,HPO, (0,2 M) 9 mM (v/v)

NaCl 180 mM (w/v)

Aqua bidest. ad 1000 ml =>» pH auf 7,2 einstellen
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POD-Substrat:
Diaminobenzidinhydrochlorid-Lésung
Wasserstoffperoxid
PBS™

Bei 4 °C einige Tage haltbar.

Diaminobenzidinhydrochlorid-Losung:

Diaminobenzidinhydrochlorid
PBS”~
In 1 ml Aliquots bei -20 °C gelagert.

4 % (w/v)
3% (vIv)
ad 100 ml

4g
ad 100 ml
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4  Ergebnisse

Die Aktivitit von s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH) war als wichtiger Faktor fiir die
durch Makrophagen getriggerte LM1 induzierte Reaktivierung von EBV in Burkitt-Lymphom
Zellen erkannt worden.

Im Folgenden wird die Transfektion von SAH und die Wirkung des Enzyms nach
Uberexpression in B95-8 Zellen beschrieben. In Abbildung 4.1 ist schematisch die Abfolge

der Experimente und Ergebnisse dargestellt.

Transfektion von B95-8 Zellen mit pcDNA-AHCY (4.1, 4.2)

!

Auswirkung der SAH Uberexpression in B95-8 Zellen
auf die

|

Expression EBV-

spezifischer Proteine (4.3)

Nachweis von Early
Antigen (4.3.1)

Nachweis der BZLF1- und
BRLF1-Expression (4.3.2)

Signaltransduktionswege
zur Reaktivierung des
lytischen EBV-Zyklus
4.4)

Nachweis der
Proteinkinase C (4.4.4)

Nachweis des Early
Antigens und der BZLF1-
Expression nach
Inhibierung der
Proteinkinase C
(4.4.1,4.4.3)

Nachweis des Early
Antigens und der BZLF1-
Expression nach
Inhibierung der
Phospholipase A2
(4.4.2,44.3)

Abbildung 4.1:  Ubersicht iiber die Experimente und Ergebnisse

Zellproliferation und
Zelldifferenzierung (4.5)

Untersuchung der
DNA-Syntheserate (4.5.1)

Untersuchung der
Zellproliferation (4.5.2)

Nachweis der Expression
ausgewdhlter Oberfldchen-
antigene (4.5.3)



Ergebnisse 44

4.1 Identitit des Vektors pcDNA-AHCY

Um die korrekte Insertion des Gens fiir die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH) im Ex-
pressionsvektor pcDNA-AHCY nachzuweisen, wurde Plasmid-DNA mittels der Restriktions-
endonukleasen Bam HI und Xho I gespalten (3.2.6). Die entsprechende Plasmid-DNA wurde
durch eine Plasmid-Priparation rekombinanter E. coli Kulturen gewonnen (3.1.1; 3.2.1).

Bei ,Sense’-Orientierung des Inserts waren Fragmente in einer GroBe von 575 bp und
3098 bp zu erwarten, bei ,Antisense’-Orientierung Fragmente in einer Grée von 869 bp und
2804 bp. Abbildung 4.2 zeigt den rekombinanten Klon nach Restriktion und Trennung in
einem 1,5 %igen TBE-Agarosegel (3.2.11).

3098 bp =——>

1000 bp

575bp —>
<«— 500bp

Abbildung 4.2: Agarose-Gelelektrophorese nach Spaltung von pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E mit
den Restriktionsenzymen Bam HI und Xho I. M: 100 bp Marker; 1: pcDNA-AHCY; 2:
pcDNA-3.1 E

Wie in Abbildung 4.2 dargestellt, weist die Negativ-Kontrolle pcDNA-3.1 E (Spur 2) nach
Restriktionsanalyse eine Bande bei ca. 3000 bp in der Agarose-Gelelektrophorese auf. Beim
Vektor pcDNA-AHCY (Spur 1) sind zwei Banden bei etwa 575 bp und 3100 bp sichtbar.
Dieses Bandenmuster entspricht den erwarteten Fragmenten des Gens fiir SAH in ,Sense’-
Orientierung. Somit liegt das Gen fiir SAH im Vektor pcDNA-AHCY in ,Sense’-Orientierung

vor.
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4.2  Nachweis der erfolgreichen Transfektion von B95-8 Zellen
mit pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E

Die Transfektion von B95-8 Zellen mit dem Vektor pcDNA-AHCY erfolgte mit Hilfe von
,»SuperFect™ Transfection Reagent” (Qiagen) (3.2.13). Als Kontrolle diente die Transfektion
mit dem Vektor pcDNA-3.1 E.

Zum Nachweis der erfolgreichen Transfektion wurde ein und zwei Tage nach der
Transfektion mit pcDNA-AHCY oder pcDNA-3.1 E (3.2.13) aus den B95-8 Zellen DNA
isoliert (3.2.2). Nur erfolgreich transfizierte B95-8 Zellen enthalten das Gen der Ampicillin-
Resistenz (3-Lactamase), welches auf dem Expressionsvektor kodiert ist.

Zur Kontrolle einer erfolgreichen Transfektion wurde eine PCR mit B-Lactamase spezifischen
Primern (2.4.1) durchgefiihrt. Die Amplifikationsprodukte wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese dargestellt. Das erwartete Fragment des [-Lactamase Gens besitzt eine
GroBe von 420 bp. Als Positiv-Kontrolle wurde pcDNA-AHCY in die PCR eingesetzt.

S — 1000 bp

«—— 500bp
420 bp —> [T Y

1an2i 7304 2bagiBany K8

Abbildung 4.3: Agarose-Gelelektrophorese zum Nachweis des Ampicillin-Resistenzgens nach
Amplifikation mittels PCR. M: 100 bp Marker; 1 + 3: pcDNA-AHCY transfizierte
Zellen nach 1 Tag; 2 + 4: pcDNA-3.1 E transfizierte Zellen nach 1 Tag; 5:
pcDNA-AHCY transfizierte Zellen nach 2 Tagen; 6: pcDNA-3.1 E transfizierte
Zellen nach 2 Tagen; 7: Positiv-Kontrolle; 8: Negativ-Kontrolle

Abbildung 4.3 zeigt die Amplifikationsprodukte zum Nachweis des f-Lactamase Gens nach
Auftrennung in einem 1,5 %igen TBE-Agarosegel (3.2.11). Die Bande der Amplifikate aus
den pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen (Spur 1-6) weist in der
Agarose-Gelelektrophorese eine Grole von ca. 420 bp auf. Hierbei handelt es sich um das

Gen der B-Lactamase. Damit ist die erfolgreiche Transfektion nachgewiesen.
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4.3 SAH-Uberexpression in B95-8 Zellen

Wie wirkt sich die Uberexpression von s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH) in B95-8

Zellen auf die Expression EBV-spezifischer Proteine aus?

4.3.1 Nachweis von Early Antigen (EA-D) in pcDNA-AHCY transfizier-
ten B95-8 Zellen

Das EA-D ist ein Produkt des lytischen EBV-Zyklus. Es ist eines der ersten viralen Proteine,
die exprimiert werden. Seine Expression kann mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen
werden. Zellen der Zell-Linie B95-8 wurden mit 4 oder 8 ug pcDNA-AHCY transfiziert
(3.2.13). Nach 12 Stunden, ein, zwei und vier Tagen wurde ein Immunfluoreszenz-Test zum
Nachweis der EA-D-Expression durchgefiihrt (3.5). Als Kontrolle wurden pcDNA-3.1 E
transfizierte Zellen verwendet. Unbehandelte B95-8 Zellen dienten als Positiv-Kontrolle und
EBV Genom negative BJAB Zellen dienten als Negativ-Kontrolle. In Abbildung 4.4 ist der

EA-D-Nachweis dargestellt. Zellen, die EA-D exprimieren, weisen eine gelb-griine

Fluoreszenz auf. Bei den Zellen stellt sich die typische Verteilung von EA-D an der
Zelloberfldche dar.

Abbildung 4.4: Nachweis von EA-D mittels indirekter Immunfluoreszenz in ca. 200-facher
VergréBerung A: Negativ-Kontrolle (BJAB-Zellen); B: Positiv-Kontrolle (B95-8 Zellen);
C: pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen; D: pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen



Ergebnisse 47

Abbildung 4.5 zeigt den Anstieg der EA-D-Expression in pcDNA-AHCY transfizierten
B95-8 Zellen 12 Stunden sowie ein, zwei und vier Tage nach der Transfektion im Vergleich
zu Kontrollzellen. Sowohl 12 Stunden als auch ein, zwei und vier Tage nach der Transfektion
mit 8 ug pcDNA-AHCY war die Anzahl der positiven Zellen groB3er als in der Kontrolle mit
pcDNA-3.1 E. Bei einer DNA-Menge von 4 g wurde ein Unterschied in der Reaktivierung
des lytischen Zyklus in Bezug auf die Kontrolle nicht festgestellt. Daraufhin wurden fiir die

weiteren Untersuchungen nur noch 8 ug pcDNA-AHCY eingesetzt.

2,5

0,5 -

Verhiltnis der EA-D-Expression in pcDNA-AHCY
zu pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen
(&)

12h 1d 2d

Zeit nach der Transfektion

Abbildung 4.5: Relative Zunahme der Expression des EA-D in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8
Zellen im Vergleich zu pcDNA-3.1 E transfizierten Kontrollzellen

Es wird deutlich, dass bei einer Transfektion von B95-8 Zellen mit 8 ug DNA pro Ansatz das
Maximum der EA-D-Expression 12 Stunden nach der Transfektion erreicht wird. Es ist eine
signifikante Erhohung der Expression um den Faktor 2,5 messbar (p < 0,05). In den folgenden
Tagen sinkt die Expression stetig ab und liegt am vierten Tag bei 1,6 (p < 0,05).
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4.3.2 BZLF1- und BRLF1-Expression in pcDNA-AHCY transfizierten
B95-8 Zellen

Mit einer durch die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase ausgelosten Reaktivierung des
lytischen Zyklus miisste auch eine Erhohung der Transkription der Gene BZLF1 und BRLF1
einhergehen.

Um eine Aktivierung der beiden Gene nach Transfektion mit pcDNA-AHCY in B95-8 Zellen
nachzuweisen, wurde zwei und acht Stunden sowie ein, zwei und vier Tage nach der
Transfektion RNA aus den Zellen isoliert (3.2.3). Diese wurde in ¢cDNA umgeschrieben
(3.2.9) und anschlieBend in eine BZLF1 bzw. BRLF1 spezifische PCR mit dem LightCycler
eingesetzt (3.2.12). Die BZLF1- und BRLF1-Produkte wurden durch Schmelzpunktanalyse
identifiziert. In Abbildung 4.6 ist exemplarisch die Schmelzkurve von BZLF1 dargestellt. Der
BZLF1 spezifische Schmelzpunkt liegt bei 90°C.

Fluoreszenz -d(F1)/dT

[ [ [ [ [ [
FE.0 Fa.n 20.0 22.0 24.0 26.0 2.0 [=luu] az.0 94.0 95.0

Temperatur (°C)
Abbildung 4.6: Schmelzpunktanalyse der BZLF1-Amplifikate mit dem LightCycler
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In Abbildung 4.7 wird exemplarisch der Schmelzpunkt von BRLF1 gezeigt. Dieser liegt bei
65 °C.

Fluoreszenz -d(F2/F1)/dT

1 [ 1 [ 1 [ 1 1 1 1 1 1 [ 1
440 475 &S00 SH245 SHO SFYS5 GO0 G525 G650 6Y48 YOO YRS O TS50 FYAS 800 825

Temperatur (°C)

Abbildung 4.7: Schmelzpunktanalyse der BRLF1-Amplifikate mit dem LightCycler

Zur Normierung der Resultate der BZLF1- und der BRLF1-PCR wurde mit den identischen
cDNA-Proben eine GAPDH-spezifische PCR im LightCycler durchgefiihrt (3.2.12). Mit
dieser PCR wird die Expression des Haushaltsgens Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydro-
genase quantitativ erfasst. Der Schmelzpunkt fiir die GAPDH spezifischen Produkte liegt bei
65 °C (Abbildung 4.8).
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Fluoreszenz -d(F2/F1)/dT
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-0.015-
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1 [ [ 1 [ [ [ [ [ [ [ 1 [ [ [ [ [ 1 [
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Abbildung 4.8: Schmelzpunktanalyse der GAPDH-Amplifikate mit dem LightCycler
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In Abbildung 4.9 ist die Standard-Verdiinnungsreihe von GAPDH dargestellt. Dabei ist der
Korrelationskoeffizient r exakt bei -1 und der Fehler mit 0.0479 sehr klein.
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32-
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Log Konzentration

Abbildung 4.9: Verdlinnungsreihe von GAPDH fiir die relative Quantifizierung des GAPDH-
Gehaltes von cDNA-Proportionen unbekannter Konzentration. r = -1.00

Die erfolgreiche Amplifikation von GAPDH mit dem LightCycler ist in Abbildung 4.10
dargestellt. Dabei zeigen die unterschiedlichen Verdiinnungen des Standards einen Ubergang
der Fluoreszenz in die logarithmische Phase in konstanten Zyklusabstinden. Konzentrationen
und Farben der Verdiinnungsreihe aus B95-8-DNA: dunkelblau (unverdiinnt), rot-braun
(1:10), griin (1:100), braun (1:1000) und tiirkis (1:10000). Die konstanten Zeitabstinde
weisen auf eine exakte Verdiinnung hin. Die DNA freie Negativ-Kontrolle (blau dargestellt)

wies keinen Fluoreszenzanstieg auf.
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Abbildung 4.10: Zunahme der Fluoreszenzintensitdt wahrend der Amplifikation von PCR-
Produkten mit GAPDH spezifischen Primern
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Die BZLF1-Expression normiert auf die GAPDH-Expression im Vergleich zwischen pcDNA-
AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen wurde anhand folgender Formel

semiquantitativ bestimmt:

BZLF1 (pcDNA-AHCY) x GAPDH (pcDNA-3.1 E)
GAPDH (pcDNA-AHCY) x BZLF1 (pcDNA-3.1 E)

Uberexpressionsfaktor =

In gleicher Weise wurde die BRLF1-Uberexpression berechnet. Die Schnittpunkte der Kurven
mit der Basislinie als Korrelat der Matrizenkonzentration wurden hierbei von der Software
des LightCyclers fiir alle PCR-Reaktionen ermittelt und die relative Konzentration mit Hilfe

der Standardkurve berechnet.

In Abbildung 4.11 ist die Uberexpression von BZLF1 und BRLF1 in B95-8 Zellen nach der
Transfektion mit 8 pg pcDNA-AHCY zwei und acht Stunden sowie einen, zwei und vier Tage

nach der Transfektion dargestellt.

4,5

mBZLF1 T
4 17| OBRLF1

w
o
L

w

n
)

N

Uberexpressionsfaktor
o

—_
I

2h 8h 1d 2d 4d

Zeit nach der Transfektion

Abbildung 4.11: Uberexpressionsfaktor der Gene BZLF1 und BRLF1 in pcDNA-AHCY transfizierten
B95-8 Zellen (2h: n = 4; 8h und 4d: n = 5; 1d und 2d: n = 6; n = Anzahl der Versuche)

Die Expression von BZLF1 weist nach zwei Stunden ein erstes Maximum mit einem Anstieg

der Expression um den Faktor 1,8 und ein zweites Maximum an Tag vier mit 3,2 auf. Nach
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dem Maximum in Stunde zwei sinkt die Expression stetig ab, bis sie am Tag zwei nach der
Transfektion ihr Minimum mit einem Faktor von 0,93 erreicht.

Die Expression des Gens BRLF1 zeigt einen biphasischen Verlauf mit einem ersten
Maximum am Tag 1 und einem zweiten Maximum am Tag 4. Dabei ist der Faktor der
Uberexpression von BRLF1 am ersten Tag 1,78 und am vierten Tag bei 1,64.

Es wird deutlich, dass sowohl BZLF1 als auch BRLF1 in mit pcDNA-AHCY transfizierten
B95-8 Zellen zu bestimmten Zeiten vermehrt exprimiert werden. Damit ist bestitigt, dass
durch SAH eine Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in B95-8 Zellen ausgelost wird.

4.4  Signaltransduktion bei der SAH abhingigen Reaktivierung
des lytischen Zyklus

Um Einblick in die Signaltransduktion bei der SAH getriggerten Reaktivierung des lytischen
Zyklus zu erlangen, wurden zunéchst spezifische Inhibitoren fiir die Proteinkinase C (PKC)
und die Phospholipase A2 (PLA2) verwendet, um diese in transfizierten B95-8 Zellen zu
hemmen. Der Effekt der Inhibitoren auf die SAH getriggerte EBV-Reaktivierung wurde zum
einen durch die Analyse der verdnderten Expression des Early Antigens mittels
Immunfluoreszenz-Test untersucht, zum anderen durch die Analyse der veridnderten
Expression des Gens BZLF1 mittels Reversen Northern Blots. Desweiteren wurde gepriift, ob
eine Verdnderung in der Aktivierung der Proteinkinase C eintritt. Diese Analyse wurde mit

Hilfe eines Phospho-PKC spezifischen Antikorpers durchgefiihrt.

4.4.1 Einfluss von spezifischen Inhibitoren der PKC auf die Expression
des EA-D in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen

Inwieweit SAH auch bei einer Hemmung der PKC in der Lage ist den lytischen Zyklus in
B95-8 Zellen zu reaktivieren, wurde mit spezifischen PKC-Inhibitoren gepriift.
Bisidolylmaleimid I (GFX) oder H-7 Dihydrochloride (H7) wurden zwei Stunden vor der
Transfektion mit pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E den B95-8 Zellen zugegeben (3.2.14).
Die Expression von EA-D wurde nach 12 und 24 Stunden gemessen. Tabelle 4.1 zeigt die
quantitative Auswertung der Expression des Early Antigens bei PKC-Inhibierung mit H-7
Dihydrochloride. Dabei wurden die Werte der Inhibitorversuche auf die Werte der
Kontrollgruppe (nur pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen) normiert.
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Anzahl der EA-D positiven Zellen nach Transfektion
12h 24h
B95-8 / pcDNA-AHCY + H7 +3(’)3Z4 + 10’%9
B95-8 / pcDNA-AHCY +2(’)5§4 +168194
B95-8 / pcDNA-3.1 E + H7 +2(’)4j ] +16235
B95-8 / pcDNA-3.1 E N 01 08 + o1 08
Tabelle 4.1: Expression des Early Antigens (EA-D) von transfizierten B95-8 Zellen nach

Behandlung mit dem spezifischen PKC-Inhibitor H-7 Dihydrochloride

In pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen wird nach 12 und 24 Stunden eine vermehrte
Expression des EA-D induziert. Bei der Inhibierung der PKC mit H7 und Transfektion mit
pcDNA-AHCY ist nach 12 Stunden eine gesteigerte Expression des EA-D um den Faktor
3,37 zu verzeichnen. Dieser sinkt nach 24 Stunden auf den Faktor 1,9. Damit entspricht dieser
Wert etwa dem der mit pcDNA-AHCY transfizierten Zellen, welche nicht mit einem Inhibitor
behandelt wurden. Die B95-8 Zellen, welche mit pcDNA-3.1 E transfiziert wurden und denen
der Inhibitor H7 zugegeben wurde, zeigen nach 12 Stunden eine vermehrte Expression des
EA-D um den Faktor 2,44 (p <0,05). Diese sinkt nach 24 Stunden auf den Faktor 1,27
zuriick. Uberraschenderweise zeigt sich, dass der PKC-Inhibitor H7 ein Aktivator des

lytischen Zyklus ist.

Die Expression des Early Antigens in B95-8 Zellen 12 und 24 Stunden nach Transfektion mit
pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E bei Inhibierung der PKC mit Bisindolylmaleimid (GFX)
ist in Tabelle 4.2 dargestellt. Dabei wurde das Verhiltnis der EA-D positiven Zellen auf die

Kontrollzellen normiert, welche nur mit pcDNA-3.1 E behandelt worden waren.

Anzahl der EA-D positiven Zellen nach Transfektion
12h 24 h
B95-8 / pcDNA-AHCY + GFX 1464}521 116?129
B95-8 / pcDNA-AHCY 1265; , 116?19 i}
B95-8 / pcDNA-3.1 E + GFX fb?é 4 il(’)(,)gg
B95-8 / pcDNA-3.1 E N 01,08 N 01,08

Tabelle 4.2: Expression des Early Antigens (EA-D) von transfizierten B95-8 Zellen nach
Behandlung mit dem spezifischen PKC-Inhibitor GFX

Bei der PKC-Inhibierung mit GFX kommt es wie bei der Inhibierung mit H7 (Tabelle 4.1)
nach 12 Stunden zu einer verstiarkten Expression des Early-Antigens in den mit pcDNA-
AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen. So ist bei den mit pcDNA-AHCY



Ergebnisse 54

transfizierten und GFX behandelten B95-8 Zellen eine vermehrte Expression des EA-D um
den Faktor 4,42 (p <0,05) zu verzeichnen, welche nach 24 Stunden auf den Faktor 1,62
absinkt. Die mit pcDNA-3.1 E transfizierten und GFX behandelten B95-8 Zellen weisen nach
12 Stunden eine vermehrte Expression des EA-D um den Faktor 3,05 (p < 0,05) auf. Diese
sinkt jedoch nach 24 Stunden auf den Faktor 1,05 ab. Es wird deutlich gezeigt, dass der
spezifische PKC-Inhibitor GFX in B95-8 Zellen nach 12 Stunden eine starke Reaktivierung
des lytischen EBV-Zyklus induziert. Diese Reaktivierung sinkt nach 24 Stunden auf das
Niveau der nur mit pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen ab. Neben
dem Inhibitor H7 ist auch GFX ein Aktivator des lytischen Zyklus.

4.4.2 Einfluss von spezifischen PLA2-Inhibitoren auf die Expression des
EA-D in B95-8 Zellen

Arachidonyl-trifluoromethylketon und Quinacrine sind spezifische Inhibitoren der PLA2. Mit
pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen wurden vor der Transfektion
(3.2.13) mit den Inhibitoren behandelt (3.2.14). Da PLA2 in die Reaktivierung des EBV
involviert ist, war weiterhin zu priifen, ob die spezifischen PLA2-Inhibitoren einen Einfluss
auf die Rate der spontanen Virusreaktivierung in B95-8 Zellen haben. Dazu wurden die
Inhibitoren den unbehandelten B95-8 Zellen zugefiigt.

Die Expression von EA-D wurde nach 12 und 24 Stunden als Mal3 der Reaktivierung
gemessen. Als Bezugspunkt wurde die Anzahl der EA-D positiven, unbehandelten B95-8

Zellen verwendet.

Anzahl der EA-D positiven Zellen nach Transfektion

12h 24 h
B95-8 / pcDNA-AHCY + Arachidonyl- 3,48 1,54
trifluoromethylketon +0,36 +0,13

2,6 1,92
B95-8 / pcDNA-AHCY £ 0.24 +0.14
B95-8 / pcDNA-3.1 E + Arachidonyl- 2,56 1,38
trifluoromethylketon +0,39 +0,19

1,03 1,02
B95-8 / pcDNA-3.1 E +0.08 +0.08
B95-8 + Arachidonyl- 3,19 2,5
trifluoromethylketon +0,78 +0,88

1 1

[B95-8 Zellen unbehandelt +0,04 +0.05

Tabelle 4.3: Expression des Early Antigens (EA-D) in transfizierten B95-8 Zellen nach Behandlung
mit dem spezifischen PLA2-Inhibitor Arachidonyl-trifluoromethylketon

Die Uberexpression des Early Antigens in transfizierten B95-8 Zellen unter der Wirkung von

Arachidonyl-trifluoromethylketon ist in Tabelle 4.3 dargestellt. Es ist erkennbar, dass mit
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diesem spezifischen PLA2-Inhibitor bei den pcDNA-AHCY transfizierten Zellen nach
12 Stunden eine Uberexpression des EA-D um den Faktor 3,48 auftritt. Diese ist mit p < 0,05
sowohl gegeniiber der Kontrolle als auch gegeniiber den B95-8 Zellen, welche nur mit SAH
transfiziert wurden, signifikant. Bei den pcDNA-3.1 E transfizierten Zellen ist eine
Uberexpression um den Faktor 2,56 zu verzeichnen (p < 0,05). Nach 24 Stunden geht bei den
mit pcDNA-AHCY transfizierten und Arachidonyl-trifluoromethylketon behandelten B95-8
Zellen die Expression des Early Antigens im Vergleich zur Kontrolle auf den Faktor 1,54
zuriick (p<0,05). Bei den mit pcDNA-3.1 E transfizierten und Arachidonyl-
trifluoromethylketon behandelten Zellen sinkt sie auf den Faktor 1,38.

Bei der Untersuchung der Spontanreaktivierungsrate wird erkennbar, dass Arachidonyl-
trifluoromethylketon in B95-8 Zellen sowohl nach 12 als auch nach 24 Stunden eine
Aktivierung des lytischen EBV-Zyklus induziert, welche deutlich stirker ausfillt, als bei
unbehandelten B95-8 Zellen. Nach 12 Stunden liegt sie um den Faktor 3,19 und nach 24
Stunden um den Faktor 2,5 hoher als der Bezugspunkt.

Die Expression des Early Antigens in transfizierten und nicht transfizierten B95-8 Zellen nach
Inkubation mit dem Inhibitor Quinacrine ist in Tabelle 4.4 dargestellt. Die Expression von
EA-D wurde nach 12 und 24 Stunden als Maf} der Reaktivierung gemessen. Als Bezugspunkt
wurde die Anzahl der EA-D positiven, unbehandelten B95-8 Zellen verwendet.

Anzahl der EA-D positiven Zellen nach Transfektion

12h 24 h

B95-8 / pcDNA-AHCY + Quinacrine +4(’)0i1 +3(’)019 9

B95-8 / pcDNA-AHCY +%’62 4 +1(’)912 4

B95-8 / pcDNA-3.1 E + Quinacrine +3(’)0211 +2(’)353
1,03 1,02

B95-8 / pcDNA-3.1 E +0,08 +0,08
L 2,63 1,03

[B95-8 + Quinacrine +0.,66 +0,07

1 1
[BO5-8 Zellen unbehandelt +0,04 +0,05

Tabelle 4.4: Expression des Early Antigens (EA-D) in transfizierten B95-8 Zellen nach Behandlung
mit dem spezifischen PLA2-Inhibitor Quinacrine

Die Zellen, die mit Quinacrine behandelt wurden, zeigen im Vergleich zu den nicht
behandelten Zellen eine vermehrte Expression des EA-D. Der Uberexpressionsfaktor der mit
pcDNA-AHCY transfizierten und Quinacrine behandelten B95-8 Zellen liegt nach
12 Stunden bei 4,01 mit einer Signifikanz von p < 0,05 bezogen auf nur mit pcDNA-AHCY
transfizierte B95-8 Zellen. Nach 24 Stunden liegt der Uberexpressionsfaktor bei 3,09 und ist
mit p < 0,05 ebenfalls signifikant gegeniiber den nur mit pcDNA-AHCY behandelten B95-8
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Zellen. Im Vergleich dazu weisen die mit pcDNA-3.1 E transfizierten und Quinacrine
behandelten Zellen nach 12 Stunden eine Uberexpression gegeniiber der Kontrolle um den
Faktor 3,01 (p<0,1) auf. Nach 24 Stunden ist eine Uberexpression um den Faktor 2,31
(p <0,05) nachweisbar. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Spontanreaktivierung des
lytischen EBV-Zyklus in unbehandelten B95-8 Zellen mit Quinacrine beobachtet. Hier wurde
nach 12 Stunden eine gesteigerte Expression des EA-D im Vergleich zu unbehandelten B95-8
Zellen um den Faktor 2,63 und nach 24 Stunden um den Faktor 1,03 verzeichnet.

4.4.3 Expression von BZLF1 in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8
Zellen nach Inhibierung von PKC oder PLLA2

Mit Hilfe des Reversen Northern Blots wurde die Expression des Gens BZLF1 in pcDNA-
AHCY und pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen nach Zugabe von PKC- bzw. PLA2-
Inhibitoren gemessen. Dabei wurde die PKC mit den spezifischen Inhibitoren
Bisidolylmaleimid I (GFX) und H-7 Dihydrochloride (H7) gehemmt. Die Inhibierung der
PLA2 erfolgte mit Arachidonyl-trifluoromethylketon und Quinacrine. Zudem wurde die
Wirkung von spezifischen PLA2-Inhibitoren auf die Rate der Spontanreaktivierung des
lytischen EBV-Zyklus in unbehandelten B95-8 Zellen untersucht. Aus den behandelten B95-8
Zellen wurde 12 und 24 Stunden nach Transfektion mRNA gewonnen (3.2.8) und in full-
length cDNA umgeschrieben (3.3.3). Die ¢cDNA wurde in den Reversern Northern Blot
eingesetzt. Mit einer BZLF1 spezifischen Sonde (3.3.1) wurde die Expression dieses Gens
nachgewiesen. Zur Normierung der BZLF-Expression wurden Sonden gegen die
Haushaltsgene GAPDH und B-Aktin verwendet (3.3.1).

Bei den RNA- bzw. cDNA-Proben, welche 12 Stunden nach der Transfektion gewonnen
werden konnten, wurden 10 pug cDNA auf das TAE-Gel zur elektrophoretischen Auftrennung
gegeben. Nach dem Vakuumblot wurde die Hybridisierung und Immundetektion mit den
Sonden fiir die Gene BZLF1, GAPDH und B-Aktin durchgefiihrt. Wéhrend nach der
Verwendung der Hybridisierungssonden fiir GAPDH und -Aktin autoradiographisch Banden
sichtbar waren, war dieses im Fall der Hybridisierungssonde fiir BZLF1 nicht der Fall. Das
zeigt, dass die Konzentration von BZLF1 12 Stunden nach der Transfektion zu gering ist, um
mittels Hybridisierungssonden und der durchgefiihrten autoradiographischen Methode

detektiert zu werden.

In Abbildung 4.12 sind die cDNA-Proben aus den PLA2 und PKC Inhibitionsversuchen,

welche nach 24 Stunden gewonnen wurden, in einem 0,8 %igen TAE-Agarosegel
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elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde nach einer photometrischen Konzentrations-

bestimmung (3.2.4) eine cDNA-Menge von 10 pg je Probe auf das Gel aufgetragen.

1018 bp

1 2 SRR O oS 1011 12 13 14 W

Abbildung 4.12: Gelelektrophoretische Auftrennung der full-length cDNA in einem 0,8 %igen TAE-
Agarosegel. RNA-Isolierung 24 Stunden nach Transfektion der B95-8 Zellen
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In jeder Spur sind kontinuierliche cDNA-Signale erkennbar, die verschiedene cDNA-Spezies
reprisentieren. Die Signale der Spuren 7 und 8 sind schwicher ausgeprdgt. Durch
Orientierung an der Markerspur kann die GroBe von cDNA-Fragmenten abgelesen werden.
Anschliefend wurde der Reverse Northern Blot mit den Sonden BZLF1, GAPDH und
B-Aktin durchgefiihrt.

Abbildung 4.13  zeigt exemplarisch Banden, die durch die spezifischen
Hybridisierungssonden BZLF1, GAPDH und [-Aktin autoradiographisch nachgewiesen
wurden. Dabei wurden die cDNA-Proben nach Inhibierung der PKC und PLA2 in
transfizierten B95-8 Zellen sowie bei der Spontanreaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in
B95-8 Zellen 24 Stunden nach der Transfektion gewonnen.



Ergebnisse 58

BZLF1 —> I

GAPDH —> |

B-Aktin  =—>

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 4.13: Detektion der Expression von BZLF1, GAPDH und B-Aktin nach der Inhibierung der
PLA2 und PKC sowie nach der Spontanreaktivierung in B95-8 Zellen durch BZLF1,
GAPDH und B-Aktin spezifische Sonden 24 Stunden nach der Transfektion

: pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen inhibiert mit GFX

: pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen inhibiert mit GFX

: pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen inhibiert mit Arachidonyl-trifluoromethylketon
: pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen inhibiert mit Arachidonyl-trifluoromethylketon

: pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen inhibiert mit Quinacrine
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: B95-8 Zellen behandelt mit Arachidonyl-trifluoromethylketon

: unbehandelte B95-8 Zellen

: pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen
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Die Auswertung erfolgt durch Vergleich der Intensitit von BZLF1-Banden mit Banden der
Haushaltsgene GAPDH und p-Aktin.

Es zeigt sich, dass bei den unbehandelte B95-8 Zellen (Spur 8) sowie bei den mit pcDNA-
AHCY (Spur 9) transfizierten B95-8 Zellen mit dieser Methode kein Unterschied in der

Expression von BZLF1 nachgewiesen werden kann.

Inhibierung der PKC in transfizierten B95-8 Zellen 24 Stunden nach Transfektion

Bei der Inhibierung der PKC in transfizierten B95-8 Zellen mittels H7 ist keine BZLF1-
Bande sichtbar. Da auch die Banden von GAPDH und B-Aktin nur schwach ausgeprigt sind,
ist anzunehmen, dass die cDNA-Menge zu gering ist, um im Reversen Northern Blot ein

Signal zu erzeugen.
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In transfizierten und mit dem PKC-Inhibitor GFX behandelten B95-8 Zellen (Spur 1 und 2)
kann bei der BZLF1-Bande im Vergleich zu den GAPDH- und B-Aktin-Banden sowie zu den
Kontrollen keine verdnderte Expression festgestellt werden. Das heif3t, es kommt durch GFX

mit dieser Methode zu keiner nachweisbaren verdnderten Expression von BZLF1.

Inhibierung der PLA2 in transfizierten B95-8 Zellen 24 Stunden nach Transfektion
Nach der Behandlung von transfizierten B95-8 Zellen mit dem spezifischen PLA2-Inhibitor
Arachidonyl-trifluoromethylketon kann kein Unterschied in der Expression von BZLF1
festgestellt werden. Dabei wurde zwischen den mit pcDNA-AHCY bzw. pcDNA-3.1 E
transfizierten und mit Arachidonyl-trifluoromethylketon behandelten B95-8 Zellen (Spur 3
und 4) sowie den unbehandelten B95-8 Zellen verglichen (Spur 8).

Bei den mit Quinacrine behandelten und mit pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen
(Nr. 5) wird im Vergleich zu den pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen (Nr. 6) BZLF1 in

gleichem Mal3e exprimiert.

Spontanreaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in B95-8 Zellen nach 24 Stunden

Durch die Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in B95-8 Zellen mittels Arachidonyl-
trifluoromethylketon (Spur 7) wird im Vergleich zu unbehandelten B95-8 Zellen (Spur 8) eine
deutlich gesteigerte Expression des BZLF1-Gens ausgelost. Anhand dieses Resultats und
anhand der Ergebnisse der EA-D-Expression bei den mit Arachidonyl-trifluoromethylketon
behandelten B95-8 Zellen ldsst sich postulieren, dass dieser Inhibitor zu einer
Spontanreaktivierung des lytischen EBV-Zyklus fiihrt.

Hingegen ist bei der Spontanreaktivierung des lytischen EBV-Zyklus durch Quinacrine kein

Unterschied in der Expression von BZLF1 im Vergleich zur Kontrolle erkennbar.

4.4.4 Nachweis von PKC in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen

Das Vorkommen und die Phospho-Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) in B95-8 Zellen
wurde mittels Immunblot untersucht.

Abbildung 4.14 zeigt die nach einer elektrophoretischen Auftrennung immunologisch
dargestellten Proteine. Dabei wurden in jeder Spur die identischen Proteinmengen
aufgetragen. In Spur 2 ist bei ca. 14,3 kDa im Gegensatz zu Spur 1 eine deutlich stirkere
Bande zu sehen. Dieses zeigt, dass bei der SAH getriggerten Reaktivierung des lytischen
EBV-Zyklus eine verstdrkte Phosphorylierung der Proteinkinase C induziert wird. Zusétzlich
wurde noch die Bandenstirke (Dichte) der beiden PKC-Banden mit Hilfe des Programms
,»Quantity One” (BIO RAD Laboratories) ermittelt. Dabei wird deutlich, dass die Dichte der
PKC-Bande bei den mit pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen 1,1 Einheiten grofl war und
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bei den mit pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen 1,7 Einheiten. Damit ist ein deutlicher

Unterschied von 0,6 Einheiten erkennbar.

220 kDa —>
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66 kDa ——
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|

30 kD2 ——y |

20,1 kDa sy
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Abbildung 4.14: Western Blot: Nachweis phosphorylierter PKC a in pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E
transfizierten B95-8 Zellen. M: Rainbow Marker; 1: pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8
Zellen; 2: pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen
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4.5 SAH-Uberexpression in B95-8 Zellen

In den folgenden Untersuchungen sollte geklirt werden, welche Auswirkungen die Uber-

expression von SAH auf die Teilungsrate und die Differenzierung von B95-8 Zellen hat.

4.5.1 Modifizierte DNA-Syntheserate nach Transfektion von B95-8 Zellen
mit pcDNA-AHCY

Zunachst wurde anhand eines Zellproliferationstests (3.4) am Tag eins, zwei, vier und acht
nach Transfektion die DNA-Syntheserate der B95-8 Zellen bestimmt. Abbildung 4.15 zeigt

die Ergebnisse als Verhiltnis bezogen auf den niedrigsten Wert der jeweiligen Messung.

3,5

B pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen
B pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen

DNA-Syntheserate

1 2 4 8
Tage nach der Transfektion

Abbildung 4.15: Verhaltnis der DNA-Syntheserate in B95-8 Zellen nach Transfektion mit 8 ug pcDNA-
AHCY

Die Abbildung verdeutlicht, dass es nach der Transfektion von B95-8 Zellen mit pcDNA-
AHCY zu einer Steigerung der DNA-Syntheserate kommt. Diese hat ein Maximum am
vierten Tag, das um den Faktor 2,6 grofer ist als die Kontrolle (p < 0,05). Am Tag acht sinkt
die DNA-Syntheserate auf den Faktor 1,8 ab (p <0,05) und erreicht damit anndhernd die

Werte vom ersten und zweiten Tag.
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4.5.2 Zellproliferation in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen

Hierzu wurde sowohl zum Zeitpunkt der Transfektion als auch am Tag eins, zwei, vier und
acht nach der Transfektion die Zellzahl der transfizierten B95-8 Zellen bestimmt (3.1.4). Die
Resultate sind in Abbildung 4.16 dargestellt.

12

—o—pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen
10 1 —m—pcDNA-3.1 E transfizierte B95-8 Zellen

Zellzahl [x 10A5 Zellen/ml]
»

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit nach der Transfektion [d]

Abbildung 4.16: Zellzahlbestimmung der B95-8 Zellen nach Transfektion mit pcDNA-AHCY und
pcDNA-3.1 E

Nach einer kurzen Lag-Phase steigt die Zahl der mit pcDNA-AHCY transfizierten Zellen
stetig an. Sie liegt am zweiten Tag bei 2 x 10° Zellen/ml und am vierten Tag bei 3,6 x 10°
Zellen/ml. Der deutlichste Anstieg zeigt sich zwischen dem vierten und achten Tag, an dem
die Zellzahl 9,7 x 10° Zellen/ml erreicht. Im Vergleich dazu liegt die Zahl bei der Kontrolle
am achten Tag bei 3,5 x 10° Zellen/ml. Damit ist Zahl der pcDNA-AHCY transfizierten
B95-8 Zellen um den Faktor 2,7 (p <0,05) hoher als bei den Kontrollen. Es wird deutlich,

dass die Uberexpression von SAH eine gesteigerte Proliferation in B95-8 Zellen induziert.
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4.5.3 Expression ausgewihlter Oberflichenantigene in pcDNA-AHCY
transfizierten B95-8 Zellen

Zum Nachweis einer verdnderten Expression der Oberflichenantigene CD11a, CD19, CD23,
CD30, CD40, CD44, CD54 und CD58 nach der Transfektion von B95-8 Zellen mit pcDNA-
AHCY wurde eine FACS-Analyse durchgefiihrt (3.6). In Abbildung 4.17 sind exemplarisch
die Ergebnisse fiir die Oberflichenantigene CDI11a, CD30, CD44 und CD54 dargestellt.
Dabei ist die Verteilung der pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen im Histogramm-Plot
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Abbildung 4.17: FACS-Analyse ausgewahlter Oberflachenantigene nach Transfektion von B95-8
Zellen mit pcDNA-AHCY. Darstellung im Histogramm-Plot (lila = pcDNA-3.1 E
transfizierte B95-8 Zellen, griin und pink = pcDNA-AHCY transfizierte B95-8
Zellen); jede Untersuchung wurde in einem 8-fachen Ansatz durchgefihrt.

lila hinterlegt. Sie bilden die Vergleichswerte der mit pcDNA-AHCY transfizierten B95-8
Zellen. Diese Werte wurden im Histogramm-Plot mit einer griinen und einer pink Kurve
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Kurvenverldufe annéhernd identisch sind. In dhnlicher
Weise stellten sich die Histogramm-Plots fiir die Oberfldchenantigene CD19, CD23, CD40
und CD58 dar.

Die Uberexpression von SAH hatte keinen Einfluss auf die differentielle Expression der
ausgewihlten Zelloberflichenantigene CD11a, CD19, CD23, CD30, CD40, CD44, CD54 und
CD58 von B95-8 Zellen.
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5 Diskussion

Das Epstein-Barr Virus (EBV), ein humanes Herpesvirus, verursacht die infektiose
Mononukleose. Hierbei handelt es sich um eine selbstlimitierende, lymphoproliferative
Autoimmunerkrankung [RITTER et al., 1994]. Das Virus ist an der Entstehung verschiedener
Lymphome und epithelialer Malignome beteiligt [RICKINSON et al., 1996], wie dem Burkitt-
Lymphom oder dem Nasopharyngealkarzinom [PATHMANATHAN et al., 1995].

In friiheren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass das Gangliosid VI'NeuAc-
nLcOsesCer (LM1), ein Bestandteil der Zellmembran von Monozyten und Granulozyten, in
Burkitt-Lymphom Zellen der Linie Raji sowie in P3BHR-1K Zellen eine Reaktivierung des
lytischen Zyklus mit Wachstumshemmung und Zelldifferenzierung verursacht [SCHAADE et
al., 1999].

Nach LM1-Behandlung von Raji Zellen konnten mittels ,differential-display’-RT-PCR und
,suppression-subtractive-hybridisation’-PCR (SSH-PCR) insgesamt 35 Gene identifiziert
werden, deren Expression moduliert wird [SCHAADE et al., 2000; KLEINES et al., 2000]. Dazu
gehort u. a. das Gen fiir die s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH). Die Uberexpression
von SAH fiihrt zu einer Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus in Raji Zellen [MARET,
2003; MAAs, 2002]. Diese Reaktivierung durch SAH erfolgt durch Aktivierung von BZLF1
iiber die Proteinkinase C und Phospholipase A2.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss einer SAH-Uberexpression auf die Reaktivierung des

lytischen Zyklus und auf Differenzierungsvorginge in der Zell-Linie B95-8 zu analysieren.

5.1  Uberpriifung der Identit:it des Vektors pcDNA-AHCY

In vorhergehenden Arbeiten wurde das Gen der SAH mittels des TOPO™Cloning System in
einen Fusionsvektor gebracht. Das Konstrukt erhielt die Bezeichnung pcDNA-AHCY
[MARET, 2003]. Da der Einbau des Inserts zufillig in ,sense’- oder ,antisense’- Orientierung
erfolgen kann, war der Nachweis fiir die korrekte Orientierung zu erbringen. Das gelang nach
Spaltung des Konstrukts mit den Restriktionsendonukleasen Bam HI und Xho I und
anschlieBender Auftrennung des Produkts mittels Agarose-Gelelektrophorese. Die
vorhandenen Fragmente in Grofe von 575 bp und 3098 bp zeigten die ,sense’-Orientierung
an.

Somit war die Vektoridentitdt gesichert und die Plasmidprédparationen von pcDNA-AHCY
konnten fiir die Transfektion von B95-8 Zellen verwendet werden. Der Vektor pcDNA-3.1 E

diente als Negativ-Kontrolle.
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5.2  Expression von pcDNA-AHCY in B95-8 Zellen

B95-8 Zellen wurden durch Endozytose mit Hilfe der Substanz ,,SuperFect™ Transfection
Reagent” (Qiagen) mit der Vektor-DNA transfiziert. Dieses ist im Vergleich zur Elektro-
poration eine schonende Methode fiir den Transfer von DNA in eukaryontische Zellen
[MANIATIS et al., 1989]. Das Prinzip beruht auf dem Einschluss der DNA in Liposomen,
deren Inhalt anschlieBend durch Endozytose von den Zellen aufgenommen wird [TANG et al.,
1996]. Die Effizienz der Transfektion wird mit 20 % der Gesamtzellzahl angegeben [SHAH et
al., 2000].

Der Erfolg der Transfektion wurde in einer PCR durch den Nachweis des Gens der
Ampicillin-Resistenz (B-Lactamase), welches auf den Vektoren pcDNA-AHCY und pcDNA-
3.1 E kodiert ist, iiberpriift. Da das Gen der B-Lactamase nicht im Genom der B95-8 Zellen
kodiert ist, ist eine Amplifikation des B-Lactamase-Gens ein Beweis fiir die erfolgreiche
Aufnahme des Expressionsvektors in die B95-8 Zellen. Die Aufnahme der Vektoren in die

B95-8 Zellen konnte nachgewiesen werden.

5.3 Nachweis der Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus
nach SAH-Uberexpression

Nachdem die Expression von pcDNA-AHCY in B95-8 Zellen nachgewiesen war, galt es die
Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus durch die Quantifizierung der spezifischen Gene
Early Antigen D (EA-D), BZLF1 und BRLF1 nachzuweisen.

Dabei kodiert das ,delayed early’-Gen BMRFI1, das nach der Reaktivierung des lytischen
EBV-Zyklus durch die Expression der ,immediate early’-Gene transkribiert wird, fiir das
Early Antigen diffuse component (EA-D) [KIEHL & DORSKY, 1991]. Das Early Antigen wird
fir die Replikation des Virus bendtigt und ist eines der ersten Antigene, das im
Reaktivierungsprozess aktiviert wird [EPSTEIN et al., 1979]. Das EA-D zihlt zu den ,delayed
early’-Genprodukten. Es ist essentiell fiir die Aktivitéit der viralen DNA-Polymerase, mit der
es einen Komplex zur Bindung der doppelstrangigen DNA bildet. Dieser Komplex ist fiir die
virale Replikation verantwortlich [ZENG et al., 1997; GERSHBURG & PAGANO, 2002]. Die
Regulation des Promotors von BMRF1 kann durch die ,immediate early’-Gene BZLF1 und
BRLF]1 erfolgen [QUINLIVAN et al., 1993]. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass BZLF1
und BRLF1 zusammen in lymphoiden Zellen einen starken stimulatorischen Effekt auf den
Promotor haben. Einzeln ist der Effekt nur gering. Durch die Proteinkinase BGLF4 wird das
EA-D hyperphosphoryliert und damit aktiviert. Der Phosphorylierungsgrad ist wichtig fiir die
Aktivitiat des DNA-Polymerase-DNase-EA-D-Komplexes [ GERSHBURG & PAGANO, 2002].
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Zur Untersuchung, ob die Uberexpression von SAH in B95-8 Zellen zu einer Aktivierung des
lytischen EBV-Zyklus fiihrt, wurde ein Immunfluoreszenz-Test durchgefiihrt. Dabei wurden
spezifische Antikorper gegen EA-D eingesetzt. Die Expression von EA-D in unbehandelten
B95-8 Zellen diente als Kontrollwert. In der quantitativen Auswertung der EA-D positiven
Zellen zeigte sich nach 12 Stunden, dass die Rate der EA-D exprimierenden Zellen der
pcDNA-AHCY transfizierten Zellen um den Faktor 2,53 hoher lag als die der mit pcDNA-
3.1 E transfizierten Kontrollen.

Dieses bedeutet, dass eine SAH-Uberexpression eine EBV-Reaktivierung 12 Stunden nach
der Transfektion in den B95-8 Zellen induziert. Die EA-D-Expression ist nach einem, zwei
und vier Tagen riickldufig. Dies konnte auf einen Verlust des Vektors durch Zellteilung der
B95-8 Zellen und damit auf eine transiente Expression oder auf eine Gegenreaktion

hinweisen.

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus durch
SAH Einfluss auf die Expression der EBV-kodierten ,immediate early’-Gene BZLF1 und
BRLF1 hat. Ihre Aktivierung leitet den lytischen Zyklus ein und die Latenz des EBV endet
[SINCLAIR et al., 1992; SPECK et al., 1997]. Es folgt die Expression der ,delayed early’-Gene
sowie der Strukturproteine wie z. B. dem gp350 und gp220. Sowohl das BZLF1- als auch das
BRLF1-Protein sind in der Lage eine Autoinduktion sowie die Expression des jeweils anderen
Gens zu induzieren und damit eine Transkription zu aktivieren [ADAMSON et al., 2000;
FEEDERLE et al., 2000; RAGOCZY et al., 1998; SINCLAIR et al., 1992; ZALANI et al., 1996].
Dem BZLFI-kodierten Protein Zta, einem phosphorylierten Polypeptid, kommt als
Transaktivator eine besondere Bedeutung zu. Seine Expression reicht aus, um in permissiven
Zellen den lytischen EBV-Zyklus einzuleiten. Desweiteren hat das BZLF1-Protein Einfluss
auf die meisten viralen Promotoren, u. a. auf seinen eigenen iiber eine CREB/AP1-Bindestelle
oder auf die viralen Promotoren der BSLF2- und BMLF1-Gene [LIU ef al., 1997; KENNEY et
al., 1989; ROONEY et al.,, 1989]. Zusitzlich bindet es an die Sequenz des Replikations-
ursprungs Oriry; und induziert so vermutlich die Initiation der lytischen Genomreplikation
[SINCLAIR et al., 1992]. Das BRLF1-Produkt Rta spielt mit Zta zusammen und verstérkt seine
transaktivierenden Eigenschaften. Die Aktivierung von BZLF]1 ist iiber zwei verschiedene
Promotoren moglich. Zum einen iiber den 445 bp groBen proximalen Promotor Zp, der nur
der BZLF1-Expression dient, und zum anderen iiber den 926 bp groflen distalen Promotor Rp,
der BZLF1 und BRLF1 als bicistronische mRNA exprimiert [MANET et al., 1989; SPECK et
al., 1997]. Eine Aktivierung verschiedener EBV-Promotoren durch BRLF1 erfolgt iiber die
direkte Bindung von BRLFI1 an einen GC-reichen Abschnitt in einigen frithen viralen
Promotoren wie z. B. DR/DL, BMLF1 und BMHRFI1 [GRUFFAT & SERGEANT, 1994;
QUINLIVAN et al., 1993].

Fir diese Arbeit wurde die differentielle Expression von BZLF1 und BRLF1 auf
Transkriptebene in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen untersucht. Dabei war zwei
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und acht Stunden nach der Transfektion eine gesteigerte Expression von BZLF1 erkennbar.
Der Faktor der Uberexpression lag nach zwei Stunden bei 1,8 und nach acht Stunden bei 1,7.
Weiterhin konnte am vierten Tag nach der Transfektion der B95-8 Zellen mit pcDNA-AHCY
eine signifikante Erhohung der Expression von BZLFI um den Faktor 3,2 (p < 0,05)
festgestellt werden. Die Expression von BRLF1 zeigte einen biphasischen Verlauf mit einem
ersten Maximum an Tag 1 (Faktor 1,8) und einem zweiten Maximum an Tag 4 (Faktor 1,6).
Diese Werte, ebenso wie die Werte der verdnderten Expression von BZLF1 bis zu Tag vier,
waren jedoch nicht signifikant. Damit konnte keine endgiiltige Aussage iiber die Kinetik der
Uberexpression von SAH und der verinderten Expression von BZLF1 und BRLF1 gemacht
werden. In vorherigen Versuchen konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen der
Uberexpression von SAH und der Expression von EA-D, welches durch BZLF1 und BRLF1
getriggert wird, beobachtet werden. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die
Uberexpression von SAH in B95-8 Zellen eine Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus

induziert.

5.4  Untersuchung der Signaltransduktionswege bei der SAH
getriggerten Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus

Ein neues Konzept in der Behandlung EBV assoziierter Tumoren zielt darauf ab, EBV
positive Tumorzellen durch die Reaktivierung des lytischen Zyklus in Anwesenheit von
antiviralen Chemotherapeutika zu eliminieren [GUTIERREZ et al., 1996; WESTPHAL et al.,
1999]. Dieses Konzept wurde bereits in einer ersten klinischen Studie umgesetzt. Sechs
Patienten, die nach einer Organtransplantation an einer EBV assoziierten lympho-
proliferativen Erkrankung litten, erhielten Argininbutyrat als Induktor des lytischen EBV-
Zyklus, in Kombination mit dem Virostatikum Ganciclovir. Durch diese Behandlung konnte
bei vier Patienten eine komplette Remission und bei einem Patienten eine partielle Remission
herbeigefiihrt werden [MENTZER et al., 2001].

Um weitere Therapieoptionen zu haben, ist es jedoch von Bedeutung, die Signaltranswege zu
charakterisieren, die zu einer Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus fithren. Mit den
Erkenntnissen, die in den Arbeiten zu SAH gewonnen werden konnten, konnten dann

Therapeutika zur Behandlung EBV assoziierter Tumoren ausgewiahlt werden.
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5.4.1 PKC abhiingige Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus

Der Phorbolester 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetate (TPA) stellt einen sehr effizienten
Induktor des lytischen EBV-Zyklus dar [HECKER, 1971; ZUR HAUSEN et al., 1978]. Dabei
erfolgt die Aktivierung des lytischen EBV-Zyklus iiber eine direkte Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC), eine Serin/Threonin-Kinase [CASTAGNA et al., 1982; NISHIZUKA,
1984; BISTER et al., 1979]. Es wurde nachgewiesen, dass in TPA-behandelten Zellen, denen
ein potenter PKC-Inhibitor zugesetzt worden war, der lytische EBV-Zyklus nicht induziert
wird [HAYASHI, 1992]. Die Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus iiber TPA erfolgt
zunichst iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP1 [GAO et al, 2001]. Dieser
Transkriptionsfaktor bindet daraufhin an das DNA-Motiv (TPA response element), das sich in
Promotoren von Genen befindet, welche durch Phorbolester wie TPA aktiviert werden
konnen. Durch die Bindung des API1-Transkriptionsfaktors an den BZLFI1-Promotor Zp,
welcher mehrere ,TPA response elements’ enthdlt [GRADOVILLE et al., 2002], kann die
Expression von BZLF1 induziert werden. AuBerdem ist eine Aktivierung des lytischen EBV-
Zyklus durch TPA {iiber den Transkriptionsfaktor NF-xB moglich [GAO et al., 2001].
Zusitzlich bindet der Phorbolester TPA mit hoher Affinitit die PKC und aktiviert diese
[DAVIES et al, 1991]. Dadurch wird der PKC abhingige Signaltransduktionsweg zur
Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus ausgeldst.

In vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von SAH in
Raji Zellen zu einer gesteigerten Aktivierung der Proteinkinase C fiihrt [MARET, 2003; MAAS,
2002]. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine SAH—Uberexpression in B95-8 Zellen
ebenfalls Auswirkungen auf die Aktivierung der PKC hat.

Mittels Western Blot wurde bestitigt, dass es nach Uberexpression von SAH in B95-8 Zellen
zu einer hoheren Dichte phosphorylierter und damit aktivierter PKC kommt. Um exaktere
Aussagen iiber die unterschiedlich starke Aktivierung der PKC machen zu konnen, wurde die
Bandenstédrke (Dichte) der PKC-Banden bestimmt. Es zeigte sich, dass die Dichte der mit
pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen um den Faktor 0,6 (Dichte PKC Bande: 1,7)
starker war als bei den mit pcDNA-3.1 E transfizierten B95-8 Zellen (Dichte PKC Bande:
0,6).

5.4.2 Inhibierung der PKC und PLA2 zur Charakterisierung der
Signaltransduktionswege

Bei der Analyse der Signaltransduktionswege in pcDNA-AHCY transfizierten Raji Zellen
wurde das Schema in Abbildung 1.3 erarbeitet [MAAS, 2002]. Dabei konnte nachgewiesen
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werden, dass sowohl bei der Verwendung der PKC-Inhibitoren GFX und H7 als auch bei der
Verwendung der PLA2-Inhibitoren Quinacrine und Arachidonyl-trifluoromethylketon in mit
SAH-transfizierten Raji Zellen die Expression des EA-D deutlich vermindert war. Nun sollte
gepriift werden, ob die Signaltransduktionswege bei der Reaktivierung des lytischen EBV-
Zyklus durch SAH in Raji Zellen zellspezifische Effekte sind oder ob sie auch fiir andere
Zell-Linien gelten. Dazu wurden pcDNA-AHCY transfizierte B95-8 Zellen mit spezifischen
PKC- und PLA2-Inhibitoren behandelt. Zusitzlich wurden nicht transfizierte B95-8 Zellen
mit spezifischen PLA2-Inhibitoren versetzt und der Einfluss des Inhibitors auf die Rate der
Spontanreaktivierung untersucht. Nach der Inkubation der B95-8 Zellen mit den Inhibitoren
wurde untersucht, ob der lytische EBV-Zyklus in den B95-8 Zellen unterschiedlich aktiviert
wird. Hierzu wurde zum einen die verdnderte Expression des EA-D mittels Immun-
fluoreszenz-Test iiberpriift. Zum anderen wurde mit Hilfe des Reversen Northern Blots

untersucht, ob eine verdnderte Expression von BZLF1 induziert wird.

Bei der Verwendung der beiden spezifischen PKC-Inhibitoren H7 und GFX zeigt sich
12 Stunden nach der Transfektion eine vermehrte Expression des EA-D und somit eine
gesteigerte Aktivierung des lytischen EBV-Zyklus im Vergleich zur Kontrolle. Die Tatsache,
dass die spezifische Inhibierung der PKC durch H7 und GFX nicht zu einer Verminderung
der lytischen Aktivitit fiihrt, steht im Widerspruch zur Aussage einiger Autoren. So konnte
dort mit Hilfe des PKC-spezifischen Inhibitors H7 gezeigt werden, dass die Reaktivierung des
lytischen EBV-Zyklus in B95-8 Zellen in jedem Fall PKC abhingig sein muss [GRADOVILLE
et al., 2002; DAVIES et al., 1991]. In diesen Féllen erfolgte der Nachweis einer veridnderten
Aktivierung des lytischen EBV-Zyklus iiber die Analyse der modifizierten Expression des
Virus-Kapsid-Antigens (VCA) mittels Immunfluoreszenz-Test.

In der Zell-Linie Raji weist das Gen fiir das VCA eine Deletion auf [HENLE et al., 1970;
MILLER et al., 1974; MENEZES et al., 1975b]. Deshalb wurde in den fritheren Arbeiten mit
Raji Zellen das EA-D als Marker der Reaktivierung des lytischen Zyklus ausgewihlt [MAAS,
2002]. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls das EA-D
nachgewiesen. Aullerdem wird VCA erst in der spiten Phase des lytischen Zyklus exprimiert.
Bei diesen Untersuchungen hingegen ist die frithe Phase des lytischen Zyklus von
entscheidender Bedeutung.

Obwohl die Inhibitoren in der Literatur als spezifisch gelten, verursachen sie in Gegenwart
einer SAH-Uberexpression keine Inhibierung. Stattdessen tritt eine gesteigerte Expression des
EA-D auf. Eine Ursache hierfiir konnte darin liegen, dass die Zellantwort durch die
Inhibitoren verdndert wird, so dass eine Aktivierung des lytischen Zyklus auf einem PKC
unabhidngigem Weg induziert wird. AuBlerdem stellt sich die Frage, ob die verwendeten
Nachweismethoden sensitiv genug sind. Obwohl fiir den Nachweis des Gens BZLF1 mittels

Reverser Northern Blot eine cDNA-Menge von 10 ng eingesetzt worden war, waren nach
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24 Stunden keine Unterschiede in der Expression des Gens BZLF1 erkennbar.

Moglicherweise war die fiir die Gelelektrophorese eingesetzte cDNA-Menge zu gering.

Zur Inhibierung der zytoplasmatischen Phospholipase A2 (cPLA2) wurden die Inhibitoren
Quinacrine und Arachidonyl-trifluoromethylketon verwendet.

Sowohl bei der Inhibierung der Phospholipase A2 (PLA2) mit Quinacrine als auch mit
Arachidonyl-trifluoromethylketon konnte in den mit pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E
transfizierten B95-8 Zellen eine deutlich gesteigerte Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus
nachgewiesen werden. Auch bei diesen Untersuchungen kam es nicht zu einer Verminderung
der lytischen Aktivitit. Im Gegensatz dazu wurde durch eine Inhibierung der PLA2 mit
Arachidonyl-trifluoromethylketon und Quinacrine bei Raji Zellen eine verminderte
Expression des EA-D sowie von BZLF1 nachgewiesen [MAAS, 2002]. Eine Ursache hierfiir
konnte darin liegen, dass die Zellantwort durch die Inhibitoren verdndert wird, so dass eine

Aktivierung des lytischen Zyklus auf einem PLA?2 unabhéngigen Weg induziert wird.

Bei der Spontanreaktivierung wird der lytische EBV-Zyklus aus der Latenz heraus in einer
bestimmten Zell-Linien spezifischen Rate reaktiviert. B95-8 Zellen besitzen eine hohe Rate
der Spontanreaktivierung. Dabei kommt es zur Freisetzung von Virionen. Die PKC spielt eine
zentrale Rolle bei der 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) getriggerten
Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus. Dennoch konnte gezeigt werden, dass die PKC-
Inhibierung nicht zu einer erniedrigten Rate der Spontanreaktivierung fithrt [DAVIES et al.,
1991]. In fritheren Arbeiten wurde untersucht, ob der Mechanismus der Spontanreaktivierung
in Raji Zellen durch die PLA2 vermittelt wird [MAAS, 2002]. Es wurde nachgewiesen, dass es
bei der Verwendung spezifischer PLA2-Inhibitoren zu einer verminderten Rate der
Spontanreaktivierung kommt. Nun sollte bestitigt werden, dass die PLA2 auch in B95-8
Zellen in den Mechanismus der Spontanreaktivierung involviert ist. Ist dabei die Rate der
Spontanreaktivierung unter Inhibierung der PLA2 erniedrigt, so besteht ein Zusammenhang
zwischen der PLA2 und den Signaltransduktionswegen, die zur Spontanreaktivierung des
EBV in latent infizierten Zellen fithren. Bei dem Inhibitor Quinacrine zeigt sich im
Immunfluoreszenz-Test (EA-D-Expression) 24 Stunden nach der Behandlung mit dem
Inhibitor kein Expressionsunterschied im Vergleich zu unbehandelten B95-8 Zellen. Dies
widerspricht den Ergebnissen fritherer Arbeiten. Dort konnte eine signifikant verminderte
Expression des EA-D in B95-8 Zellen nach der Behandlung mit Quinacrine festgestellt
werden [MaAs, 2002]. Bei der Behandlung der B95-8 Zellen mit Arachidonyl-
trifluoromethylketon zeigte sich sowohl nach 12 als auch nach 24 Stunden im
Immunfluoreszenz-Test eine deutlich gesteigerte Expression des EA-D. Moglicherweise
induziert die Behandlung der B95-8 Zellen mit den Inhibitoren eine gesteigerte unspezifische
Fluoreszenz, wodurch falsch positive Zellen gezidhlt werden. Der Inhibitor Arachidonyl-

trifluoromethylketon verursacht eine spezifische Inhibierung der humanen cPLA2. Ob er
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jedoch eine @hnliche Wirkung bei den von Affen stammenden B95-8 Zellen hat, steht in
Frage. Dadurch kann hier nicht eindeutig gezeigt werden, dass die PLA2 in den Mechanismus
der Spontanreaktivierung involviert ist. Um aussagekriftigere Ergebnisse zu erhalten, sollten
sowohl noch weitere Inhibitoren verwendet werden als auch die Nachweismethode

moglicherweise modifiziert werden.

5.5 Wirkung der SAH-Uberexpression auf die Zelldifferenzie-

rung

Raji Zellen werden durch das humane Gangliosid LM1 zu einer Reaktivierung des latent
persistierenden EBV veranlasst. Parallel sistiert die Zellteilung und die Zellen beginnen zu
differenzieren. Dabei wird die Expression der Oberfldchenantigene CD21 und HLA-DR
verringert [SCHAADE et al., 1999]. Frithere Untersuchungen hatten gezeigt, dass die
s-Adenosylhomocystein-Hydrolase in den Prozess der Gangliosid-getriggerten Differen-
zierung von Raji Zellen involviert ist [MARET, 2003; MAAS, 2002]. In dieser Arbeit wurden
die DNA-Syntheserate, die Zellproliferation sowie die modifizierte Expression ausgewihlter
Oberflichenantigene untersucht und gepriift.

Dazu wurde ein, zwei, vier und acht Tage nach der Transfektion der B95-8 Zellen mit
pcDNA-AHCY und pcDNA-3.1 E die DNA-Syntheserate bestimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von SAH in B95-8 Zellen eine signifikante Erhohung der
DNA-Syntheserate induziert. Sie erreichte vier Tage nach der Transfektion ein Maximum und
war um den Faktor 2,6 groBer als die Kontrolle. Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen,
da in vorhergehenden Untersuchungen festgestellt wurde, dass die Uberexpression von SAH
in Raji Zellen ebenfalls zu einer gesteigerten DNA-Syntheserate fithrt [MARET, 2003].
Zusitzlich zu der Untersuchung der modifizierten DNA-Syntheserate wurde die veridnderte
Zellproliferation in den mit pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen analysiert. Dazu
wurde am Tag der Transfektion sowie ein, zwei, vier und acht Tage nach der Transfektion die
Zellzahl bestimmt. Obwohl die Transfektion schonend erfolgte, blieb ein Anstieg der Zellzahl
am ersten Tag aus. Dieses ist dadurch erklidrbar, dass die Zellen aufgrund der Transfektion
sowie der weiteren Behandlungen starkem Stress ausgesetzt waren. Ab dem zweiten Tag stieg
die Zellzahl der mit pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen jedoch im Vergleich zu den
Kontrollzellen, welche mit pcDNA-3.1 E transfiziert waren, signifikant an und war am Tag
vier um den Faktor 2 und am Tag acht um den Faktor 2,7 groBer. Eine Uberexpression von
SAH in B95-8 Zellen fiihrt somit zu einer gesteigerten Zellproliferation. Dieses steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen, welche bei der Uberexpression von SAH in Raji Zellen

beobachtet wurden. Dort konnte ein Einfluss der SAH-Uberexpression auf das Zellwachstum



Diskussion 72

nicht festgestellt werden [MARET, 2003]. SAH scheint in B95-8 Zellen andere Effekte zu
induzieren als in Raji Zellen. Es konnte auch sein, dass der Effekt der gesteigerten
Zellproliferation in den Raji Zellen durch einen anderen Mechanismus kompensiert wird und
dadurch nicht zu Tage tritt.

Der Einfluss einer SAH-Uberexpression in B95-8 Zellen auf die Expression spezifischer
Oberflachenantikérper wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Das Expressions-
muster der Oberfldchenantigene ist fiir verschiedene Zelltypen charakteristisch. Sie sind
wichtig bei der Zell-Zell-Erkennung sowie als Kofaktoren bzw. Rezeptoren bei
Signaliibertragungen [BARCLAY et al., 1997]. Die spezifischen Oberfliachenantigene, welche
auf differentielle Expression untersucht werden sollten, ergaben sich aus fritheren
Untersuchungen [SCHAADE et al, 1999]. Die Oberflichenmarker stellen in erster Linie
Aktivierungsmarker sowie Adhisionsfaktoren dar. Ebenfalls konnte in fritheren
Untersuchungen festgestellt werden, dass bei der Uberexpression von SAH in Raji Zellen eine
verdnderte Expression der Oberflachenantigene CD19, CD21, CD23, CD40, CD44 und CD58
induziert wird [MARET, 2003; MaAs, 2002]. In dieser Doktor Arbeit konnte bei einer SAH-
Uberexpression in B95-8 Zellen fiir keines der Oberflichenantigene eine verinderte
Expression festgestellt werden. Somit sind die zelldifferenzierenden Effekte, die eine SAH-
Uberexpression in Raji Zellen induziert, nicht auf die Zell-Linie B95-8 zu iibertragen.

Eine Erklidrung fiir die unterschiedliche Wirkung von SAH auf Raji Zellen und B95-8 Zellen
liegt im unterschiedlichen Differenzierungsgrad der beiden Zell-Linien. Bei den B95-8 Zellen
handelt es sich um mit Epstein-Barr Virus infizierte B-Lymphozyten aus Marmosetaffen. Das
Virus ist in der Lage einen kompletten lytischen Zyklus zu durchlaufen und infektiose
Virionen freizusetzen [MILLER & LIPMANN, 1973]. Bei der Zell-Linie Raji handelt es sich
ebenfalls um EBV positive B-Lymphozyten. Diese konnten aus dem menschlichen Burkitt-
Lymphom isoliert werden. Da die Raji Zellen eine Deletion im Gen fiir das Virus-Kapsid-
Antigen (VCA) aufweisen, sind sie nicht in der Lage den kompletten lytischen Zyklus zu
durchlaufen und intakte Virionen freizusetzen. Nach der Induktion des lytischen Zyklus
werden jedoch frithe Genprodukte wie EA-D, BZLF1 und BHRFI1 gebildet [PULVERTAFT,
1964]. Wihrend der Entwicklung einer B-Zelle von der Stammzelle iiber die Pro-B-Zelle bis
hin zur reifen Plasmazelle konnen die Lymphozyten erst ab einem bestimmten
Differenzierungsgrad Immunglobuline produzieren. B95-8 Zellen sind in der Differenzierung
weniger weit fortgeschritten und sind damit weder in der Lage Komplement-Rezeptoren zu
exprimieren, noch Immunglobuline zu sezernieren [CALLARD et al., 1988; ROBINSON et al.,
1977; PopE, 1979]. Die Differenzierung von Raji Zellen hingegen ist weiter fortgeschritten.
So konnen Raji Zellen vor allem Komplement-Faktoren exprimieren und sind ebenfalls in der
Lage Immunglobuline zu produzieren [ROBINSON et al., 1977; POPE, 1979].



Diskussion 73

5.6  Ausblick

Die vorliegende Arbeit trigt dazu bei, die Signale der SAH getriggerten Reaktivierung des
lytischen EBV-Zyklus in B95-8 Zellen aufzuzeigen.

Nachfolgende Untersuchungen miissen darauf abzielen, die Weiterleitung der Signale in den
B95-8 Zellen detaillierter darzustellen. Auf diesem Wege konnte ein Angriffspunkt gefunden
werden, der durch Aktivierung des lytischen Zyklus zu einer Selbstzerstorung EBV-positiver

Tumorzellen fiihrt.
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6  Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Reaktion von B95-8 Zellen nach Uberexpression von
s-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAH) zu analysieren. Ein Schwerpunkt war die Signal-
transduktion, die zu einer Reaktivierung des lytischen EBV-Zyklus fiihrt.

Als Vorarbeit wurde,
¢ das Gen der SAH in einen Fusionsvektor gebracht (pcDNA-AHCY),
¢ mittels Endozytose in B95-8 Zellen transfiziert,

e der Erfolg der Transfektion durch den Nachweis des -Lactamase-Gens auf dem Vektor
pcDNA-AHCY iiberpriift.

Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Nach SAH-Uberexpression war eine gesteigerte Expression des Early Antigens (EA-D)
im Immunfluoreszenz-Test nachweisbar.

2. Die Expression von BZLF1 stieg zwei und acht Stunden sowie vier Tage nach der
SAH-Uberexpression an.

3. Bei dem Nachweis des Gens BRLF1 konnte nach der Uberexpression mit SAH kein
Unterschied in der verdnderten Expression ausgemacht werden.

4. Die Transfektion mit SAH fiihrte zu einer hoheren Abundanz phosphorylierter und
damit aktivierter Proteinkinase C.

5. Die Auswirkungen der Inhibierung von PKC und PLA2 waren nicht eindeutig zu
bestimmen. Es ist zu vermuten, dass die Aktivierung des lytischen Zyklus zusétzlich auf
einem PKC bzw. PLA2 unabhingigem Weg induziert wird.

6. Die DNA-Syntheserate in pcDNA-AHCY transfizierten B95-8 Zellen war im Vergleich
zu Kontrollzellen um den Faktor 2,6 hoher.

7. Die Zellproliferationsrate der B95-8 Zellen stieg nach SAH-Uberexpression am achten
Tag um den Faktor 2,7 an.

8. Die Uberexpression von SAH fiihrte nicht zu einer Vermehrung der
Oberflachenantigene CD11a, CD19, CD23, CD30, CD40, CD44, CD54 und CD358.

Auf Basis der hier dargestellten Ergebnisse konnen folgende Mechanismen nach SAH-
Uberexpression in B95-8 Zellen angenommen werden:
¢ Fine gesteigerte Expression des Gens BZLF1 sowie des Early Antigens (EA-D) waren
erkennbar.

® Der SAH getriggerte Signaltransduktionsweg ist PKC abhéngig.
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¢ Ein Zusammenhang zwischen der SAH und der LM1 getriggerten Zelldifferenzierung
wurde nicht gefunden.

¢ Eine gesteigerte DNA-Synthese sowie eine erhohte Zellproliferation waren messbar.

Die Charakterisierung von Signalen wihrend der SAH getriggerten Aktivierung des lytischen
EBV-Zyklus in B95-8 Zellen ist ein erster Schritt Reaktionsmechanismen aufzukléren, die bei
der Aktivierung des latent persistierenden EBV eine Rolle spielen. Dies ist ein wichtiger

Beitrag fiir die Entwicklung von Substanzen zur Therapie EBV assoziierter Tumoren.
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