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Zusammenfassung

Das humane Herpesvirus-8 (HHV-8) ist mit angioproliferativen Erkrankungen wie
dem Kaposi Sarkom (KS) assoziiert. HHV-8 kodiert zahlreiche virale Proteine mit
proliferationsfordernden und anti-apoptotischen Eigenschaften, die wesentlich zu der
Entwicklung dieses multifokalen Tumors beitragen kdnnen. Trotz der Expression
zahlreicher viraler Proteine mit anti-apoptotischen Eigenschaften sind zu Beginn
dieser Erkrankung KS-Lasionen durch eine hohe Apoptoserate gepragt. Zudem ist
eine gesteigerte Expression des Tumorsuppressors p53 in den Lasionen
nachzuweisen, trotz Anwesenheit p53-inhibierender viraler Proteine. Da Uberdies p53
in HHV-8-assoziierten Erkrankungen aktivierbar ist, stellte sich die Frage nach der
Rolle dieses zellularen Proteins in der KS-Pathogenese. Zur Untersuchung der
moglichen Interaktionen von p53 mit HHV-8-kodierten Faktoren wurde zunachst
versucht, ein KS-ahnliches Tiermodell zu etablieren. Hierfur sollte das als p53-
inhibierend charakterisierte latency-associated nuclear antigen-1 (LANA-1)
induzierbar in einer transgenen Maus exprimiert werden. Die Etablierung einer
transgenen Linie konnte nicht erfolgreich abgeschlossen werden, da das
Transgenkonstrukt von den Chimaren nicht an die Nachkommen vererbt wurde.

Ein weiteres HHV-8-kodiertes Protein, das mit dem p53-Signalweg interagiert, ist die
virale Thymidinkinase ORF21. Erste Untersuchungen anhand einer Hochdurchsatz-
analyse zur Aktivierung von p53 durch HHV-8-kodierte Gene hatten eine Modulation
von p53 durch ORF21 ergeben. In dieser vorausgegangenen Arbeit wurde der
ORF21-induzierte Effekt in Zellkulturen analysiert und der daflr verantwortliche N-
terminale Bereich von ORF21 eingegrenzt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine transiente Expression von ORF21 sowohl in Zelllinien als auch in
primaren Endothelzellen p53 aktiviert und einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp Uber
die Depolarisierung mitochondrialer Membranen induziert. In einer Struktur-
Funktions-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass der bisher nicht naher
charakterisierte N-terminale Bereich von ORF21 fur die Depolarisierung
verantwortlich ist, nicht aber der C-terminale Bereich, der die Kinasedomane
beinhaltet. Ferner wurde in p53-defizienten und ektopisch p53-exprimierenden
Zelllinien demonstriert, dass die Anwesenheit von p53 den ORF21-induzierten
Apoptose-ahnlichen Phanotyp bedingt. Dieser Mechanismus wurde auch durch
Experimente bestatigt, in denen LANA-1 die ORF21-induzierten Effekte unterdrickte.
LANA-1 kann daher sowohl die ORF21-induzierte Phosphorylierung von p53, als



auch den Apoptose-ahnlichen Phanotyp vermindern. Diese Ergebnisse geben neue
Einblicke in die Funktion von HHV-8 Genen, die in der lytischen Replikationsphase
exprimiert werden. Der Nachweis einer funktionellen Beteiligung von p53 an der
Pathogenese HHV-8-assoziierter Erkrankungen eroffnet neue Therapiemdoglichkeiten

bei den betroffenen Patienten.
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1. Einleitung

"Die Krankheit fihrt zum Tode,

und sie tut es innerhalb

der kurzen Zeit von zwei bis drei Jahren...
Es muss angenommen werden,

von unserer heutigen Erfahrung,

dass diese Krankheit vom Beginn an
genauso unheilbar wie auch todlich ist. "

Moritz Kaposi, 1872

1.1. Das Kaposi Sarkom

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beschrieb der ungarische Dermatologe Moritz
Kaposi ein idiopathisches multiples Pigmentsarkom der Haut, welches in seiner
klassischen Form hauptsachlich bei alteren Mannern im 6stlichen Mittelmeerraum
auftritt. Neben dem Befall der dulleren Extremitaten zu Beginn der Erkrankung,
beschrieb er in den Autopsieberichten Tumorherde unterschiedlichster Grélie in den
verschiedensten inneren Organen seiner verstorbenen Patienten. Diese Erkrankung
endet innerhalb von 2-3 Jahren nach Diagnose der ersten Symptome tddlich (Kaposi,
1872).

1.1.1. Epidemische Formen des Kaposi Sarkoms

Nach seinem Entdecker benannt, war das klassische Kaposi-Sarkom (KS) lange Zeit
eine sehr seltene und wenig erforschte Erkrankung, bis es Anfang der achtziger
Jahre als Marker der aufkommenden Aquired Immune Deficiency Syndrome-
Epidemie (AIDS) identifiziert wurde (Gottlieb et al.,, 1981; Hymes et al., 1981). In
dieser Zeit trat in den Vereinigten Staaten von Amerika in den Ballungsraumen von
Kalifornien und New York bei bis zu 30% der Human Immune Deficiency Virus-1
(HIV-1) -positiven Patienten gleichzeitig eine KS-Erkrankung auf, in San Francisco
sogar bei bis zu 40% (Beral et al., 1990; Martin et al., 1998). Dieses sogenannte
AIDS-assoziierte KS ist bis heute eine der meist verbreitesten Tumorarten bei HIV-1-
infizierten Personen und weist zugleich den aggressivsten Krankheitsverlauf von KS
auf (Arora et al., 2007; Barbaro & Barbarini, 2007; Parkin, 2006).



Neben dem klassischen KS und dem AIDS-assoziierten KS sind auch das iatrogene
KS und das endemische KS (afrikanische KS) bekannt. Die Form des iatrogenen KS
ist selten und findet sich hauptsachlich bei immunsupprimierenden Therapien. Hier
ist besonders der ethnogeographische Charakter des iatrogenischen KS
bemerkenswert. KS reprasentiert knapp 90% der posttransplantationalen Neoplasien
auf der saudiarabischen Halbinsel und in der Turkei (Duman et al., 2002; Qunibi et
al., 1988).

Das afrikanische KS zeigte bis Ende der siebziger Jahre eine geographische
Pravalenz hauptsachlich in aquatorialen Bereichen von Afrika, mit Schwerpunkten in
Zaire, Uganda und Tansania (Wabinga et al., 1993). Dort gelten vor allem
mineralhaltige, vulkanische Boden als Ausloser fur Lymphddeme und Entzindungen
an den FuRen. Eine derart ausgeldste lokale Immunreaktion an den auferen
Extremitaten koénnte ein umweltbedingter Beitrag zu einer KS-Entwicklung sein
(Whitby et al., 2007; Ziegler et al., 2001). Mit Ausbruch der Immunschwachekrankheit
AIDS auf dem afrikanischen Kontinent entwickelte KS epidemische Ausmalie. So
stieg beispielsweise die Anzahl der diagnostizierten KS-Falle bei mannlichen
Krebspatienten in Uganda von 6% auf insgesamt 49% und in Zimbabwe stellt KS mit
33% die haufigste Tumorerkrankung dar (Wabinga et al., 1993). In Uganda hat sich
bei Kindern die Wahrscheinlichkeit an KS zu erkranken 40-fach erhoht (Dourmishev
et al., 2003; Wabinga et al., 1993). Somit ist AIDS-KS in Afrika, sudlich der Sahara,
der weitverbreitetste Tumor (Engels et al., 2003; Hansen et al., 2007). Nach
aktuellen Schatzungen der World Health Organisation (WHO) zur Entwicklung der
AIDS-Epidemie leben von ca. 33,2 Millionen weltweit HIV-1-infizierter Personen, 69%
in Afrika (UNAIDS/WHO, 2007).

1.1.2. Die multifaktorielle Entwicklung des Kaposi Sarkoms

In allen Stadien einer KS-Erkrankung sind die KS-Lasionen von einer starken
Vaskularisierung gepragt und weisen unvollstandige Blutgefalle auf, die darauf
schlielen lassen, dass der Tumor endothelialen Ursprungs ist (Regezi et al., 1993;
Stirzl et al., 1992). Die in den Lasionen befindlichen Tumorzellen zeigen eine
spindelféormige  Morphologie und tragen in der Mehrzahl endotheliale
Oberflachenmarker, Cluster of Differentiation (CD), wie CD31 (Ensoli et al., 2001,
McAllister & Moses, 2007; Uccini et al., 1994). Ebenso charakteristisch fur KS-

Lasionen sind extravasierte Erythrozyten und eingewanderte inflammatorische



Zellen, die Oberflachenmarker wie CD68 flir Makrophagen exprimieren (Stirzl et al.,
2001; Uccini et al., 1994).

Anders als herkdmmliche humane Tumore mit klonalem Ursprung aus einer Zelle,
gehen KS-Lasionen multifokal und polyklonal (Judde et al., 2000; Rabkin et al., 1997)
aus dem lymphatischen und vaskularen Endothel hervor (Dupin et al., 1999;
Weninger et al., 1999). Diese multifokale Entwicklung weist auf einen reaktiven
Prozess unter Beteiligung mehrerer Faktoren hin. So wird in frdhen KS-Tumorstadien
den inflammatorischen Zytokinen (1Z) wie interleukin-1(3 (IL-13), tumor necrosis
factor-a (TNF-a), interferon-y (IFN-y) und in spateren Stadien den angiogenen
Wachstumsfaktoren (AWF) wie basic fibroblast growth factor (bFGF) und vascular
endothelial cell growth factor-A (VEGF-A) eine wesentliche Rolle bei der Regulation
der KS-Progression zugeschrieben (Cornali et al., 1996; Ensoli et al., 1992; Ensoli &
Stirzl, 1998; Sturzl et al., 1995).

Aktuelle Untersuchungen lassen darauf schlielen, dass die in den KS-Lasionen
dominierenden Spindelzellen endotheliale Zellen sind, die in geringerer Anzahl
Blutgefallendothelzellen und zum Uberwiegenden Teil lymphatische Endothelzellen
reprasentieren, da mehr Ilymphatische Endothelzellmarker als Blutgefal-
endothelzellmarker exprimiert werden (Hong et al., 2004; Wang et al., 2004).
Desweiteren wurde gezeigt, dass lymphangiogene Molekule wie Angiopoietin-2 und
der vascular endothelial cell growth factor-D (VEGF-D) ebenfalls eine wesentliche

Rolle bei der KS-Pathogenese spielen (Wang et al., 2004).

1.1.3. Virale Kofaktoren der Kaposi Sarkom-Entwicklung

Bei der KS-Entwicklung sind neben 1Z und AWF auch virale Kofaktoren von
Bedeutung: Zum Beispiel wirkt bei der AIDS-KS-Variante das HIV-1-Tat-Protein
aktivierend auf das Wachstum und die Migration von KS-Spindelzellen (Albini et al.,
1995; Ensoli et al., 1990). Eine synergistische Wirkung von HIV-1-Tat mit dem
endothelialen Wachstumsfaktor bFGF konnte bei der Steigerung der Aggressivitat
von AlDS-assoziierten KS entscheidend sein (Ensoli et al., 1994). Bei der Suche
nach weiteren Faktoren, welche zur Entstehung und Entwicklung von KS beitragen,
konnte 1994 ein neues humanes Herpesvirus identifiziert werden. Das humane
Herpesvirus-8 (HHV-8) oder KS-assoziierte Herpesvirus (KSHV) wurde in PCR- und
seroepidemiologischen Untersuchungen in Patienten aller bekannter KS-Varianten

nachgewiesen (Chang et al., 1994).



1.2. Das Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvirus (KSHV)

KSHV (oder auch HHV-8) wird der Familie der Herpesviridae zugeordnet,
Unterfamilie y-Herpesviridae, Klasse Rhadinoviren, und stellt mit dem Epstein-Barr
Virus (EBV) die einzigen Vertreter der humanen Gamma-Herpesviren (Moore &
Chang, 1995; Moore et al., 1996; Russo et al.,, 1996). In einer Nukleotid-
Sequenzanalyse des ca. 165 kb groflen Genoms von HHV-8 wurden ca. 90
potentielle open reading frames (ORF) identifiziert (Abb.1); (Russo et al., 1996). Ein
Sequenzvergleich von HHV-8 mit Vertretern der y-Herpesviridae (EBV) und dem
Rhadinovirus Herpesvirus Saimiri (HSV) zeigte bei 68 HHV-8-kodierten Genen
neben viralen Homologien auch Homologien zu zellularen Genen und es konnten
mogliche Funktionen zugeordnet werden (Neipel et al., 1997; Russo et al., 1996).
Spezifisch von HHV-8 kodierte Gene, welche keine Homologien zu HSV oder EBV
aufweisen, wurden in der Nomenklatur, in Anlehnung an das Kaposi-Sarkom, mit
dem Prafix K versehen (Russo et al., 1996).

Nach heutigem Wissensstand existieren verschiedene angioproliferative
Erkrankungen fur deren Entstehung HHV-8 ein notwendiger, aber nicht hinreichender
Faktor ist. Die Bekanntesten sind z.B. die multizentrische Castleman Erkrankung
(Multicentric Castleman disease), eine seltene angioproliferative Stérung des
lymphatischen Systems (Corbellino et al., 1996; Soulier et al., 1995) und das primare
Effusions-Lymphom (PEL), eine Variante des Non-Hodgkins Lymphom (NHL), das
ebenso AlIDS-assoziiert auftreten kann (Cesarman et al., 1995; Cesarman et al.,
1996).

Bei der Entwicklung von KS scheint HHV-8 ebenso zwar ein notwendiger, aber nicht
ausreichender Faktor zu sein, da HHV-8 im Mittelmeerraum und in Zentralafrika bei
bis zu 50% der Bevdlkerung nachweisbar ist, ohne dass es hier zum Ausbruch von
KS kommt (Gao et al., 1996).
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Abb.1: Schematische Darstellung des Genoms von HHV-8 (verandert nach Russo et al., 1996)



1.2.1. Latenter und lytischer Replikationszyklus von HHV-8

Charakteristisches Merkmal von HHV-8, wie auch aller anderen bisher bekannten
Herpesviren, ist die latente (nicht-produktive) bzw. lytische (produktive) Infektion
(Hammerschmidt & Sugden, 1990). Wahrend des lytischen Infektionszyklus wird das
Virusgenom repliziert, infektidse Viruspartikel werden produziert und es kommt zur
Lyse und somit zum Tod der Wirtszelle (Garcia-Blanco & Cullen, 1991; Sugden et al.,
1979). Im Gegensatz dazu uberdauert HHV-8 wahrend der latenten Infektion in einer
kovalent geschlossenen episomalen Form (Lagunoff & Ganem, 1997). Zudem
unterscheidet sich der latente Lebenszyklus vom lytischen durch eine begrenzte
Anzahl exprimierter Gene. Diese Unterschiede im Genexpressionsmuster lassen sich
in KS-Lasionen wie in kultivierten KS-Spindelzellen nachweisen (Blasig et al., 1997,
Staskus et al., 1997). Bemerkenswert ist allerdings die niedrige Rate der lytischen
Genexpression in PEL-Zellkulturen (Fakhari & Dittmer, 2002; Jenner et al., 2001),
welche ebenso gering wie bei der Mehrzahl in vivo infizierter Zellen bei KS-Lasionen
ausfallt (Staskus et al., 1997; Sun et al., 1999). Tatsachlich lassen sich sowohl in KS-
Lasionen in vivo, als auch in unterschiedlichen HHV-8 Kulturmodellen in vitro
hauptsachlich Latenz-assoziierte HHV-8-Genprodukte nachweisen (Ciufo et al.,
2001; Dupin et al., 1999; Moses et al., 1999; Parravicini et al., 2000; Stirzl et al.,
1997). Daraus kann gefolgert werden, dass die in der Latenzphase exprimierten

Gene, einen entscheidenden Beitrag zur KS-Pathogenese leisten konnen.

1.2.2. Tumorigene Eigenschaften von HHV-8-kodierten Genen

HHV-8 exprimiert verschiedene virale Gene mit potentiell tumorigenen Eigenschaften
(Neipel et al., 1997; Russo et al., 1996). Die Deregulation von Apoptose und
Proliferation ist ein SchlUsselkriterium fir die Entwicklung von Tumoren (Hanahan &
Weinberg, 2000). Von den insgesamt sieben Latenz-exprimierten Genen von HHV-8
konnten auch tatsachlich transformierende, anti-apoptotische und proliferations-
stimulierende Wirkungen auf Zellen in vitro nachgewiesen werden, was die
Bedeutung der Genexpression im latenten Infektionszyklus im Hinblick auf die KS-
Pathogenese hervorhebt (Dourmishev et al., 2003).

So wird z.B. das Latency-Associated Nuclear Antigen-1 (LANA-1) in fast allen latent
infizierten Tumorzellen spater KS-Stadien exprimiert (Kellam et al., 1997; Rainbow et
al., 1997). Das HHV-8-Gen LANA-1 kodiert ein 220-240kDa grolRes Protein (Rainbow

et al., 1997), das in allen HHV-8-assoziierten Erkrankungen wie Kaposi Sarkom oder



Non-Hodgkins Lymphom nachweisbar ist (Abb.2A). In Transfektions-experimenten in
Zellkulturen zeigt es die typische Kernlokalisation (Abb.2B). Fur LANA-1 konnte in
vitro gezeigt werden, dass es die p53-vermittelte Apoptose in Osteosarkomzellen
und HHV-8-infizierten Lymphomzellen inhibiert (Friborg et al., 1999). Dazu besitzt es
transformierende Eigenschaften, die in primaren Ratten-Zellen demonstriert wurden
(Radkov et al., 2000). Daruber hinaus wirkt es als Transkriptionsaktivator auf
zellulare und HHV-8 kodierte Gene und sichert die Koreplikation und Segregation
des latenten Virus, indem es das Virusgenom mit dem Genom der infizierten
Wirtszelle verknupft (Jenner & Boshoff, 2002).

()

A Kaposi Sarkom Non-Hodgkin mphom

BT

B anti-LANA-1

e

Alexa 488 DAPI Uberlagerung

Abb.2: Immunchemischer Nachweis von HHV-8-LANA-1. (A) Immunhistochemische Farbung von
LANA-1 (braune Farbung) an Biopsien von Kaposi Sarkom, bzw. Non-Hodgkin-Lymphom. (B)
Immuncytochemischer Nachweis von LANA-1 in transfizierten HEK293-Zellen.

Uber diese verschiedenen Funktionen kénnte LANA-1 eine Schlisselrolle in der KS-
Pathogenese spielen, da es zu den wenigen HHV-8-Genen gehdrt, die konstitutiv
sowohl in der Latenz- als auch lytischen Phase von HHV-8 exprimiert werden
(Komatsu et al., 2001). Allerdings gibt es bislang kein Tiermodell, um diese potentiell
tumorigenen Funktionen von LANA-1 in vivo zu untersuchen.

LANA-1 wird von einer polycistonischen mRNA exprimiert, von der aus auch die
Gene orf72 und k13 kodiert werden (Dittmer et al., 1998). ORF72 kodiert fur ein

virales CyclinD (vCyc) und bildet einen funktionalen Komplex mit der zellularen cylin
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dependent kinase-6 (cdk6) (Chang et al., 1996; Swanton et al., 1997). Uber die
Phosphorylierung des Retino Blastoma Protein-1 (RB1) erfolgt eine Stimulierung des
G1-S Ubergangs im Zellzyklus und somit die Proliferation der Zelle (Godden-Kent et
al., 1997). K13 kodiert ein virales Flice inhibitory protein (vFLIP) und wirkt anti-
apoptotisch, indem es die FADD-vermittelte Apotose stromabwarts des Fas-
Rezeptors inhibiert (Belanger et al., 2001).

Ein weiteres Protein mit anti-apoptotischen Eigenschaften ist K10.5, auch als LANA-
2 bezeichnet (Neipel et al., 1997). LANA-2 weist ebenfalls wie LANA-1 ein nukledres
Lokalisationsmuster auf und inhibiert p53-vermittelte Transaktivierung und Apoptose
(Rivas et al., 2001). Allerdings ist die Latenz-assoziierte LANA-2 Expression nicht in

KS-Lasionen nachweisbar, sondern ausschlielich in B-Zellen (Rivas et al., 2001).

1.3. Apoptose und Nekrose: Programmierte Formen des Zelltods

John Kerr pragte 1972 den Begriff der Apoptose zur Beschreibung distinkter
biochemischer und morphologischer Prozesse, die Zellen bei der selektiven
Eliminierung aus dem Organismus durchlaufen (Kerr et al., 1972). Der Prozess der
Apoptose spielt bei der Embryonalentwicklung, der Differenzierung und nicht zuletzt
auch bei der Pathogenabwehr im Immunsystem eine wichtige Rolle (Mallat & Tedgui,
2000). Auch durch exogene Einflusse, wie z.B. dem Entzug von Wachstumsfaktoren,
dem Einfluss DNA-schadigender Agenzien oder auch durch irreparable
Schadigungen der Zelle kann Apoptose hervorgerufen werden (Mallat & Tedgui,
2000; Nagata, 2000). Wahrend der Apoptose wird in der Zelle eine intrinsische
Suizidmaschinerie aktiviert, die zur systematischen Zerstorung der Zelle fuhrt.
Charakteristisch sind Ausstilpungen an der Zelloberflache, danach werden
prophagozytische Signale exprimiert, die Zelle schrumpft und verliert den Kontakt zu
den Nachbarzellen (Fraser & Evan, 1996). Desweiteren kommt es zur Aufldsung des
Zellkerns, wobei das Chromatin kondensiert und gespalten wird und die einzelnen
Zellfragmente in membrangebundene Vesikel verpackt werden (Kerr et al., 1972).
Diese Membranvesikel, apoptotic bodies genannt, werden durch benachbarte Zellen
phagozytiert und rasch degradiert, wodurch im Gegensatz zur Nekrose
inflammatorische Prozesse vermieden werden (Earnshaw, 1995; Fraser & Evan,
1996; Kerr et al., 1972; Krysko et al., 2006).

Kennzeichnend fiur den intrinsischen Ablauf von Apoptose sind Signalkaskaden, in

deren Mittelpunkt eine Familie von Cystein-abhangigen Proteasen, sogenannte



Caspasen, stehen (Alnemri et al.,, 1996; Lazebnik et al., 1994). Diese werden als
inaktive Procaspasen gebildet und durch proteolytische Spaltung, katalysiert durch
andere Caspasen, in ihre aktive Form umgewandelt (Earnshaw et al., 1999).
Eingeleitet werden kann die Aktivierung der Caspasen rezeptorabhangig Uber
sogenannte Todesrezeptoren oder die Freisetzung apoptotischer Mediatoren aus
den Mitochondrien (Edinger & Thompson, 2004).

Beispielsweise gehdrt der Zelloberflachenrezeptor Fas (CD95) zur Familie der tumor
necrosis factor receptors (TNF-R) und kann die sogenannte extrinsische Apoptose-
Signalkaskade aktivieren (Ozoren & El-Deiry, 2003). Nach Bindung des passenden
Fas-Liganden (Fas-L) bildet der Rezeptor einen trimeren Komplex, dessen
zytoplasmatischer Anteil eine Todesdomane (death domain, DD) beinhaltet. Diese
interagiert mit FADD (Fas associating protein with a death domain) und kann Pro-
Caspase 8 aktivieren, die nachfolgend die Signalkaskade weiterer Caspasen in Gang
setzt (Israels & Israels, 1999; Ozoren & El-Deiry, 2003).

Bei der Freisetzung apoptotischer Mediatoren aus den Mitochondrien bewirkt z.B.
Cytochrom C die Aktivierung der Caspase 9 (Kroemer et al., 1998). Dies geschieht
uber die Bindung von Cytochrom C an das zytoplasmatische Protein apoptotic
protease activating factor-1 (Apaf-1), was wiederum zu einer Induktion weiterer
Caspasen fuhrt (Breckenridge & Xue, 2004; Kroemer et al., 1998). Die
Durchlassigkeit der mitochondrialen Membranen erhdht sich wahrend der Apoptose
und das mitochondriale Membranpotential (AY) bricht zusammen (Ly et al., 2003).
Der irreversible Zusammenbruch von AY ist sowohl flr apoptotische, als auch fur
nekrotische Vorgange charakteristisch (Kroemer et al., 1998).

Im Gegensatz zur Apoptose ist die Nekrose morphologisch gekennzeichnet durch
Bildung von Vakuolen im Zytoplasma und die Zerstorung der Zellmembran. Dadurch
gelangt der Inhalt der Zelle in die Umgebung und es kommt zur Induktion
inflammatorischer Prozesse (Schwartzman & Cidlowski, 1993). Neuere Arbeiten
weisen darauf hin, dass auch die Nekrose nach einem vorgeschriebenen Programm
ablauft (Festjens et al., 2006b; Proskuryakov et al., 2003). Wahrend viele Viren
antiapoptotische Gene kodieren, die das Leben ihrer Wirtszelle verlangern, fuhrt die
programmierte Nekrose zur Zerstorung der infizierten Zelle. Die physiologische Rolle
der programmierten Nekrose ist damit in der mikrobiellen Abwehr begriindet (Edinger
& Thompson, 2004).



1.4. Apoptose in der KS-Pathogenese

Fruhe Stadien von KS-Lasionen weisen hohe Konzentrationen inflammatorischer
Zytokine auf, von denen in vitro gezeigt werden konnte, dass sie Apoptose in
kultivierten primaren Endothelzellen induzieren kénnen. Ubereinstimmend dazu ist
eine hohe Apoptoserate in frihen KS-Lasionen feststellbar, die aber in spateren
Lasionen reduziert ist (Sturzl et al., 1999).

Dies deutet auf die Anwesenheit von anti-apoptotisch wirkenden Faktoren hin und
deckt sich mit der Beobachtung, dass mit KS-Progression die Expression viraler anti-
apoptotischer Gene in den Lasionen ansteigt (Dourmishev et al., 2003; Stirzl et al.,
2001). Hierbei sind nicht nur die zuvor erwahnten Gene von HHV-8 beteiligt, welche
wahrend der latenten Infektion exprimiert werden, sondern auch in der lytischen
Replikationsphase exprimierte Gene. Beispielsweise kodiert orf50 das virale Protein
Rta, welches den lytischen Zyklus von HHV-8 aktivieren kann (Gradoville et al.,
2000; West & Wood, 2003). Rta transaktiviert hierbei die Promotoren weiterer Gene
von HHV-8, die in der lytischen Infektionsphase exprimiert werden (Chang et al.,
2002). Weiterhin unterdrickt Rta p53-vermittelte Transaktivierung und Apoptose
(Gwack et al., 2001). ORF16 hingegen kodiert fur vbcl-2, ein Homolog des zellularen
Protoonkogens cbcl-2 (Sarid et al., 1997). Sarid und Mitarbeiter zeigten, dass ORF16
die pro-apoptotische Funktion von Bax inhibiert (Sarid et al., 1997). Ein weiteres
Gen, das in der lytischen Infektionsphase exprimiert wird und p53-vermittelte
Apoptose inhibiert, ist K9, das flr ein virales Homolog des Interferon Regulatory
Factor-1 (IRF-1) kodiert (Seo et al., 2001).

1.5. Der Tumorsuppressor p53

Das zellulare p53-Gen kodiert fur ein 53 kDa groRes Protein und wurde bereits
Anfang der 80er Jahre mit transformierten Zellen assoziiert (DelLeo et al., 1979;
Linzer & Levine, 1979). P53 wirkt als sogenannter Tumorsuppressor, indem es auf
eine Vielzahl zellschadigender Einflisse entweder mit Zellzyklusarrest, oder mit der
Induktion von Apoptose reagiert (Fridman & Lowe, 2003; Hanahan & Weinberg,
2000). Seine zentrale Bedeutung als Tumorsuppressor wird von der Beobachtung
unterstrichen, dass p53 bei Uber der Halfte aller humanen Tumore eine Mutation
aufweist, die zum Verlust der p53-Funktion fuhrt (Hollstein et al., 1994; Hollstein et
al., 1991).
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Unter normalen Bedingungen unterliegt p53 einer standigen Ubiquitin-abhangigen
Degradation, welche durch die Interaktion mit der Ubiquitin E3 Ligase Mouse Double
Minute-2 (MDM-2) vermittelt wird (Fuchs et al., 1998; Honda et al., 1997). Eine
Aktivierung von p53 erfolgt Uber zahlreiche posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung oder Acetylierung, die gleichzeitig zu einer Stabilisierung von p53
fuhren (Bode & Dong, 2004). Bislang sind 19 verschiedene zellulare Kinasen
bekannt, welche in der Lage sind, p53 zu phosphorylieren, und bei 9 von ihnen
konnte ein direkter Zusammenhang zwischen den phosphorylierten Aminosauren
Serin bzw. Threonin und der Induktion von Apoptose aufgezeigt werden (Bode &
Dong, 2004). Eine Phosphorylierung von p53 an Serin 15 (Ser15) erfolgt z.B. nach
Schaden an der DNA durch UV-Strahlung und wird Uber die p38-Kinase oder die
Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK) vermittelt, die beide zur Familie der
Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) gehdren (She et al., 2000; Shieh et al.,
1997). Erfolgt ein p53-aktivierendes Signal wird die Ubiquitinierung unterdrtickt, p53
wird somit stabilisiert und in den Zellkern transloziert. Im Zellkern bildet p53 ein
Tetramer, das fur seine Eigenschaft als aktiver Transkriptionsfaktor essentiell ist
(Friedman et al., 1993).

Als Transkriptionsfaktor reguliert p53 sowohl transaktivierend als auch
transreprimierend die Expression von ca. 100 zellularen Zielgenen (Vousden & Lu,
2002). Die Induktion von Apoptose durch p53 kann z.B. durch die Transaktivierung
pro-apoptotischer mitochondrialer Gene erfolgen (Fridman & Lowe, 2003). Dazu
gehoren Bax aus der Bcl-2 Familie (Miyashita et al.,, 1994) und aus der BH3-only
Familie die Gene Puma, Noxa und Bid (Nakano & Vousden, 2001; Oda et al., 2000;
Sax et al., 2002). Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass p53 auch aullerhalb
des Zellkerns Uber Protein-Protein Wechselwirkungen eine proapoptotische Funktion
ausuben kann. So kann p53 z.B. zu den Mitochondrien translozieren und Uber eine
direkte Interaktion mit den anti-apoptotischen Proteinen Bcl2 und Bcl-X. Apoptose
induzieren (Mihara et al., 2003).

1.6. p53in der KS-Pathogenese

Obwohl von verschiedenen HHV-8-Proteinen, wie LANA-1, Rta, oder vIRF-1 eine
p53-inhibierende Funktion in vitro beschrieben wurde (Friborg et al., 1999; Gwack et
al., 2001; Seo et al, 2001), ist in vivo eine starke p53 Expression

immunhistochemisch in verschiedenen Formen von KS nachzuweisen. So ist in
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Biopsien von Patienten mit AIDS-KS oder iatrogenem KS, vor allem in der
fortgeschrittenen Pathogenese, eine Uberexpression von p53 auf Proteinebene
nachweisbar (Hodak et al., 1999; Katano et al., 2001; Noel et al., 1997). In einer
Untersuchung der p53 mRNA aus Biopsien von Patienten mit klassischem KS oder
AIDS-KS konnten zudem selten Mutationen in p53 nachgewiesen werden, die zu
einem Funktionsverlust fuhren wurden (Katano et al., 2001; Li et al., 1997). Man
kann daher annehmen, dass p53 eine zentrale Rolle in der KS-Pathogenese spielt,
da bisher bei diesen Fallen selten Mutationen in diesem Tumorsuppressor
nachweisbar waren, welche mit einem Funktionsverlust assoziiert sind, und wie sie
normalerweise in malignen Tumoren bei p53 zu finden sind (Zambetti & Levine,
1993). Die Zunahme der p53-Expression in spaten KS-Lasionen (Noel et al., 1997)
korreliert mit einem Anstieg der Expression viraler anti-apoptotischer Gene, bei einer
gleichzeitigen Abnahme von apoptotischen Zellen in den Lasionen (Sturzl et al.,
1999). Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass Faktoren des lytischen
Replikationszyklus von HHV-8 nicht nur eine inhibierende Wirkung auf p53 ausuben,
sondern auch an einer Aktivierung oder Stabilisierung von p53 beteiligt sind. Um die
Pathogenese von KSHV besser zu verstehen, ist es daher von Interesse zu
untersuchen, ob HHV-8-kodierende Faktoren an einer Aktivierung von p53 beteiligt

sind.

1.7. Bisherige Ergebnisse zur Analyse der Rolle von p53 in Gegenwart von
HHV-8-kodierten Genen

In einer vorangegangenen  Arbeit unseres Labors wurde  mittels
Hochdurchsatzanalyse gepruft, ob die Expression bestimmter Gene des HHV8-
Genoms zu einer Aktivierung von endogenem p53 fuhrt (Leubert, 2007). Flr diese
Untersuchung wurden 63 Expressionsplasmide, die jeweils einen orf von HHV-8
kodieren, mit einem Reporterplasmid, das auf eine Aktivitat des Transkriptionsfaktors
p53 anspricht, in HEK293T-Zellen kotransfiziert (Abb.3). Das Reporterplasmid
beinhaltet optimierte Bindungssequenzen fur den Transkriptionsfaktor p53, die vor
die kodierende Sequenz des Green Fluorescent Protein (GFP) kloniert wurden.
Dabei konnte festgestellt werden, dass von 63 untersuchten HHV8-Genprodukten
speziell ORF21 den Transkriptionsfaktor p53 aktivierte, was durch die Messung der
relativen Fluoreszenz von GFP ermittelt wurde (Abb.3, schwarzer Balken).

Gleichzeitig wurden auch abgeloste Zellen vom Boden des Zellkulturgefalies
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beobachtet, die eine Expressionsaktivitat des p53-induzierbaren Reporterkonstruktes

zeigten.
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Abb.3: Hochdurchsatzanalyse zur Wirkung von HHV-8-kodierenden Genen auf die Aktivierung
von endogenem p53 in HEK293T-Zellen. HHV-8-ORF21 (schwarzer Balken) aktiviert die
Expression eines p53-GFP-Reporterplasmides. Insgesamt wurden 63 HHV-8-kodierte ORFs mit
einem p53-induzierbaren GFP-Reporterplasmid in HEK293T-Zellen kotransfiziert. Quantifizierung der
relativen Expressionsstarke des Reporters GFP erfolgte mit einem Fluoreszenzmessgerat (Leubert,
2007).

HHV-8-0rf21 kodiert fur ein Thymidinkinase-Homolog (TK) von ca. 67kDa mit 584 AS
(Russo et al.,, 1996). Bei Untersuchungen zur Thymidinkinasefunktion von ORF21
wurde festgestellt, dass orf271-transfizierte Zellen ein sehr schlechtes Wachstum
aufwiesen, sich abrundeten und keine Konfluenz erreichten (Gustafson et al., 2000).

Anhnliche Erfahrungen machten auch Cannon und Mitarbeiter, die vergeblich
versuchten orf21 unter Verwendung verschiedener Promotoren in zwei
unterschiedlichen Zelllinien stabil zu exprimieren (Cannon et al., 1999). Bislang
wurde jedoch noch nicht untersucht, ob die Expression von orf21 Apoptose oder
Nekrose induziert. Zudem zeigte sich in einem Sequenzvergleich, dass die im C-
terminalen Bereich kodierte Kinasedomane starke Sequenzhomologie zu der EBV-
kodierten TK aufweist, jedoch nicht der N-terminale Bereich (Gustafson et al., 2000).
Dieser N-Terminale Bereich von HHV-8-ORF21 weist auch keinerlei Homologie zu
allen anderen bisher bekannten herpesviralen TK auf. Fur den N-Terminalen Bereich
von ORF21 konnte kurzlich gezeigt werden, dass nach Transfektion eines
entsprechenden Expressionskonstruktes in Zellkulturen, der Tumorsuppressor p53
moduliert werden kann (Leubert, 2007). Da bislang kein Zusammenhang zwischen
einer HHV-8-ORF21 Expression und einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53
bekannt war, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob die ORF21-
vermittelte Aktivierung von p53 in primaren Endothelzellen mit einer Form von Zelltod

korreliert, um eine in vivo-Relevanz aufzuzeigen.
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1.8. Zielsetzung

FUr ein besseres Verstandnis der KS-Pathogenese und dem Zusammenspiel des
Tumorsuppressors p53 sollten in der vorliegenden Arbeit zwei Zielrichtungen verfolgt
werden:

Etablierung eines KS-adhnlichen Tiermodells

Fur in vivo-Untersuchungen zur Rolle von p53 in der KS-Pathogenese sollte ein KS-
ahnliches Tiermodell etabliert werden. Dazu sollte eine transgene Mauslinie etabliert
werden, bei der das gut charakterisierte HHV-8-Gen LANA-1 spezifisch im Endothel
exprimiert werden kann, um die Situation dieses endothelialen Tumors besser zu
reflektieren. Aufgrund der potentiell tumorigenen Eigenschaften von LANA-1 sollte
zudem eine Strategie gewahlt werden, dieses Gen im adulten Tier experimentell zu
induzieren, um madgliche Stérungen in der Embryogenese von transgenen Tieren zu
vermeiden.

Untersuchungen zur Wirkung von ORF21 auf p53

Neben dem in vivo-Ansatz zur Untersuchung von p53 in der KS-Pathogenese, sollte
in Zellkulturen die Modulation von p53 durch HHV-8-kodiertes ORF21 weiterfihrend
untersucht werden. Da in bisherigen Verodffentlichungen bei der Expression von
ORF21 in Zellen ein verschlechtertes Wachstum der Zellkulturen festgestellt worden
ist, sollte der Frage nachgegangen werden, ob die verminderte Vitalitat durch
Apoptose oder Nekrose verursacht wird. In den vorhergegangenen Untersuchungen
wurde die Funktionsanalyse von ORF21 in HEK293T-Zellen durchgefuhrt. Es sollte
die Wirkung von ORF21 auf p53 in HEK293-Zellen bestéatigt werden, da diese
Zelllinie im Gegensatz zu HEK293T-Zellen, nicht das large T-antigen exprimieren,
von dem bekannt ist, dass es p53-Induktionen inhibieren kann. Aul3erdem sollte eine
Struktur-Funktions-Analyse Aufschluss dariber geben, ob die Thymidinkinase-
Funktion bzw. der N- oder C-terminale Teil von ORF21 zu einer Verschlechterung
der Vitalitatsrate ORF21-exprimierender Zellen fuhrt, da in der vorangegangenen
Studie eine Modulation von p53 ausschliel3lich durch den N-terminalen Teil von
ORF21 in HEK293T-Zellen demonstriert werden konnte. Weiterhin sollte untersucht
werden, welche Teilkonstrukte von ORF21 die Aktivitat von p53 beeinflussen. Da KS
eine angioproliferative Erkrankung ist, bei der die Tumorzellen endothelialen
Ursprungs sind, sollte die Wirkung von ORF21 auf p53 und auf eine mogliche

Induktion des Zelltods zudem in primaren Endothelzellen untersucht werden.

14



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Acrylamid / N,N — Methylenbisacrylamid (29:1)
Agarose electrophoresis grade
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Antibiotika/Antimykotika

Bacto-Agar

bisBenzimide (Hoechst 33342)
Coomassie-Farbeldésung

DAB (3,3’-Diaminobenzidine)

DAPI (4°,6'-diamino-2-phenylindol)
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
D,L-Dithiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)
DNA-Isolierungs-Kit (QIAPREP)
DNA-Langenstandard
Endothelzell-Basalmedium (EBM-2)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
ECL-Nachweissystem (Filme, Reagenzien)
Ethidiumbromid

Fotales Rinderserum (FCS)

G418

Gelatine

Gel-Blotting-Papier

L-Glutamin (200nM)

Hefeextrakt

Hybond P-Membran (PVDF)

Immu-Mount

Kanamycin

LIF, Leukemia inhibitory factor

B-Mercaptoethanol

BioRad

Peglab

Sigma

Sigma

Gibco Life Technologies
Difco

Sigma

BioRad

Biogenex

Molecular Probes
Roche

Sigma

Sigma

Gibco Life Technologies
Qiagen

MBI Fermentas
Cambrex

Sigma

Amersham Pharmacia
Roth

Gibco Life Technologies
Sigma

Sigma

Schleicher und Schuell
PAA Laboratories GmbH
Difco

Amersham Pharmacia
Shandon

Invitrogen

Chemicon International

Sigma
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MEM Non Essentiell Amino Acids (100x) Gibco Life Technologies

MEM Sodium pyruvate 100 nM Gibco Life Technologies

PCR-Purification Kit Qiagen

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH

Ponceau S — Loésung Sigma

Protein-Molekulargewichtsmarker Amersham Pharmacia

SDS Roth

Staurosporin Sigma

Tetramethylethylendiamin (TEMED) BioRad

Trypton Difco

Tween 20 Sigma

Zeocin Sigma

Ziegenserum Jackson
ImmunoResearch

Alle sonstigen Chemikalien wurden von der Firma

(Darmstadt) bezogen und waren von analytischem Reinheitsgrad.

2.1.2. Enzyme

Restriktionsenzyme Roche, New England Biolabs, MBI
Fermentas

Trypsin/EDTA PAA Laboratories GmbH

2.1.3. Kits

QlAprep Miniprep Kit for Purification of Plasmid DNA Qiagen

Plasmid Purification Kit Endofree Plasmid Maxi Qiagen

Effectene Transfection Reagent Qiagen

SuperFect Transfection Reagent Qiagen

HUVEC Nucleofector™ Kit Amaxa

JC-1, mitochondrialer Membranmarker Biocarta

Poly-Caspasen Nachweis Biocarta

Merck
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2.1.4. Antikorper

2.1.4.1. Priméare polyklonale Antikorper

Primérer Spezies Verwendung Herkunft
Antikbrper
Anti-B-Actin Kaninchen IC: 1:500 Sigma
(a-actin)
Anti-p53phosSer15 | Kaninchen WB: 1:500 New England
(a-p53 phosSer15) IC: 1:200 Biolabs
Anti-p53 (a-p53) Kaninchen WB: 1:1000 New England
IC: 1:200 Biolabs
Anti-Myc (a-Myc) | Kaninchen IC: 1:500 New England
Biolabs
2.1.4.2. Primare monoklonale Antikdrper
Primérer Spezies Verwendung Herkunft
Antikérper
Anti-Myc (a-Myc) | Maus WB: 1:2000 New England
IC: 1:500 Biolabs
Anti-LANA-1 Ratte WB: 1:1000 Tebu Bio
(a-LANA-1) IHC: 1:500
IC: 1:1000
Anti-p53 (a-p53) |Maus WB: 1:1000 Dako
IC: 1:500
Anti-GAPDH Maus WB: 1:10000 bis | Chemicon
(a-GAPDH) 1:30000
2.1.4.3. Sekundarantikorper
Sekundarantikorper Spezies Verwendung Herkunft
Anti-Maus IgG-HRP | Schaf WB: 1:5000 Amersham
Pharmacia
Anti-Kaninchen IgG- | Esel WAB: 1:5000 Amersham
HRP Pharmacia
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Anti-Ratte IgG-HRP Ziege WB: 1:5000 Dianova
Anti-Kaninchen- Ziege IC: 1:500 Molecular
AlexaFluor 488-1gG Probes
Anti-Maus- Ziege IC: 1:500 Molecular
AlexaFluor488-IgG Probes
Anti-Ratte-AlexaFluor |Ziege IC: 1:500 Molecular
546-1gG Probes
Anti- Kaninchen - Ziege IC: 1:500 Molecular
AlexaFluor546-1gG Probes
Anti-Maus-AlexaFluor |Ziege IC: 1:500 Molecular
546-1gG Probes
2.1.5. Vektoren und Plasmide
Vektor: Resistenz: Herkunft:
pcDNA3.1 (+) Ampicillin Invitrogen
pcDNA4-B Ampicillin Invitrogen
Plasmid Insert Referenz Beschreibung
p53-RepGFP p53- R.Leubert p53-induzierbares
induzierbares | (GSF-Neuherberg) | GFP-Reporter-
GFP Plasmid
pcDNA3-p53 pb3 umkloniert aus p53-
pET3a-p53 Expressionsplasmid
(L. Wiesmdiller)
pcDNA4-eGFP gfp-myc R.Leubert GFP-
(C-terminal mit (GSF-Neuherberg) |Expressionsplasmid
myc-Epitop)
pcDNA3-LANA-1 | LANA-1 T.Schulz LANA-1-
(Hannover) Expressionsplasmid
pcDNA4-k4.2 k4.2 M.Sturzl K4.2-
(Erlangen) Expressionsplasmid
pcDNA4-orf21wt | orf21 M.Sturzl Orf21-
(Erlangen) Expressionsplasmid
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pcDNA4-orf21n orf21N R.Leubert C-terminal
(AS 1-200) (GSF-Neuherberg) |verkurztes Orf21
pcDNA4-orf21¢c orf21C R.Leubert N-terminal
(AS 201-584) | (GSF-Neuherberg) |verkurztes Orf21
pcDNA4-orf21AKD | orf21AKD R.Leubert Thymidinkinasedefi-
(G265A, (GSF-Neuherberg) |ziente Orf21-
F372V) Mutante
pSLfa1180fa Superlinker |E. A. Wimmer Subklonierungs-
Fsel-Ascl (Géttingen) plasmid
flankiert
pUHD 10-3 TRE- U. Deutsch Tet-Responsive-
p#361 Promoter (Bern) Element
pBSII bGH bGH-polyA U. Deutsch Subklonierungsplas-
p#579 (Bern) mid
pUHT 61-1 tTA-A2 H. Bujard Tet-off
(Heidelberg) Transaktivator
pRosa26.6 rosa26 5°,3° |R. Kuhn Zielvektor fur den
Homologien |(GSF-Neuherberg) |rosa26-Lokus
pCRII-3HA rosa26 3’ J. Deusing Vektor fur
Homologie (MUnchen) Sondenherstellung

2.1.6. Biologisches Material

2.1.6.1. Bakterien

XL1-Blue (Stratagene)

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F* proAB lacl’ ZAM15 Tn10

(Tet)]

2.1.6.2. Eukaryontische Zellen

Primare Zellen

makrovaskulare Endothelzellen:

humane Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC; Cambrex)




Zelllinien
HEK293 human embryonic kidney (HEK) — Zelllinie
HEK293T  human embryonic kidney — large T antigen — Zelllinie

Sa0S-2 Humane p53-defiziente Osteosarcoma - Zelllinie

2.1.7. Puffer, Lésungen und Medien

LB-Medium:

Trypton 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 59

ad 1000 ml Hzobidest

Far Festmedium wurden 12 g Bacto-Agar zugesetzt.

Zur positiven Selektion plasmidhaltiger Bakterien wurde dem Kulturmedium

Ampicillin oder Kanamycin beigeflgt.

Ampicillin:  Endkonzentration im Medium: 100 pug/ml

Kanamycin: Endkonzentration im Medium: 50 pg/ml

10 x PBS (pH7.4):

NaCl 80,0 g
KCI 2049
Na,HPO, 1,5¢
KH.PO, 2,04

ad 1000 ml H2Opigest und pH auf 7,4 justiert.

TE-Puffer:
1 M Tris/HCI (pH 8.0) 10 ml
0,5M EDTA 2 ml

ad 1000 ml Hzobidest
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Zellkultur

Primére Zellen

Die Kultivierung der primaren HUVEC erfolgte in Endothelzellmedium (EBM-2,
Cambrex) bei 37°C und 5% CO, in gelatinisierten Zellkulturgefallen.

Das Gelatinisieren erfolgte mit 1,5%-ige Gelatine, die auf 37°C erwarmt wurde und
anschlieBend in den Zellkulturgefallen zur ausreichenden Benetzung des Bodens
verteilt wurde. Am folgenden Tag wurde die Uberschussige Gelatine abgenommen,

das Zellkulturgefal® 1 x mit Medium gewaschen und die Zellen darin kultiviert.

1,.5% Gelatine
Gelatine 759
1 x PBS ad 500 mi

bei 65°C fur 1 h unter standigem RuUhren I6sen, anschlieBend autoklavieren,

sterilfiltrieren, aliquotieren und bei 4°C aufbewahren.

Endothelzellmedium (EBM-5%FCS)

Grundmedium: Endothelial cell basal medium (EBM - 2) 500 ml
Zusatze: EBM-2 BulletKit:
5% FCS 25 ml
Hydocortison 0,2 ml

HFGF-B 2 mi

VEGF 0,5ml

R3-IGF 0,5ml
Ascorbinsaure 0,5 ml

hEGF (10 ug/ml) 0,5 ml
GA-1000 (Gentamycin, Amphotericin) 0,5 ml
Antibiotics je5mi

(Penicillin 100 U/ml; Streptomycin 100 ug/ml Amphotericin-B 25 pg/ml)
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Zur Passagierung wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA
abgelost und mit frischem Vollmedium max. 1:6 verdunnt wieder ausgesat. Eine

Passage entspricht einer Verdinnung der Zellen von 1:4.

Zelllinien
Die Kultivierung der Zelllinien HEK293, HEK293T und Sa0S-2 erfolgte in DMEM-
Medium bei 37°C und 5% CO..

DMEM —Wachstumsmedium

Grundmedium: DMEM

Zusatze:

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin (final: 100 U Penicillin, 100 ug Streptomycin)

1x non essential amino acids*

(* enthalt L-Alanin, L-Asparagin, L-Asparaginsaure, L-Glutaminsaure, Glycin,
L-Prolin, L-Serin)

Konzentration an Selektionsmittel:

Zur stabilen Transfektion von Zellen kann durch ein Resistenzgen fur ein bestimmtes
Antibiotikum, welches auf dem eingebrachten Plasmid kodiert ist, ein Selektionsdruck
erzielt werden. Das neo-Gen, das standardmassig in den pcDNAS3-
Expressionsplasmiden von Invitrogen vorhanden ist, vermittelt eine Resistenz gegen
G418. Fur die Bildung stabiler LANA-1-exprimierender HEK293-Klone wurde
folgende Konzentration an G418 verwendet: 250 ug/ml.

Fuir die Bildung stabiler p53-exprimierender SaOS-Klone wurde folgende

Konzentration an G418 verwendet: 400 pg/ml.
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2.2.1.2. Transfektion von Zellen
Transfektion von HEK293 Zellen
Zur transienten Transfektion von Zellen wurde Effectene Transfection Reagent
(QIAGEN) verwendet. HEK293-Zellen wurden 24 h vor Transfektion so ausgebracht,

dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine konfluente Einzelzellschicht von ca.

60% aufwiesen. Nach Herstellerangaben wurde je nach AnsatzgrolRe das
empfohlene Volumen an EC-Puffer verwendet. Als optimales Verhaltnis von
Expressionsplasmid-DNA zu Effectene wurde 1:10 ermittelt. Bei
Doppeltransfektionen wurden die Expressionsplasmide in einem &aquimolaren
Verhaltnis zueinander eingesetzt. Die Ansatze wurden weitere 24 h mit dem
Transfektionsgemisch inkubiert, um die bestmogliche Expressionsrate der Plasmide
fur nachfolgende Versuche zu erzielen. Zur stabilen Expression von LANA-1 in
HEK293-Zellen wurden diese in 60 mm Kulturschalen ausgebracht und bei einer
Zelldichte von 50 % mit 10 pg Pwvul-linearisiertem pcDNA3-LANA-1 Plasmid
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen 1:20 in DMEM-
Wachstumsmedium und 250 pg/ml G418 als Selektionsmittel passagiert. Nach einer
Selektionsdauer von 10 Tagen wurden einzelne Zellkolonien weitergezuchtet und auf
die Expression von LANA-1 untersucht. Folgende Experimente wurden mit jeweils 3
unabhangigen HEK293"*"4-"_Zelllinien durchgefiihrt.

Transfektion von Sa0S-2-Zellen

Zur stabilen Expression von p53 wurden die SaOS-Zellen mit dem p53-
Expressionsplasmid pcDNA3-p53 transfiziert. Die Transfektion erfolgte durch
Lipofektion mit SuperFect (Qiagen) nach Angaben des Herstellers zur stabilen
Transfektion adharenter Zellen. Die SaOS-Zellen wurden dazu in 60 mm
Kulturschalen ausgebracht und bei einer Zelldichte von 70-80 % mit 5 und 10 pg der
Pvul-linearisierten Plasmid-DNA transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die
Zellen 1:12 in DMEM-Wachstumsmedium und 400 pug/ml G418 als Selektionsmittel
passagiert. Nach einer Selektionsdauer von 10 Tagen wurden einzelne Zellkolonien
weitergezlchtet und auf die Expression von p53 untersucht. Weiterfuhrende
Experimente wurden mit jeweils 3 wunabhangigen SaOS(p53)-Zellklonen
durchgefuhrt.

Stabil p53-exprimierende SaOS-Zellklone wurden fir die gleichzeitige Expression

von Orf21 auch transient mit dem Expressionsplasmid pcDNA4-orf21 transfiziert. Die
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transiente Transfektion erfolgte mit SuperFect (Qiagen) und wurde gemaR den
Angaben des Herstellerprotokolls zur transienten Transfektion adharenter Zellen
durchgefuhrt. Die p53-exprimierenden SaOS-Zellen wurden dazu in 60 mm
Kulturschalen ausgebracht und bei einer Zelldichte von 70-80 % mit 5 und 10 pg
Plasmid-DNA transfiziert. 24-48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fir

nachfolgende Experimente eingesetzt.

Transfektion von HUVEC

Um bei den primaren Endothelzellen (HUVEC) eine moglichst schonende

Transfektion mit hoher Transfektionseffizienz durchzufiihren, wurde das
Nukleofektionsprinzip von Amaxa angewendet. Diese Methode vereint
Elektroporation mit zellspezifischen Reagenzien, die den direkten Transfer der DNA
in den Zellkern ermdoglichen. Dadurch wird erreicht, dass auch sich-nicht-teilende
Zellen transfiziert werden und die Expression des transfizierten DNA-Konstrukts
gleich im Anschluss an die Transfektion beginnen kann.

Zur transienten Transfektion der HUVEC wurde das Elektroporationsgerat
Nukleofektor (Amaxa) und die entsprechenden Anwendungsreagenzien fur HUVEC
(HUVEC Nukleofektor Kit, Amaxa) eingesetzt.

Die Zellen wurden 2 Tage vor Transfektion in Zellkulturflaschen ausgesat und bis zu
einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Am Tag der Transfektion wurde die Zellzahl
bestimmt, 1x10° Zellen zentrifugiert (2000 rpm, 5 min) und das Pellet in 100 l
Nukleofektorlosung sowie 2 ug Plasmid-DNA resuspendiert. Das Zell-DNA-Gemisch
wurde nun in eine Kuvette Ubertragen und im Nukleofektor (Programm A-034)
elektroporiert. AnschlieRend wurden 500 pl vorgewarmtes Kulturmedium zugegeben,
die Zellsuspension aus der Kivette gespult und auf vorbereitete Zellkulturgefalie
verteilt. Nachfolgende Versuche wurden 24 h nach der Transfektion durchgeflihrt, da
zu diesem Zeitpunkt eine Expression in 50-70 % der Zellen erreicht wurde. Zur
Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden HUVEC parallel mit einem konstitutiv
exprimierenden GFP-Plasmid nukleofiziert und GFP-positive transfizierte Zellen bei

einer 10-fachen Vergréflerung pro Gesichtsfeld gezahilt.

2.2.1.3. Immunzytochemie
Die zu untersuchenden Zellen wurden auf gelatinisierten chamber slides (Becton

Dickinson) mit einer Zelldichte von 1-3 x 10* Zellen/cm? ausgebracht und transfiziert.
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Als Positivkontrolle flr eine p53-Aktivierung dienten Leervektor-transfizierte HUVEC,
die mit 100 nM Staurosporin, welches in DMSO geldst war, bzw. nur mit DMSO fur
3h behandelt worden waren. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen 2 x mit 1 x
PBS gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fir 20 min
fixiert.

Zur indirekten Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen nach der Fixierung mit 1x
PBS fur 5 min gewaschen und die Zellmembranen mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fur
4min permeabilisiert und anschlieBend mit 1 x PBS fur 5 min gewaschen. Zum
Blockieren freier Antikdrperbindungsstellen wurden die Zellen fur 20 min in einer
Feuchtekammer mit 10 % Ziegenserum und 1 % BSA in PBS benetzt. Nach
zweimaligem Waschen mit 1 x PBS erfolgte die Inkubation mit dem ersten
Antikorper, verdiunnt in 5 % Ziegenserum und 1 % BSA (verwendete
Antikérperverdinnung siehe 2.1.5.), fir 1 h bei RT in der Feuchtekammer. Nach
dreimaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die Zellen mit dem AlexaFluor-
gekoppelten Sekundarantikorper, verdunnt in PBS mit 5 % Ziegenserum und 1 %
BSA, inkubiert (1 h, RT, Feuchtekammer). Nach dem Waschen mit 1 x PBS wurden
die Zellkerne durch eine Inkubation von 5 min mit 1 pg/ml 4°,6’-diamino-2-
phenylindol (DAPI, Molecular Probes) sichtbar gemacht, die Objekttrager mit 50 %
Glycerol/1 x PBS beschichtet und mit einem Deckglas versehen. Die Auswertung

erfolgte an einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Olympus).

2.2.1.4. Herstellung von Proteinextrakten fur Westernblot-Analysen
Fur Westernblot - Analysen wurden Proteinextrakte von transfizierten oder
stimulierten Zellen hergestellt. Dazu wurden sowohl Proteinextrakte in Ripa-Puffer

als auch Proteinextrakte in 2 x SDS-Probenpuffer (BioRAD) verwendet.

Herstellung von Ripa-Zellextrakten

Zur Isolierung von Gesamtprotein aus adharenten Zellen wurden die Zellen 2 x mit
1x PBS gewaschen und anschlieRend zum Ablésen von der Kulturschale mit
Trypsin/EDTA benetzt. Nach Zugabe von Kulturmedium wurden die Zellen durch
Zentrifugation gesammelt, die Zellpellets 2 x mit 1 x PBS gewaschen und
anschliellend in Ripa-Puffer resuspendiert. Nach der Zelllyse auf Eis fur 15 min

wurde das Zelllysat bei 14000 rpm und 15 min bei 4°C zentrifugiert. Zur Bestimmung
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der Proteinkonzentration wurde anschlieRend der DC Protein Assay (BioRad)

durchgefuhrt. Die Lagerung der Ripa-Zellextrakte erfolgte bei —20°C.
Ripa-Puffer:

50 mM Tris/HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

1% Nonidet P40

0,5 % Natriumdesoxycholat
0,1 % SDS

eine CompleteMini*-Tablette (Roche) auf 10 ml

(*CompleteMini-Tabletten enthalten einen Mix aus verschiedenen Proteasehemmern
mit breiter Spezifitat fur die Inhibierung von Serin/Cystein- und Metalloproteasen in

bakteriellen, Sauger-, Hefe- und Pflanzenzellextrakten.)

Herstellung von Proteinextrakten mit 2x SDS-Probenpuffer

FUr Westernblot-Analysen, bei denen 2 x SDS-Probenpuffer (BioRad) zur Zelllyse
verwendet wurde, wurden die Zellen in 6-well-Platten ausgesat und bis zu einer
Konfluenz von ca. 90 % kultiviert. Zur Herstellung der Proteinextrakte wurden die
Zellen zweimal mit eiskaltem 1 x PBS gewaschen und durch Zugabe von 2 x SDS-
Probenpuffer (100 pl/Loch einer 6-well-Platte) lysiert. Das Zelllysat wurde umgehend
in ein 1,5 ml - Eppendorfgefall Gberfuhrt und auf Eis gestellt. Um die hochviskosen
DNA-Bestandteile zu reduzieren, wurden die Proben fur 10 bis 15 s mit Ultraschall

behandelt. Fur Westernblot - Analysen wurden 15 pl Proteinextrakt eingesetzt.

2 x SDS — Probenpuffer nach Ldmmli (BioRad)
62,5 mmol Tris/HCL pH 6,8

25 % Glycerol

2 % SDS

0,01 % Bromphenolblau

Zu 950 pl dieser Losung wurden 50 pl B-Mercaptoethanol zugegeben und der
Probenpuffer anschlielend bei -20°C gelagert.
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2.2.1.5. Nachweismethoden fur apoptotische und nekrotische Zellen
Bestimmung aktivierter Caspasen mittels DurchfluRzytometrie (FACS)
Apoptose ist eine evolutionar konservierte Form des Zelltods, welche nach
definierten zellularen Prozessen ablauft. Eine zentrale Komponente dieses
Prozesses ist eine Kaskade proteolytischer Enzyme, sogenannte Caspasen. Diese
Enzyme nehmen an einer Reihe von Reaktionen teil, denen pro-apoptotische Signale
vorausgehen und in deren Verlauf verschiedene Substrate geschnitten werden, um
schlussendlich im Zerfall der apoptotischen Zelle zu minden.

Zur Detektion aktivierter Caspasen wurde ein sogenannter Carboxyfluorescein-
markierter (FAM) Peptid (VAD) Fluoromethyl Keton (FMK) Caspase Inhibitor (FAM-
VAD-FMK) verwendet (Biocarta). Der Carboxyfluorescein-markierte FAM-Peptid-
Inhibitor bindet irreversibel an aktivierte Caspasen (Caspase-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8
und -9). Dadurch kénnen Caspase-positive Zellen von Caspase-negativen Zellen
mittels FACS oder Fluoreszenzmikroskopie unterschieden werden. Leervektor-
transfizierte oder ORF21-transfizierte HEK293-Zellen oder stabil LANA-1-
exprimierende HEK293-Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit dem 1 x
konzentrierten FAM-VAD-Caspase-Inhibitor fir 1 h im Brutschrank inkubiert und
anschlielend entsprechend dem Herstellerprotokoll gewaschen. Fur die gleichzeitige
Farbung von nekrotischen Zellen mit Propidiumjodid (PI) wurden 5 pl PI-L6sung pro
400 pl Zellsuspension zugegeben und die Zellen im FACS (FACScalibur, BD)
analysiert. Gemessen wurde Fluorescein (grun) auf Fluoreszenzkanal 1 (FL-1) und
Pl (rot) auf Fluoreszenzkanal 3 (FL-3). Die Darstellung erfolgte logarithmisch mit FL-
1 (X-Achse) gegen FL-3 (Y-Achse) in einem Dot-Plot. Im oberen linken Quadranten
sind demnach Pl-positive und Fluorescein-negative Zellen, im oberen rechten
Quadranten Pl-positive und Fluorescein-positive Zellen, im unteren linken
Quadranten Pl-negative und Fluorescein-negative und im unteren rechten
Quadranten Pl-negative und Fluorescein-positive Zellen abgebildet. Unbehandelte,
nicht-transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle, und als Positivkontrolle wurden
Leervektor-transfizierte Zellen, die mit 5 % DMSO fur 4 h (Nekrosekontrolle) bzw.

100 nm Staurosporin fur 10 h (Apoptosekontrolle) behandelt waren, eingesetzt.
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Permeabilitdtsmessung von mitochondrialen Membranen zum Nachweis von
Apoptose und Nekrose

Der irreversible Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (AY) ist
sowohl fur Apoptose, als auch fur Nekrose ein charakteristischer Marker (Desagher
et al.,, 1999; Luo et al., 1998; Narita et al., 1998) und kann man mit Hilfe des
kationischen Farbstoffes JC-1 (5,57,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimida-
zolylcarbocyanine lodid) untersucht werden. JC-1 besitzt die Eigenschaft, dass es
sich spezifisch an der intakten negativ-geladenen mitochondrialen Matrix anlagern
kann und dort als rot-fluoreszierendes Aggregat akkumuliert (Cossarizza et al., 1993;
Reers et al., 1991). Im Falle von Apoptose bzw. Nekrose bricht der elektrochemische
Gradient AY an den Membranen zusammen, JC-1 kann nicht mehr aggregieren und
verbleibt in seiner monomeren Form im Zytoplasma der Zelle.

Die zu untersuchenden Expressionskonstrukte wurden transient in Zellen transfiziert
und fur die jeweils angegebenen Zeitintervalle inkubiert. Als Apoptosekontrolle
wurden Zellen mit Staurosporin behandelt bzw. Leervektor-transfizierte Zellen als
Negativ-Kontrolle mit DMSO inkubiert.

Fir die Untersuchung an einem gleichmaRigen Zellrasen wurden die 24-well-Platten
in einer Schwingrotor-Zentrifuge (Eppendorf) bei 1000 rpm fur 2 min zentrifugiert.
Danach wurden Zellkultur-Uberstdnde vorsichtig abgenommen und verworfen. Die
Zellen wurden anschliel3end mit auf 37°C vorgewarmten 1 x Proben-Puffer (Biocarta)
gewaschen und flr die Farbung der Mitochondrien mit 1 x JC-Farbstoff (Biocarta) in
1 x Proben-Puffer (Biocarta) bei Dunkelheit fur 30min im Brutschrank inkubiert. Nach
vorsichtiger Abnahme des Farbstoffs wurde frisches Medium zu den Zellen gegeben
und die Intensitat der JC-1-Aggregate an vitalen Mitochondrien bei 544/590 nm in
einem Fluoreszenzmessgerat (Ascent-CF, Thermo) quantitativ erfasst. Eine Analyse
auf Einzelzellebene wurde mit einem Filter fur rote Fluoreszenz (Texas-red 585/590

nm) bei 20-facher Vergroflerung durchgefuhrt (Olympus IX).

2.2.2. DNA-Technologie
Soweit nicht anders angegeben wurde nach Standardmethoden verfahren
(Sambrook & Russell, 2001). Protokolle zur Herstellung von Puffern und Lésungen,

sofern nicht besonders angegeben, finden sich ebenfalls in Sambrook et al. (2001).
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2.2.2.1. Plasmidisolierung

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA wurden Ubernachtkulturen mit LB-Medium
angesetzt, die mit einer Einzelkolonie der plasmidhaltigen Bakterien angeimpft
wurden. Das LB-Medium wurde dabei mit dem entsprechenden Antibiotikum
versetzt, gegen welches das Plasmid ein Resistenzgen tragt. Die Praparation der
Plasmid-DNA aus den Ubernachtkulturen erfolgte mit Kits der Firma Qiagen. Die
Bakterien werden dabei durch eine alkalische Behandlung lysiert und die im klaren
Uberstand befindliche Plasmid-DNA, nach einer Vorreinigung, an eine
Anionenaustauschersaule gebunden. Unter einer hohen Salzkonzentration wird die
DNA eluiert, in Isopropanol prazipitiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und
anschlielend in einer geeigneten Menge TE aufgenommen. Fur kleinere Mengen
von Plasmid-DNA (20-50 pg) wurde der Kit Qiaprep Spin Miniprep und fur grof3ere
Mengen von Plasmid-DNA (200-500 pg) der Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit

verwendet.

2.2.2.2. Quantitative Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von 260 nm im Spektralphotometer (GeneQuant, Amersham
Pharmacia). Bei Quarzkuvetten von 1 cm entspricht der Extinktionswert von 1,0 dem
Gehalt von 50 pg doppelstrangiger DNA. Um die Reinheit praparierter DNA
bestimmen zu kénnen, wird der Quotient aus Azso/Azso gebildet. Eine reine DNA-
Ldsung besitzt einen Wert von Agso/A280=1,8, reine RNA-L6sung von 2,0. Dieser Wert

ist bei Kontaminationen mit Protein oder Phenol entsprechend kleiner.

2.2.2.3. Enzymatische Spaltung von DNA-Molekllen mit Restriktions-
endonukleasen

Restriktionsenzyme erkennen spezifische Sequenzmotive doppelstrangiger DNA-
Molekule. Die Enzyme binden die DNA und spalten diese durch Hydrolysierung der
Phosphodiesterbindungen zwischen je zwei Basen in beiden Strangen der DNA.
Durch die Lage der Spaltstellen in der DNA entstehen spezifische DNA-Fragmente
bestimmter GroRe, die mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt und untersucht
werden konnen. Durch die enzymatische Spaltung mit einem bestimmten
Restriktionsenzym (Endonukleasen des Typs Il) kann das DNA-Molekul anhand des

entstandenen spezifischen Bandenmusters der GroRe nach analysiert werden. Die
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Restriktionshydrolysen erfolgten entweder mit Enzymen der Firma Roche, New
England Biolabs oder MBI Fermentas sowie den mitgelieferten 10fach
Inkubationspuffern. FUr praparative Restriktions-hydrolysen von Plasmid-DNA
(Zielvektor) wurden 2 pg DNA in einem Gesamtansatz von 50 ul mit '/1o Volumen des
jeweiligen 10 x konzentrierten Puffers und 10 U Enzym bei 37°C fur 2 h inkubiert. Die
Praparation der gewlnschten DNA-Fragmente (Insert) erfolgte mit 4 ug DNA in
einem Gesamtansatz von 50 pl, '/10 Volumen des zugehdrigen 10 x konzentrierten
Puffers und 15 U Enzym ebenfalls bei 37°C fur 2 h. Analytische
Restriktionshydrolysen von DNA-Molekulen wurden in einem Gesamtansatz von 15l
mit 1 ug DNA, '/10 Volumen des zugehérigen 10 x konzentrierten Puffers und 10 U
Enzym bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Partielle Restriktionshydrolysen von DNA-
Molekulen erfolgten, um die gewunschten DNA-Fragmente zu erhalten, in einem
Gesamtansatz von 100 pl mit 6 ug DNA, "1 Volumen des jeweiligen 10 x
konzentrierten Puffers und 2 U Enzym. Bei einer Inkubationstemperatur von 37°C
wurden Aliquots von jeweils 10 pl bei exponentiell voranschreitenden Zeitpunkten

entnommen und die Reaktion auf Eis abgestoppt.

2.2.2.4. Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Gemische sehr einfach und
effizient gereinigt, getrennt oder analysiert werden. Man stellt dazu ein Agarosegel
her, dessen Konzentration der Grole der zu trennenden DNA-Fragmente
angemessen ist. Zur Identifizierung von DNA-Molekulen <1 kb wurden 1,5%ige, fur
DNA-Molekule >1 kb wurden 1%ige Agarosegele angefertigt. Die zu untersuchenden
DNA-Proben werden auf das Gel beladen und durch Anlegen einer elektrischen
Spannung wandern die negativ geladenen DNA-Molekile zur Anode. Das
Agarosegel wirkt dabei als Molekularsieb und die DNA-Molekule kénnen dadurch
nach ihrer GroRe getrennt werden. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet.
Durch Anfarben des Gels mit Ethidiumbromid, einem Farbstoff der in die DNA
interkaliert, kann man die DNA-Fragmente unter UV-Licht einer Wellenlange von 254
nm visualisieren. Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose in 1 x TAE-Puffer
aufgekocht und vollstandig geldst. Anschlielend wurde das Gel auf ca. 60°C abkuhilt,
0,5 pg/ml Ethidiumbromid hinzugefigt und die Gelapparatur mit dem Agarosegel
befullt. Die DNA-Proben wurden mit 6 x Auftragspuffer versetzt und auf das

festgewordene Gel geladen. Das Gel wurde mit 1 x TAE-Puffer beschichtet und der
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Gellauf durch Anlegen einer Spannung von 5-10 V/cm gestartet. Nach dem Lauf
wurden die DNA-Fragmente mit UV-Licht nachgewiesen und zur Dokumentation
fotografiert.

50 x TAE-Puffer

2 M Tris

1 M Eisessig

0,1 M EDTA

Ad 1000 ml H,O-bidest

6 x Auftragspuffer
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylen-Cyanol

40 % Sucrose

2.2.2.5. Southernblot-Analyse

Mittels Southernblot-Analyse (Southern, 1975) wurde eine Genotypisierung
durchgefuhrt. Genomische DNA wurde hierzu mit, je nach Strategie und Aufbau des
Zielvektors, variierenden Restriktions-endonukleasen enzymatisch geschnitten. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Ubertragung und Immobilisierung auf
eine Nitrozellulosemembran. Nach Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten
DNA-Sonde war es mdglich, spezifische DNA-Fragmente autoradiografisch
nachzuweisen, und auf diese Weise den Genotyp des Tieres oder der Zelle zu

bestimmen.

Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

FUr die Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden wurde das Megaprime
Baukastensystem (Amersham) verwendet. 100 ng des in H,O geldsten, unmarkierten
DNA-Fragments wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald mit H,O auf ein Endvolumen
von 28 ul gebracht. Nach Zugabe von 5 ul Primer-Lésung wurde der Ansatz flr 5 min
bei 95°C inkubiert und anschliessend 1 min auf Eis abgekuhlt. Dem Ansatz wurden
10 pl 5 x Markierungspuffer, 5 pl P*2-dCTP (entspricht einer Radioaktivitat von 50uCi)
sowie 2 ul Klenow-Polymerase zugesetzt und anschliessend fur 30 min bei 37°C

inkubiert. Zur Trennung der radioaktiv markierten Sonde von den nicht eingebauten
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Nukleotiden wurde eine Reinigungssaule (Microspin S-300, Amersham) verwendet
und der Ansatz fur 2 min bei 740 x g zentrifugiert. Um die Markierungseffizienz zu
bestimmen, wurden 2 pl des Eluats in einem Szintillationszahler analysiert. Die
Sonde wurde nur verwendet, wenn mehr als 60000 Zerfalle pro Minute registriert

wurden.

Restriktionsverdau, gelelektrophoretische Auftrennung und Transfer genomischer
DNA
In jedem Restriktionsansatz wurden bis zu 60 pg aus Mauseschwanz-Biopsien

gewonnene genomischer DNA verwendet:

Lysispuffer fur Mauseschwanz-Biopsien
10 mM Tris HCI pH 7,5

10 mM EDTA pH 8,0

10 mM NaCl

0,5 % Sarcosyl

1 mg/ml Proteinase K (unmittelbar vor der Verwendung zugeben)

Restriktionsansatz

3 ul 10 x Puffer

1,5 ul Restriktionsenzym (40 U/ul)
1,2 pl Spermidin (0,1 M)

0,3 pl RNase A (10 mg/ml)

ad 30 uyl Wasser

Der DNA-Verdau erfolgte tber Nacht bei 37°C in feuchter Umgebung. Anschlie3end
wurde die DNA in einem 0,8%igem TAE-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Das Gel wurde fur den nachfolgenden Membrantransfer 10 min in einer
Depurinierungslosung geschwenkt. Anschliessend wurde das Gel 30 min in
Denaturierungslosung und 45 min in Neutralisierungslosung geschwenkt.

Fir den DNA-Transfer wurde 10 x SSC in eine Plastikwanne gegeben. Eine
Acrylglasplatte wurde so auf die Wanne gelegt, dass an zwei gegenuberliegenden
Enden ein Spalt bestehen blieb. Ein Whatman 3 MM-Filterbogen wurde

entsprechend der WannengroRe zurechtgeschnitten, kurz in 10 x SSC getrankt und
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dann auf die Acrylglasplatte gelegt, wobei die Papierenden in die 10 x SSC — Lésung
eintauchten. Sechs Filterpapiere und eine Nylonmembran wurden auf GelgroRRe
zurechtgeschnitten. Die Membran wurde kurz angefeuchtet und die Filterpapiere in
10 x SSC getrankt. Die einzelnen Bestandteile der Transferkammer wurden in
folgender Reihenfolge luftblasenfrei auf den groRRen Filterbogen aufgebracht (von
unten nach oben): drei Filterpapiere, das Gel (invers aufgelegt), die Nylonmembran
und im Abschluss drei Filterpapiere. Dieser Aufbau wurde durch Parafiim bundig
abgegrenzt, um einen Transfer von FlUussigkeiten nur durch das Gel zu erlauben.
Dartber wurden mehrere Lagen trockenes, saugfahiges Papier gelegt. Der Aufbau
wurde mit einem ca. 500 g schweren Gewicht fixiert. Wahrend einer Transferzeit von
12 — 24 h wurde die DNA mittels Kapillartransfer auf die Membran transferiert. Nach
dem Transfer wurde die Membran mit 2 x SSC gespult, luftgetrocknet und
anschlieend fur 45 min bei 80°C inkubiert, um die DNA kovalent an die Membran zu

binden.

Losungen fur die Southernblot-Analyse
20 x SSC (Saline Sodium Citrate)

3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

pH mit 1 M HCI auf 7,0 einstellen.

Denaturierungslosung
0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

Depurinierungslosung

0,2 M HCI

Hybridisierungspuffer

0,5 M Natriumphosphatpuffer pH 7,2
7% SDS

Neutralisierungslosung
0,5MTrispH 7,4
1,5 M NaCl
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Strip-Lésung

0,1 x SSC

1% SDS

15 mM NaCl

Waschlosung | 2xSSC
0,1 % SDS

Waschlésung Il 1 xSSC
0,1 % SDS

Waschlésung Il 0,5 x SSC
0,1 % SDS

Hybridisierung der Membran mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde

Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre gegeben und mit 10 ml
Hybridisierungspuffer fur mindestens 4h in einem Hybridisierungsofen bei 65°C
inkubiert. Die Denaturierung der radioaktiv markierten Sonde wurde bei 95°C flr
5min durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die Sonde in das Hybridisierungsgefal
gegeben und bei 65°C Uber Nacht rotierend hybridisiert.

AnschlieBend wurden ungebundene oder unspezifisch gebundene Sonden-Anteile

durch mehrere Waschschritte unter stdandigem Schwenken entfernt:

Waschlosung | RT 20 min
Waschlosung 11 40°C 20 min
Waschlosung 111 65°C 20 min

Autoradiographie

Die hybridisierte Membran wurde in Folie eingeschweit und in einer
Autoradiografiekassette zusammen mit einem Rontgenfilm bei -80°C fur 48 h
inkubiert.  AnschlieRend wurde der Film unter Verwendung einer

Entwicklungsmaschine (Agfa, Curix 60) entwickelt.
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2.2.2.6. Dephosphorylierung linearer DNA-Fragmente

Bei Klonierungsexperimenten wurde im Anschluss an die enzymatische
Restriktionshydrolyse die Dephosphorylierung von Vektor-DNA durchgefuhrt, um
eine Religation der Vektorenden zu verhindern. In einem Hitzeschritt bei 60°C
(10min) wurden zunachst die Enzyme der praparativen Restriktionshydrolyse
inaktiviert und die DNA mit QIAEXIl (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers
entsalzt. Fur die anschlielende Dephosphorylierung von 2 ug DNA wurden 20 U
alkalische = Phosphatase  (Boehringer) in einem 1 x  konzentrierten
Dephosphorylierungspuffer (50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,5) eingesetzt. Der
Ansatz wurde 30 min bei Raumtemperatur und anschlie®end 15 min bei 70°C
inkubiert. Zur Reinigung wurde der dephosphorylierte Ansatz abermals nach dem
QIAEXII-Protokoll (QIAGEN) aufgereinigt und die DNA mit Isopropanol prazipitiert.

2.2.2.7. DNA-Prazipitation

Zur Prazipitation von bis zu 2 ng DNA wurde die DNA bis auf 100 pl mit TE (10 mM
Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8) aufgefullt. Fur die Fallung von Nukleinsauren wurde der
Ansatz nach Zugabe von '/4o Volumen Natriumacetat (3 M) und 80 % des Volumens
Isopropanol fur 20 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Nach Waschen mit 70 % Ethanol

wurde das DNA-Pellet in einer geeigneten Menge TE aufgenommen.

2.2.2.8. Reinigung von DNA-Fragmenten

Fir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde nach dem
QIAEXII-Protokoll  (QIAGEN) verfahren. Hierbei wird das ausgeschnittene
Agarosestlick, welches das gewlnschte DNA-Fragment enthalt, bei 50°C unter
Hochsalzbedingungen aufgeschmolzen. Die DNA wird an Quarzpartikel gebunden,

gewaschen und anschlieend in einer geeigneten Menge TE eluiert.

2.2.2.9. Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen von DNA-Molekilen wurden in einem Reaktionsansatz von 10 pl
durchgefuhrt. Von einem enzymatisch geschnittenen und dephosphorylierten Vektor
der Vektorpraparation wurden 100-150 ng eingesetzt und mit 7,5 ul (300-500 ng)
DNA-Fragment (Insert) in 1 x konzentrierten Ligationspuffer (500 mM Tris/HCI pH
7,5, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP, 250 g/l BSA) mittels 0,5 ul T4-DNA-
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Ligase (200 U) von NEB ligiert. Das Reaktionsgefal® wurde Uber Nacht bei 4°C
gelagert.

2.2.2.10. Hitzeschocktransformation

Das Einbringen von Plasmid-DNA in E.coli kann auf verschiedene Arten erfolgen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde hauptsachlich die Hitzeschocktransformation
eingesetzt. Zur Vermehrung rekombinanter Plasmid-DNA bis zur einer Grolze von
10kb wurden mit einem Teil der Ligationsansatze kompetente E.coli-Zellen (Stamm
XL-1 blue, Stratagene) durch einen Hitzeschock transformiert. 50ul kompetente
E.coli-Zellen wurden mit 5 ul Ligationsansatz flir 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock bei 42°C von 60 s wurde der Ansatz kurz auf Eis abgekuhlt, in
500 I LB-Medium 45 min bei 37°C geschittelt und anschlieRend auf
ampicillinhaltigen (100 ug/ml) LB-Agarplatten ausplattiert.

2.2.2.11. Zusammenstellung hergestellter DNA-Konstrukte
FUr die Generierung einer transgenen Mauslinie als KS-ahnliches Tiermodell sollte

ein induzierbares LANA-1-Expressionskonstrukt hergestellt werden:

pBSIIKS-TRE_bGHpolyA (Tet-induzierbares Basis-Konstrukt):

Das 0,5 kb BamHI/Xhol Fragment (TRE-Promoter) aus Plasmid #361 wurde in den
durch einen BamHI-Komplettverdau und Xhol-Partialverdau geschnittenen Vektor
#579 (pBSIIKS-bGHpolyA) kloniert.

pBSIIKS-TRE_LANA-1-bGHpolyA (induzierbares TRE_LANA-1):

Das 3,5 kb Notl/EcoRI Fragment (LANA-1) aus pcDNA3-LANA-1 (der 3'-Uberhang
der Notl-Schnitstelle wurde mittels der Klenow-Reaktion aufgeflllt) wurde in den mit
Xbal/EcoRI geschnittenen (der 3"-Uberhang der Xbal-Schnittstelle wurde mittels der
Klenow-Reaktion aufgefullt) und anschliessend dephosphorylierten Vektor pBSIIKS-
TRE_bGHpolyA Kloniert.

pSLfaTRE_LANA-1fa (Subklonierungsvektor)

Das 4,2 kb Xhol Fragment (TRE_LANA-1_bGHpolyA) aus pBSIIKS-TRE_LANA-1-
bGHpolyA wurde in den mit Xhol geschnittenen und anschliessend
dephosphorylierten Vektor pSLfa1180fa (Horn & Wimmer, 2000) kloniert.
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pRo0sa26.6-TRE_LANA-1 (Zielvektor fir eine homologe Rekombination in den rosa-
Lokus):

Das 4,5 kb Fsel Fragment (TRE_LANA-1_bGHpolyA) aus pSLfaTRE_LANA-1fa
wurde in den mit Fsel geschnittenen und anschliessend dephosphorylierten Vektor
pRosa26.6 kloniert. Die Insertion wurde in der Orientierung ausgewahlt, dass die
Promotoren des neo-Gens und der induzierbare TRE-Promoter von LANA-1 in

gleicher Orientierung vorliegen.

2.2.3. Proteinchemische Methoden

2.2.3.1. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Zelllysaten erfolgte mit dem DC
Protein Assay von BioRad nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip dieser

kolorimetrischen Messung basiert auf der Methode nach Lowry.

2.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Gelektrophorese nach Laemmli (1970) dient dazu, Proteine in einem
Proteingemisch entsprechend ihres Molekulargewichtes unter denaturierenden
Bedingungen zu trennen. Der Zusatz von Sodiumdodecylsulfat (SDS) zum
Proteingemisch und das Erhitzen der SDS-Proteinlosung bewirkt, dass
nichtkovalente Wechselwirkungen in nativen Proteinen aufgehoben werden.
Zusatzlich kann durch Zugabe von Dithiothreitol (DTT) oder -Mercaptoethanol eine
Reduzierung der Disulfidbriicken des Proteins erreicht werden. Durch die Bindung
von SDS-Anionen erhalten die denaturierten Polypeptide eine negative Ladung. Die
Menge an gebundenem SDS ist dabei proportional zum Molekulargewicht der
Proteine. Durch das Auftragen der SDS-Polypeptidkomplexe auf ein
Polyacrylamidgel wandern die Proteine nach Anlegen einer Spannung im
elektrischen Feld entsprechend der Grofde und Ladung durch das Gel. Mit Hilfe von
Markerproteinen mit bekanntem Molekulargewicht kann anschlie®end die Grélke der
einzelnen Proteine bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden zur elektrophoretischen
Auftrennung von Proteinen diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele, bestehend aus
zwei Einheiten: einem 5 %-igem Sammelgel (pH 6,8) und einem Trenngel (pH 8,8).
Zur Elektrophorese wurden Laufkammern von Amersham Pharmacia benutzt. Bei
der Herstellung des Trenngels wurde entsprechend der Grol3e der zu analysierenden

Proteine, die Konzentration an Polyacrylamid auf 10-15 % eingestellt.
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In der folgenden Tabelle ist die Zusammensetzung fir die Herstellung von einem Gel

(mighty small) mit je 5 ml Trenngel sowie 2 ml Sammelgel aufgefuhrt. Giel3stande

wurden von Amersham Pharmacia verwendet.

Komponente Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
10 % 12 % 15 % 5%

H.O 1,9 ml 1,6 mi 1,1 ml 1,4 ml

30 % Acrylamid Mix 1,7 ml 2,0ml 2,5ml 0,33 ml

(29:1)

1,5 M Tris pH 8.8 1,3 ml 1,3 mi 1,3 ml -

1,0 M Tris pH 6.8 - - - 0,25 ml

10 % SDS 0,05 mi 0,05 mi 0,05 ml 0,02 ml

10 % 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,02 mi

Ammoniumpersulfat

TEMED 0,002 ml 0,002 ml 0,002 ml 0,002 mi

Vor der Elekrophorese wurden die aufzutrennenden Proteinlosungen mit 2 x SDS-
Probenpuffer (BioRad) versetzt und fur 5 min bei 100°C denaturiert. Der Gellauf
wurde mit 20 mA/Gel in 1 x SDS-Laufpuffer (10 x SDS Tris/Glycin — Laufpuffer,
BioRad) gestartet.

2 x SDS — Probenpuffer nach Ladmmli (BioRad)
62,5 mmol Tris/HCL pH 6,8

25 % Gilycerol

2 % SDS

0,01 % Bromphenolblau

Zu 950 pl dieser Losung wurden 50 pl B-Mercaptoethanol zugegeben und der

Probenpuffer anschlieliend bei —20°C gelagert.

10 x SDS Tris/Glycin-Laufpuffer
25 mM Tris, pH 8.3

192 mM glycine

0,1 % SDS
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2.2.3.3. Elektrotransfer von Proteinen

Far den Transfer, der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine, wurden Tankblot-
Apparaturen (Amersham Pharmacia) verwendet. Das Proteingel wurde luftblasenfrei
auf eine PVDF-Membran gelegt und zwischen 2-3 Schichten mit Transferpuffer
getranktem Filterpapier (3-MM-Whatmanpapier) gepackt. Nach dem Einspannen in
die Tankblotapparatur wurde der Proteintransfer vom Gel auf die Membran in
Transferpuffer bei 250 mA fur 2 h gestartet.

Transferpuffer:

Tris 5849

Glycin 299

10 % SDS-Loésung 3,7 ml
Methanol 200 ml

ad 1000 ml Hzobidest

2.2.3.4. Anfarben von Proteinen

Coomassie-Blau-Farbung:

Um zu kontrollieren, ob beim Elektrotransfer aus dem SDS-Gel alle Proteine auf die
PVDF-Membran transferiert wurden, wurde das SDS-Gel nach dem Transfer mit
Coomassie-Blau R250 gefarbt. Das Polyacrylamidgel wurde fur ca. 30 min in eine
Coomassie-Blau-Lésung gelegt und nach anschlieBender Entfarbung des Gels,

konnen die Proteine als blaue Banden sichtbar gemacht werden.

Coomassiefarbeldosung R250 (BioRad)
Entfarbeldsung:

45 % Methanol

15 % Essigsaure

Ponceau-Farbung:

Mit Hilfe einer Ponceau-Farbung wurde der Proteintransfer auf der Membran
uberpruft. Durch Schwenken der Membran in Ponceau S Losung und
anschliellendem Entfarben mit Wasser werden die Proteinbanden rot sichtbar. Durch

langeres Waschen mit Wasser kann die Ponceau-gefarbte Membran wieder
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vollstandig entfarbt fir Westernblot — Analysen verwendet werden. Die Coomassie-

Blau-Farbung ist dagegen irreversibel.

2.2.3.5. Westernblot

Mit Hilfe der Westernblot-Analyse wurden bestimmte Proteine immunochemisch mit
poly-, oder monoklonalen Antikorpern nachgewiesen. Dazu wurden Proteingemische
aus Zelllysaten elektrophoretisch mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Anschlielend wurde die Membran mit 1 x Blocking Solution
(Roche) in 1 x PBST uber Nacht bei 4°C inkubiert, um unspezifische
Proteinbindungen zu blockieren. Nach einem Waschschritt in 1 x PBST fir 15 min
bei RT unter Schwenken erfolgte eine Prainkubieren der Membran mit 0,5 x Blocking
Solution (Roche) in 1 x PBST fur 5 min bei RT. Die Inkubation der Membran mit dem
Primarantikérper, gelost in 0,5 x Blocking Solution (Roche) in 1 x PBST, erfolgte
ruhend fur 1-2 h bei RT, oder bei 4°C Uber Nacht. Entfernt wurde nicht-gebundener
Primarantikorper in drei Waschschritten mit jeweils 1 x PBST fur 10 min bei RT unter
Schwenken. Nach Prainkubieren der Membran mit 0,5 x Blocking Solution (Roche) in
1 x PBST fur 5 min bei RT unter Schwenken erfolgte die Inkubation der Membran mit
dem Sekundarantikérper, geldst in 0,5 x Blocking Solution (Roche) in 1 x PBST fur
1h bei RT ruhend. Abschlielfend wurde die Membran mit 1 x PBST fur 4 x 10 min bei

RT unter Schwenken gewaschen.

1 x PBST
1x PBS + 0,1 % Tween 20 (Sigma)

Durch die Verwendung von horseradish peroxidase (HRP) — gekoppelten
Sekundarantikérpern konnte der Nachweis der Proteine Uber eine von Peroxidase
katalysierte Reaktion mittels Chemilumineszenz erfolgen. Die Peroxidase katalysiert
dabei die Oxidation von Luminol, was durch die Exposition mit einem Rontgenfilm
nachgewiesen werden kann. Es wurden das ECL Detection System sowie ECL-
Roéntgenfilme der Firma Amersham Pharmacia verwendet und nach den Angaben

des Herstellers eingesetzt.
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2.2.4. Generierung einer transgenen Mauslinie

2.2.4.1. Tierhaltung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mausstamme wurden in der Tierhaltung des
Helmholtz Zentrum (Neuherberg) gezlichtet. In einem geschlossenen System unter
pathogenfreien Bedingungen betrug die Temperatur 22+2°C und die relative
Luftfeuchtigkeit 555 %. Je 12-stundigeTag- und Nachtphasen wurden automatisch
geregelt. Nachkommen der Verpaarungen wurden drei Wochen nach der Geburt von
den Eltern abgesetzt, nach Geschlecht getrennt und eine Schwanzspitzenbiopsie zur

Genotypisierung durchgefuhrt. Die Markierung der Mause erfolgte durch Ohrlochung.

2.2.4.2. Zellkultur embryonaler muriner Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) konnen aus der inneren Zellmasse von
Mausblastozysten gewonnen werden und haben einen pluripotenten, Charakter
(Martin, 1981). Diese Eigenschaft, ES-Zellen undifferenziert in vitro zu kultivieren,
wird genutzt, um diese genetisch zu manipulieren. Eine Moglichkeit besteht darin,
Fremd-DNA gerichtet durch homologe Rekombination in ES-Zellen einzubringen.
Durch Injektion in Maus-blastozysten, welche einen anderen genetischen
Hintergrund als die manipulierten ES-Zellen aufweisen, ist es moglich, manipulierte
ES-Zellen wieder in den Embryo zuruckzubringen. Dieser Embryotransfer wird in
scheinschwangeren weiblichen Mausen durchgefuhrt. Auf diese Weise entstehen
sogenannte Chimaren, dh. Mause, deren Gewebe unterschiedliche Anteile von
Zellen aufweisen, die auf unveranderten embryonalen Stammzellen des
ursprunglichen Embryos bzw. auf die manipulierten ES-Zellen zurtckgehen.
Besiedeln die manipulierten ES-Zellen die Keimbahn eines chimaren Tieres, besteht
die Mdglichkeit, dass die Fremd-DNA an die Nachkommen weitergegeben wird und
somit eine transgene Linie ensteht. Dieser Prozess wird als Keimbahntransmission
bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit wurde die ES-Zelllinie TBV-2 verwendet, die

von der Linie Ola/129 abstammt.
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ES-Zellkultur (Medien und Medienzusatze)
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Gibco Life Technologies

ES-Zellkulturmedium

85 % DMEM

15 % FCS hitzeinaktiviert (30 min bei 56°C)
2 mM Glutamin

1000 U/ml LIF

Einfriermedium (2 x)

50 % FCS

30 % ES-Zellkulturmedium (DMEM)
20 % DMSO

Wasch-Medium
90 % DMEM
10 % FCS

2.2.4.3. Praparation und Kultivierung von Feeder-Zellen

Um bei kultivierten ES-Zellen eine Differenzierung zu vermeiden, sind nachfolgende
Kulturbedingungen erforderlich. So wird ein konditioniertes Kulturmedium verwendet,
das den Leukamie-Inhibierungsfaktor (LIF) in bestimmter Konzentration (1000 U/ml)
enthalten muss (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988). Aulierdem ist eine Ko-
Kultivierung mit mitotisch  inaktivierten  Fibroblastenzellen (Feeder-Zellen)
erforderlich.

In dieser Arbeit wurden die ES-Zellen auf einer einfachen Feeder-Zellschicht mit LIF
enthaltendem Medium gehalten. Zur Gewinnung von Feeder-Zellen wurden
Fibroblasten aus 14,5 Tage alten Maus-Embryonen (E14,5) prapariert und in 1ml-
Aliquots in Einfriermedium in flissigem Stickstoff gelagert. Eingefrorene Feeder-
Zellen-Aliquots wurden schnell bei 37°C aufgetaut, in 10 ml DMEM Uberfihrt und 5
min mit 270 x g zentrifugiert. Resuspension des Zellpellets erfolgte in 10 ml DMEM.
Die so vereinzelten Zellen wurden auf funf 13,2 cm- Kulturplatten mit je 25 ml
Medium verteilt und bis zur Konfluenz kultiviert. Eine Replikationshemmung wurde

durch 3-stindige Behandlung mit 1mg/ml Mitomycin C erreicht. Danach wurden die
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Zellen zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert, abermals vereinzelt, gezahlt und in
Aliquots eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die Zellen je nach Bedarf auf
Zellkultur-Platten unterschiedlicher GréRe in einer Konzentration von 0,8 — 1 x 10*
Zellen/cm? ausplattiert. Die Feeder-Platten waren nach mindestens dreistiindiger

Inkubation bei 37°C verwendbar.

2.2.4.4. Transfektion von ES-Zellen

Expansion von ES-Zellen

Ein Aliquot der TBV-2 ES-Zellen (Zellpassage 11) wurde im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut, die Zellsuspension in 9ml Waschmedium Uberfihrt und bei 800 x g fur
5min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml ES-Zell- Kulturmedium aufgenommen
und auf einer 6cm-Feederplatte ausgesat. Die Zellen wurden 24 h kultiviert, mit PBS
gewaschen und durch eine 15 minutige Einwirkung von 1,5 ml einer Trypsin/EDTA
Lésung bei 37°C vom Boden geldst. Zellen wurden durch mehrfaches Auf- und
Abpipettieren der Zellsuspension vereinzelt und in 9 ml Waschmedium
aufgenommen. Nach Zentrifugation bei 270 x g fur 5 min wurden die Zellen
zweimalig mit PBS gewaschen, in 30 ml Medium aufgenommen und auf drei 10 cm
Feeder-Platte neu ausgesat. Nach weiteren 24 h wurde jede der drei Feeder-Platten
abermals mit PBS gewaschen, die Zellen mit einer Trypsin/EDTA Losung gelost und
jeweils auf vier weitere 10 cm Feeder-Platte passagiert. Nach weiteren 24 h
Inkubation wurden die ES-Zellen fur die Elektroporation von Plasmid-DNA

verwendet.

Elektroporation und Selektion

Um Fremd-DNA in ES-Zellen einzubringen, mussen deren Membranen fir DNA-
Molekule durchlassig gemacht werden. Bei der Elektroporation werden biologische
Membranen durch die Einwirkung kurzer elektrischer Impulse vorubergehend
permeabilisiert, ohne dass die Membranstruktur dabei vollig zerstort wird. Wahrend
der kurzen Phase erhdhter Durchlassigkeit kann ein Stofftransport z.B. von DNA-
Molekulen durch die Membran in das Zellinnere erfolgen.

FiUr eine Elektroporation wurden 60 pug von pRosa26.6-TRE_LANA-1 mit 40 U Scel
uber Nacht bei 37°C linearisiert. Danach wurde das Enzym durch Hitzebehandlung
inaktiviert (65°C, 20min). 1 x 10" ES-Zellen wurden in 800 ul kaltem PBS ohne Mg?*

und Ca** aufgenommen, mit der in 100 pl PBS aufgenommenen linearisierten
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Vektor-DNA gemischt und in eine Elektroporationskuvette gegeben. Die
Elektroporation erfolgte bei 0,3 kV und 500uF, die Zeitkonstante betrug 2 msek.
Nach der Elektroporation wurde der Ansatz fur 20 min auf Eis inkubiert, anschlie3end
in 40 ml vorgewarmter ES-Zell-Medium aufgenommen und auf drei 10 cm-
Kulturschalen mit Feeder-Zellen verteilt. Nach 24-stundiger Inkubation wurde das
ES-Zell-Medium gegen das G418-haltige Selektionsmedium (200 pg/ml G418 in ES-
Zell-Medium) ausgewechselt.

Da der Vektor pRosa26.6-TRE_LANA-1 ein Neomycin-Resistenzgen mit einem
eigenen Promotor enthielt, konnte durch das Neomycin-Analogon Geneticin (G418)
eine Positiv-Selektion auf solche ES-Zellen erfolgen, die die Vektor-DNA in ihr
Genom eingebaut hatten. Der Wechsel des Selektionsmedium erfolgt taglich. Am
8.Tag der Selektion wurden die Uberlebenden Zellkolonien isoliert. Daflr wurden sie
unter einem Binokularmikroskop in der Sterilbank mit einer Pipettenspitze vom
Boden abgelost und in 96-Lochplatten mit Feeder-Zellen Uberflhrt. In jedes Loch

wurden 150 pl ES-Zell-Medium vorgelegt.

2.2.4.5. ldentifizierung von ES-Zellklonen, die homolog rekombinierte DNA
enthalten

Einen Tag nach Isolierung der G418-resistenten Einzelklone wurden die ES-
Zellkolonien mit 30 ul Trypsin/EDTA pro Loch behandelt und nach ihrer Ablésung
vom Boden in frische 96-Loch Feeder-Platten Uberfuhrt. Nach zweitagiger Inkubation
in einem 37°C-Brutschrank wurden die ES-Zellen abermals passagiert: Je nach
Zelldichte wurden sie entweder 1:3 oder 1:4 verdunnt und nachfolgend auf 96-Loch-
Platten Uberfuhrt die entwerder mit Feeder-Zellen oder mit Gelatine-Beschichtung
vorbereitet waren. Fur die Isolierung und nachfolgenden Analyse der ES-Zell-DNA
wurde der Teil der Zellen verwendet, der auf 96-Loch-Gelatineplatten ausgesat
wurde. Zur spateren Expansion derjenigen ES-Zellklone, die homolog rekombinierte
DNA enthielten, wurde der Teil der Zellen der auf zwei 96-Loch Feeder-Platten
ubertragen worden war, 48 h weiter inkubiert und anschliessend schonend in
Einfriermedium bei —80°C eingefroren. Zur Schonung der Zellen erfolgte dies in mit
Papier ausgekleideten Pappschachteln.

Auf Gelatineplatten wachsenden ES-Zellklone wurden bis zur Konfluenz kultiviert.
Nach zweimaligem Waschen in PBS wurde jeder Klon mit 50 pl Zell-Lysispuffer

behandelt. In einer Feuchtekammer wurden die Platten Uber Nacht bei 50°C
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inkubiert. Die Prazipitation der DNA erfolgte bei RT durch Zugabe von 100 ul
eiskaltem EtOH mit 75 mM NaCl unter standigem Schutteln der Platten fur 45 min.
Nach Zentrifugation der Platten fur 5 min bei 5000 x g wurde die gefallte DNA
dreimal mit 70 %igem EtOH gewaschen, luftgetrocknet und bis zur Southernblot-
Analyse bei 4°C gelagert.

FUr die Hybridisierung mit der 5 -externen-Sonde gegen den 5°-Homologiebereich
von rosa26 (Wildtypbande: 11 kb, Rekombinanten-Bande: 3 kb) wurde die
genomische DNA mit dem Enzym EcoRV geschnitten. Danach wurden die DNA-
Fragmente in der Gelelektrophorese aufgetrennt und ein Southernblot durchgefuhrt.
Die DNA derjenigen Klone, die im Southernblot eine rekombinante 3 kb Bande
aufwiesen, wurde unter Verwendung der Replika-Gelatine-Platten erneut isoliert und
fur die Hybridisierung sowohl mit der 3’-externen-Sonde gegen den 3'-
Homologiebereich und der externen Sonde gegen TRE_LANA-1 verwendet. Dazu
wurde die genomische DNA abermals mit dem Enzym EcoRV geschnitten. Nur
solche Zellklone, die im Southernblot auch unter Verwendung der 3'-Sonde eine
rekombinante Bande aufwiesen (Wildtypbande: 11 kb, Rekombinanten-Bande: 9 kb)
und zugleich bei Verwendung der Sonde gegen das Transgen TRE_LANA-1 eine
Rekombinanten-Bande von 6 kb aufzeigten, enthielten die gewiinschte homolog

rekombinierte DNA und wurden flr die nachfolgenden Schritte verwendet.

2.2.4.6. Expansion und Einfrieren der positiven ES-Zellklone

ES-Zellklone, die positiv auf homologe Rekombinationsereignisse getestet waren,
wurden bei 37°C in den Replika 96-Loch Feeder-Platten aufgetaut. Nach
funfminutiger Zentrifugation bei 1000 x g wurde die positiven ES-Zellklone auf eine
neue 96-Loch Feeder-Platten mit frischem Medium ausgesat. Darauffolgend wurden
die ES-Zellklone entsprechend ihrer Wachstumsgeschwindigkeit je Uber eine 48-
Loch Feeder-Platte, eine 24-Loch Feeder-Platte, eine 3,5 cm-, eine 6 cm- und eine
10 cm-Feederplatte auf vier 10 cm Feeder-Platten expandiert. Jede 10cm Feeder-
Platte wurde anschliessend mit PBS gewaschen, trypsiniert und die vereinzelten ES-
Zellen in Einfriermedium resuspendiert, in Kryordhrchen aliquotiert und im FlUssig-

Stickstofftank weggefroren.
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2.2.4.7. Herstellung von Injektions-Chimaren

Gewinnung von Mauseblastulae

Fir die Gewinnung von Mauseblastulae (Embryonalstadium E3,5) wurden eine
Superovulation bei weiblichen C57BL/6J Mause durch hormonelle Behandlung
angeregt. Die Superovulation dient der Erhéhung der Anzahl an ovulierten Eizellen
und wird durch die Behandlung der Weibchen mit Analoga der gonadotropen
Hormone follikelstimulierendes Hormon (FSH) und luteinisierendes Hormon (LH)
erzielt. Am ersten Tag der Behandlung wurde den Spender-Weibchen um 15 Uhr
eine Dosis von 7,5 |.E. Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG, Intervet) durch
intraperitoneale Injektion verabreicht. 48 Stunden spater wurden die Mause mit 7,5
I.E. humanem Chorion-Gonadotropin (hCG/Ovogest, Intervet) behandelt und einzeln
mit einem Mannchen des gleichen Stammes verpaart. Am nachsten Morgen wurden
die Weibchen von den Mannchen getrennt. Die Spender-Weibchen, die nicht gedeckt
worden waren, wurden aussortiert. Sechs Tage nach Beginn der Behandlung
wurden die Spender-Weibchen zur Entnahme der Uteri getotet. Die Blastozysten
wurden mit M2 Medium aus den Uteri herausgespult und konnten anschliel3end flr

die Injektion mit embryonalen Stammzellen verwendet werden.

Injektion der ES-Zellen in Mausblastozysten

Die homolog rekombinierten ES-Zellen mit dem Transgen TRE_LANA-1 wurden wie
beschrieben aufgetaut, in Kultur genommen und expandiert. Kurz vor der Injektion
wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung behandelt und durch Auf- und
Abpipettieren vereinzelt. Die Zellen wurden in Waschmedium gewaschen,
anschlie3end abzentrifugiert und in kaltem PBS resuspendiert. Die Injektion von 2-3

ES Zellen in die Blastozysten erfolgte an einem Injektionsmikroskop (Leica DNRB).

Embryotransfer

Als Ammen-Mutter dienten pseudotrachtige Weibchen des Stammes CD-1. Zur
Einleitung einer Scheinschwangerschaft wurden die Weibchen drei Tage vor dem
Embryotransfer mit vasektomierten CD-1-Mannchen verpaart (Hogan, 1994). Nur
solche Weibchen wurden fur den Transfer verwendet, die am Tage nach ihrer

Verpaarung einen vaginalen Sekretpfropf ausgebildet hatten.
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Aufzucht der transgenen Mause
Die Aufzucht der transgenen Mause erfolgte wie zuvor beschrieben. Fir die

Ruckkreuzung der Chimaren wurden C57BL/6N Mause verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchungen zur Etablierung einer transgenen LANA-1 Mauslinie

Fur eine in-vivo Untersuchung der Interaktion von HHV-8-kodierenden Faktoren und
endogenem Tumorsupressor p53 sollte ein gut charakterisiertes HHV-8-Gen
verwendet werden. Zu diesem Zweck wurde das latency-associated nuclear antigen-
1 (LANA-1) ausgewahlt, da es unter anderem p53-Funktionen inhibiert und in
Zellkulturen anti-apoptotisch und transformierend wirkt (Friborg et al., 1999; Radkov
et al., 2000). Weiterhin ist LANA-1 eines der wenigen HHV-8-kodierten Gene, welche
konstitutiv vom Virus exprimiert werden (Komatsu et al., 2001).

Das Transgen LANA-1 sollte mittels der sogenannte knock-in Technologie in das
Genom der Maus eingebracht werden. Hierbei wird eine einzelne Kopie des
Transgens mittels homologer Rekombination inseriert (Hogan, 1994). Als Zielort
dieser Insertion wurde der rosa26-Lokus auf Chromosom 6 ausgewahlt, der sich fur
diesen experimentellen Ansatz bewahrt hat (Friedrich & Soriano, 1991; Soriano,
1999).

Wegen seiner bekanntermal3en pro-onkogenen Eigenschaften ist angeraten, LANA-1
nur kontrolliert in einem trangenen Organismus, wie z.B. einer Maus, zu exprimieren.
Deshalb sollte ein sogenanntes induzierbares Expressionssystem zur Untersuchung
der LANA-1 Funktion verwendet werden, bei dem das zu untersuchende Transgen
nicht konstitutiv, sondern nur in Anwesenheit eines Transaktivators exprimiert wird.
Der Vorteil dieses Expressionssystems liegt darin, dass beide Komponenten
(Transaktivator und induzierbares-Element) in getrennten transgenen Mauslinien
vorliegen und erst nach Kreuzung in Tieren, die beide Konstrukte tragen, die
Transgenexpression reguliert werden kann.

Um LANA-1 gewebsspezifisch im Endothel zu exprimieren, steht der Transaktivator
unter der Kontrolle des Tie-2/Tek-Promotors: Tie-2/Tek ist eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, welche Angiopoietin-1 bindet und in Endothelzellen, bzw.
endothelialen Vorlauferzellen der Maus exprimiert wird (Schlaeger et al., 1997).
Somit wird LANA-1 ausschliesslich in endothelialen Geweben exprimiert, was daher
der Situation beim KS entspricht. Etablierte Mauslinien, die die Transaktivatoren rtTa,
bzw. tTa unter der Kontrolle des Tie-2/Tek-Promotors tragen, standen uUber eine

Kooperation mit Dr. Urban Deutsch (Universitat Bern) zur Verfiigung.
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3.1.1. Herstellung eines induzierbaren LANA-1 Expressionskonstruktes

Um unkontrollierte Storungen durch eine konstitutive Expression dieses potenziell
tumorigenen Faktors in einer transgenen Maus zu vermeiden, sollte das induzierbare
Tet-on/ Tet-off aus E. coli als Expressionssystem eingesetzt werden (Gossen et al.,
1995). Dieses sogenannte bindre Expressionssystem besteht aus zwei
Komponenten (Abb.4A), dem tet-responsive-element (TRE), eine regulatorische
Sequenz der tet-Operons aus E. coli, und dem Transaktivator, der auf dem fet-
Repressor von E. coli basiert, mit der Fahigkeit das Tetrazyclin-Analogon Doxycyclin
(Dox) zu binden. Im Fall des Tet-off-Systems bindet der Transaktivator tTa an TRE
und aktiviert das nachgeschaltene Transgen. Bei Zugabe von Dox bindet dieses an
tTa, was zu einer Konformationsanderung und zum Funktionsverlust des
Transaktivators fuhrt und die Expression des Transgens reprimiert.

Die Funktionalitdt des in dieser Arbeit klonierten induzierbaren LANA-1-
Expressionskonstruktes wurde in HEK293-Zellen mittels transienter Transfektion
uberpruft (Abb.4B): das induzierbare LANA-1-Konstrukt pBSIIKS-TRE_LANA-1-
bGHpolyA (TRE_LANA-1) wurde mit dem Aktivator pUHT 61-1 (tTA-A2) (Urlinger et
al., 2000) in HEK-293-Zellen in Anwesenheit von ansteigenden Konzentrationen an
Doxycyclin ko-transfiziert. Nach 24h wurden die Zelllysate im Westernblot auf LANA-
1-Expression hin untersucht. Ohne Doxicyclin zeigte sich eine starke Induktion von
LANA-1 anhand des charakteristischen Molekulargewichts von 248 bzw 240 kDa.
Hingegen konnten bereits 5 ng/ml Doxycyclin die Induktion von LANA-1 reduzieren
und ab einer Konzentration von 20 ng/ml die Expression vollstandig reprimieren. Um
eine basale Transkriptionsaktivitat von TRE_LANA-1 auszuschliessen, wurde
anstelle des Transaktivators Leervektor ko-transfiziert. Als allgemeine
Expressionskontrolle fir LANA-1 wurde das Konstrukt gewahlt, bei dem LANA-1
konstitutiv unter Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert wird (pcDNA3-LANA-1) und
das als Ausgangskonstrukt fur die Klonierung des induzierbaren Konstrukts in dieser

Arbeit diente (Thomas Schulz, personliche Mitteilung).
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Abb. 4: Induzierbare LANA-1-Expression mittels des Tet-off-Systems.

Uberpriifung der Funktionalitdt des klonierten Expressionskonstruktes durch transiente ko-
Transfektion in HEK293-Zellen. (A) Schematische Darstellung der Doxycyclin-abhangigen Repression
der LANA-1 Expression bei Kotransfektion des binaren Expressionssystems (B) Westernblot-Analyse
zum Nachweis der LANA-1 Expression in Zellkultur. Von links nach rechts: Transfektion mit 1 ug
Leervektor (LV), ko-Transfektionen von 0,5 ug LV mit je 0,5 ug pcDNA3-LANA-1 (CMV_LANA-1) bzw.
pBSIIKS-TRE_LANA-1-bGHpolyA (TRE_LANA-1) und 0,5 pyg pUHT 61-1 (tTA-A2) mit 0,5 ug
TRE_LANA-1. Anwesenheit von Doxycyclin im Zellkulturmedium reprimiert tTA-A2-induzierte
Expression von LANA-1. Der Expressionsnachweis erfolgte mit einem monoklonalen anti-LANA-1-
Antikérper. Zum Vergleich der aufgetragenen Proteinmenge wurde die Membran in einem zweiten

Schritt mit einem monoklonalen anti-GAPDH-Antikorper inkubiert.
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3.1.2. Homologe Rekombination in embryonalen TBV-2-Stammzellen der Maus
Das induzierbare TRE_LANA-1 Expressionskonstrukt wurde in den genomischen
Zielvektor pRosa26.6 kloniert. Dieser flankiet TRE_LANA-1 mit 5'sowie 3'-
homologen Sequenzen des rosa26-Lokus der Maus, um mittels einer homologen
Rekombination das TRE_LANA-1 Transgen und eine Neomycin-Resistenzkassette in
das Genom zu integrieren.

Der linearisierte Zielvektor pRosa26.6-TRE_LANA-1 und das homologe
Rekombinationsereignis ist schematisch in Abbildung 5A dargestellt. Durch die
Integration des TRE_LANA-1 Transgen werden zwei weitere EcoRV-
Restriktionsschnittstellen in  den rosa26-Lokus eingebracht, welche eine
Identifizierung des Rekombinationsereignisses ermoglichen. Das linearisierte
Konstrukt pRosa26.6-TRE_LANA-1 wurde Uber Elektroporation in embryonale TBV-
2-Stammzellen, einer Sublinie von Ola129, eingebracht. Nach G418-Selektion wurde
zunachst eine Southernblot-Analyse mit einer 5'-externen Sonde durchgefuhrt, um
homolog rekombinierte ES-Zellklone zu identifizieren (Abb.5B). Dazu wurde die aus
den ES-Zellen isolierte genomische DNA mit dem Restriktionsenzym EcoRV
geschnitten. Als 5-Sonde wurde ein radioaktiv markiertes etwa 200 bp grolRes
Fragment verwendet, das mittels PCR aus dem 5-Homologiearm des rosa26-Lokus
gewonnen worden war (Ralf Kuhn, personliche Mitteilung).

Zellklone, die neben der Wildtyp- Bande (11 kb) auch noch die rekombinante Bande
(3 kb) aufwiesen, wurden zusatzlich mit der 3'-Sonde getestet. Hierfur wurde das
etwa 600 bp grol’e EcoRI Fragment aus dem Plasmid pCRII-3HA isoliert, radioaktiv
markiert und mit der EcoRV-geschnittenen genomische DNA der ES-Zellen
hybridisiert. Zum Nachweis der 6 kb grossen TRE_LANA-1 Transgenkassette wurde
aulBRerdem ein etwa 500 bp grosses radioaktiv-markiertes Fragment verwendet,
welche mittels Xhol/Asp718-Verdau aus dem Plasmid pBlueSK-TRE LANA-1
gewonnen wurde. Es wurden insgesamt 672 G418-resistente ES-Zellklone isoliert
und davon 244 mittels Southernblot analysiert. Davon wiesen vier Klone das
Bandenmuster einer positiven homologen Rekombination auf, was einer Ausbeute
von 1,64 % entspricht . Die mittlere Ausbeute der homologen Rekombination bei dem
verwendetem Zielvektor pRosaZ26.6 liegt, je nach finaler Konstruktgrosse, bei 2,5 %

(Ralf Kuhn, personliche Mitteilung).

51



linearisiertes Transgenkonstrukt
RV

. RV
Srosa |

TRE-LANA-1 '  3'rosa
i_l I_I—li

{(homologe Rekombination)

RV
n 11 kb -
Sonde Sonde rosa Locus (wi-Allel)
RV RY RV RV
i 5'rosa | TRE-LANA-1 | 3’rosa ;
S SO s s I s e  —— N B
- ] [ ]
3kb ) 9k
rosa Locus (rekombinantes-Allel)
\‘{\.\\\?b /\<>Q$Q9\Q‘>‘ & \\VVP/QQ\QQ;)J{(D‘ & O
R D S S & /Q%\jo\«b‘
. e 11 kb - W - . 11 kb
y 4_ Lo & - — . 9 kb
[ 1T
<o e 4 3kb
S'rosa 3’rosa

LANA-1

Abb. 5: Homologe Rekombination des induzierbaren LANA-1-Expressionskonstruktes in den
rosa-Lokus. (A) Schematische Darstellung der homologen Rekombination des Transgenkonstruktes
pRo0sa26.6-TRE_LANA-1 (TRE_LANA-1) in den rosa-Lokus. Schwarze Balken symbolisieren die
eingesetzten Sonden zur Genotypisierung des rekombinanten rosa-Lokus. Entsprechende
Fragmentgréssen nach EcoRV-Verdau (RV) sind hervorgehoben. (B) Southernblot-Analyse zur
Bestatigung der homologen Rekombination in vier ES-Zellklonen: Radioaktiv markierte DNA-Sonden
gegen den 5- bzw 3’-Homologiebereich des rosa26-Lokus detektieren jeweils ein 11kb grosses
EcoRV-Fragment des wt-Allels. Das rekombinante Allel weist im 5°- Homologiebereich zusatzlich ein 3
kb-Fragment auf, bzw ein 9 kb-Fragment fiir den 3’-Homologiebereich. Eine Sonde die gegen
TRE_LANA-1 gerichtet ist, weist zusatzlich eine 6 kb-Bande auf.
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3.1.3. Etablierung einer transgenen LANA-1 Mauslinie

Zwei unabhangig rekombinante TBV-2 Klone (ID9 und IVE9) wurden in Blastozysten
(32-Zell-Stadium) von C57BL/6J Spenderweibchen injiziert. Dabei wurden fur den
Klon ID9 zwei, und fur den Klon IVE9 drei mannliche Chimaren erzeugt. Anhand der
Fellfarbe der Nachkommen konnte abgeschatzt werden, zu welchem Anteil die
rekombinanten TBV-2 ES-Zellen zu den Chimaren beigetragen haben.

Resultierende Chimaren (129/0la;C57BL/6J) wurden in einer Ruckkreuzung mit
C57BL/6J Mausen auf eine mogliche Keimbahntransmission des Transgens
TRE_LANA-1 Uberpruft. Potentiell transgene Nachkommen dieser Kreuzung werden
anhand ihrer hellbraunen Agouti-Fellfarbe (129/0la) identifiziert, die aus dem
Genotyp der elektroporierten embryonalen Stammzellen resultierte. So zeigt
beispielsweise das chimare Mannchen IVE9-6 nach Verpaarung mit einem C57BL/6J
wt-Weibchen ausschlieRlich Agouti-Nachkommen in der ersten Filialgeneration
(Abb.6A).

Den chimaren Mannchen und den Agouti-Nachkommen wurden Schwanzspitzen-
Biopsien entnommen, die genomische DNA isoliert und durch eine Southernblot-
Analyse auf eine mdgliche Keimbahntransmission des Transgens TRE_LANA-1 hin
getestet (Abb.6B). Hierbei zeigte sich allerdings bei insgesamt 47 getesteten Agouti-
Nachkommen von  funf  verschiedenen chimaren Mannchen keine
Keimbahntransmission des Transgens. Die 5'-rosa26 DNA-Sonde, die schon bei der
Identifizierung der rekombinanten TBV-2 ES-Zellklone eingesetzt wurde, zeigte bei
den Nachkommen ausschlieldlich das 11 kb wt-Allel Fragment nach EcoRV-Verdau.
Einzig bei der Schwanzspitzenbiopsie des chimaren Mannchens IVE9-6 war eine
rekombinante 5°-Region des rosa26-Lokus nachweisbar, nicht jedoch bei dessen
Nachkommen (Abb.6B, schwarzer Pfeil).

Somit konnte bei diesem Projekt keine transgenen Mauslinie etabliert werden,
welche das induzierbare Transgen TRE_LANA-1 tragt. Auf eine alternative Strategie
zur Etablierung eines KS-ahnlichen Tiermodells wurde in der vorliegenden Arbeit aus

Zeitgrinden verzichtet.
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Abb.6: Genotypisierung des induzierbaren Transgens TRE_LANA-1 in der Filialgeneration. (A)
Agouti-Nachkommen der mannlichen Chimare IVE9-6 (B) Southernblot-Analyse von Schwanzspitzen-
Biopsien der chimaren Mannchen und ihren Agouti-Nachkommen (C57BL/6:0la129). Die radioaktiv
markierte DNA-Sonde ist gegen den 5°-Homologiebereich des rekombinanten rosa-Lokus gerichtet,
um das TRE_LANA-1 Transgenkonstrukts nachzuweisen. Der schwarze Pfeil zeigt ein 5'-

rekombinantes rosa26-Allel bei der Chimare IVE9-6 im Material aus der Schwanzspitze.
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3.2. Untersuchungen zur Wirkung von HHV-8-ORF21 in Zellkulturen

Anhand der Hochdurchsatzanalyse zur Wirkung einzelner Gene des HHV-8-
Genoms auf die Modulation von p53 wurde gezeigt, dass ORF21 spezifisch die
Aktivitat des endogenen Transkriptionsfaktors p53 in HEK293T-Zellen erhoht
(Leubert, 2007). Dieser Versuchsansatz sollte nun, zur weiteren Charakterisierung
der Wirkung von ORF21, mit HEK293- anstelle von HEK293T-Zellen reproduziert
werden. HEK293-Zellen exprimieren nicht das large T-antigen, von dem bekannt ist,
dass es p53-Funktionen inhibieren kann (Srinivasan et al., 1997). Zudem sollte die
Wirkung von ORF21 in Anwesenheit von HHV-8-LANA-1, das die p53-Funktion
inhibiert, untersucht werden, um die p53-induzierende Wirkung von ORF21 zu
bestatigen. Fur LANA-2 konnte bereits gezeigt werden, dass die p53-vermittelte
Transkriptionsaktivierung eines Reporterkonstruktes, induziert durch ORF21,
unterdrickt wird (Leubert, 2007). Im Gegensatz zu konstitutiv exprimiertem LANA-1,
ist LANA-2 allerdings ausschlieBlich in HHV-8-infizierten B-Zellen nachweisbar
(Rivas et al., 2001) und erlaubt nur bedingt allgemeine Rulckschlisse im Kontext
einer HHV-8-Infektion.

3.2.1. ORF21 induziert die Aktivierung von p53 als Transkriptionsfaktor in
HEK?293-Zellen

HEK293-Zellen sowie stabil LANA-1-exprimierende HEK293-Zellen (HEK293-4M4T)
wurden mit Expressionsplasmiden von ORF21, dem HHV-8-Gen K4.2 als
Negativkontrolle, p53 als Positivkontrolle bzw. dem Leervektor jeweils in Kombination
mit einem p53-induzierbaren GFP-Reporterplasmid (p53-Rep-GFP) ko-transfiziert.
Bei dem verwendeten Reporterplasmid wird die Expression des green fluorescent
protein (GFP) durch den aktivierten Transkriptionsfaktor p53 gesteuert (Leubert,
2007). Dieser erkennt die fur ihn spezifischen und optimierten DNA-Bindungsmotive,
welche vor die kodierende Sequenz des Reporters geschaltet sind.

Die Abb.7 zeigt, dass bereits nach 24 h eine verstarkte GFP-Expression in ORF21-
transfizierten HEK293-Zellen (p53-Rep/ORF21) gemessen wurde. Nach 48 h hatte
sich dieser Effekt noch einmal deutlich verstarkt, wobei eine ca. 10fache Erhéhung
der GFP-Expression bei ORF21-exprimierenden HEK293-Zellen im Vergleich zu
Leervektor-transfizierten HEK293-Zellen (p53-Rep/LV) beobachtet wurde. Das
Fluoreszenzsignal war zudem bei ORF21-exprimierenden HEK293-Zellen nach 48 h

fast doppelt so hoch wie in HEK293-Zellen, in denen p53 zusatzlich transfiziert wurde
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(Abb.7). Daraus folgt, das ORF21 ein sehr starker Induktor des Transkriptionsfaktors
pS3 ist. Bei gleichzeitiger Expression von LANA-1 wird dagegen die Aktivitat von p53
als Transkriptionsfaktor reduziert (Abb.7), da LANA-1 an endogenes p53 bindet und
infolgedessen p53-abhangige Transkription verhindert (Friborg et al., 1999).
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Abb.7: ORF21 induziert die Aktivitat des Transkriptionfaktors p53 in HEK293-Zellen.

In HEK293- bzw. stabil LANA-1-exprimierenden HEK293-Zellen (HEK293"**") wurde ein p53-GFP-
Reporterplasmid (p53-Rep) ko-transfiziert in unterschiedlicher Kombination mit Expressionsplasmiden
fur ORF21, K4.2 oder p53 bzw. dem Leervektor (LV). Die Expressionsplasmide wurden bei den Co-
Transfektionen in einem &aquimolaren Verhaltnis zueinander eingesetzt. 24 h und 48 h nach der
Transfektion wurde die Expression des Reportergens GFP im Fluoreszenzmessgerat bei 488 nm
quantitativ bestimmt. In drei unabhangigen Versuchen wurde jeder Ansatz in dreifacher Ausfertigung
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der GFP-Expression in

Fluoreszenzeinheiten.

Die p53-induzierte Reporter-GFP-Expression wurde auch auf Einzelzellebene 48 h
nach Transfektion mit Expressionsplasmiden bzw. Kontrollen untersucht (Abb.8).
Auch die Ergebnisse auf Einzelzellebene bestatigen, dass ORF21 die
Transkriptionsaktivitat von p53 stark induziert. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass

LANA-1 die Wirkung von ORF21 nicht aufheben, aber zumindest reduzieren kann.
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Dies steht im Einklang mit den bereits vorliegenden Ergebnissen zu LANA-2, dass
ebenso die Transkriptionsaktivitat von p53 in HEK293T-Zellen, induziert durch
ORF21, unterdricken konnte (Leubert, 2007). Somit liegt ein weiterer Hinweis auf

einen p53-abhangigen Mechanismus vor, der durch ORF21 induziert wird.

p53-induzierbares GFP-Reporterplasmid
+ ORF21

HEK293

e
e

Abb.8: ORF21 induziert die Aktivitat des Transkriptionsfaktors p53 in HEK293-Zellen,
dargestellt auf Einzelzellebene. Wie in Abb.7 wurden HEK293 und HEK293""“*'-Zellen mit
Plasmiden zur Expression von ORF21, K4.2 oder p53 bzw. dem Leervektor (LV) jeweils in
Kombination mit einem p53-GFP-Reporterplasmid (p53-Rep) ko-transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurde die Expression von GFP auf Einzelzellebene mittels Fluoreszenzmikoskopie

(Olympus) nachgewiesen. Weiler Balken entspricht 100 pm.

3.2.2. DNA-Konstrukte zur Expression verschieden rekombinanter ORF21-
Proteine

Um zu untersuchen, welcher Teil von ORF21 an der Aktivierung von p53, bzw. der
verminderten Vitalitat ORF21-exprimierender Zellen verantwortlich ist, wurden
nachfolgend primdre Endothelzellen (HUVEC) und HEK293-Zellen mit
verschiedenen Plasmiden zur Expression verklrzter oder mutierter ORF21-Proteine
transfiziert (Abb.9). Dazu wurden das Volllangen-Konstrukt von ORF21 (AS 1-584),
der N-terminale Teil (AS 1-200), der C-terminale Teil (AS 201-584) und eine
Thymidinkinase-defiziente ORF21-Mutante nach Lock et al. eingesetzt, bei der die
Aminoséaure 265, Glycin, gegen Alanin und die Aminosaure 372, Phenylalanin, gegen

Valin ausgetauscht wurden (Lock et al., 2002).
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Zum Nachweis der Expression der verschiedenen HHV-8-ORF21 Varianten auf
Proteinebene wurden die entsprechenden cDNAs mit einem Myc-Epitop C-terminal
im Leseraster fusioniert (Leubert, 2007). Da bislang noch kein spezifischer Antikorper
gegen HHV-8-ORF21 kommerziell verfugbar ist, kdnnen auf diesem Weg die
exprimierten ORF21-Proteine mittels eines anti-Myc-Antikdrpers nachgewiesen
werden.

In einer ersten Analyse dieser Konstrukte in HEK293T-Zellen zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors p53, konnte demonstriert werden, dass das Volllangen ORF21-
Konstrukt, der N-terminale Teil, sowie die Thymidinkinase-defiziente ORF21-
Mutante, nicht jedoch der C-terminale Teil alleine ein p53-induzierbares GFP-

Reporterplasmid aktivieren kann (Leubert, 2007).

ORF21-Expressionskonstrukte

TK-Doméne
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21WT | ATP Mg2*' dT
|
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1 200
2:
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20 | XA —
1 200 584 AS
G265A F372V

Abb.9: Schematische Darstellung der Deletionsvarianten von ORF21 fir die Untersuchung zur
Aktivierung des Tumorsuppressors p53 (nach Leubert, 2007).

Die Aminosauren (AS) 1-200 kodieren den N-terminalen Teil (grau), AS 201-584 den C-terminalen
Teil (schwarz) von ORF21. Die Mutationen der Thymidinkinase-defizienten ORF21-Mutante (21AKD)
sind durch Kreuze bei G265A und F372V symbolisiert. Die verschiedenen ORF21-Konstrukte wurden
in den pcDNA4-Expressionsvektor (Invitrogen) kloniert, wobei sie C-terminal mit einem Myc-Epitop

fusioniert wurden, um die Expression auf Proteinebene nachweisen zu kénnen (Leubert, 2007).

58



3.2.3. Aktivierung von p53 durch Expression von ORF21 in priméren
Endothelzellen

Da das KS einen Tumor endothelialen Ursprungs darstellt, bei dessen
Krankheitsverlauf HHV-8 von entscheidender Bedeutung ist (Dourmishev et al.,
2003), wurde als nachstes untersucht, ob die Wirkung von ORF21 auf p53 auch in
primaren Endothelzellen relevant ist.

Wegen der starken Beeintrachtigung der Vitalitat von primaren Endothelzellen bei
herkdmmliche Zelltransfektionen, wie Lipofektion oder Elektroporation, wurden
HUVEC mittels Nukleofektion (Amaxa), einer sehr zellschonenden und effizienten
Methode, transfiziert. Um einen Uberblick (iber die Transfektionseffizienz sowie die
Vitalitat der transfizierten HUVEC zu erhalten, wurden diese mit einem GFP-Plasmid
transfiziert und die Expression von GFP untersucht. In Abb.10 wird gezeigt, dass die
Transfektionsrate 24 h nach Transfektion durchschnittlich 40 bis 50 % betrug.

Abb.10: Expression von GFP in nukleofizierten HUVEC. HUVEC wurden mittels Nukleofektion mit
dem Expressionsplasmid pcDNA4-eGFP transfiziert und die Expression von GFP mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus) dokumentiert. Der Langenstandard (weilRer Balken) entspricht
200um.

Um die Expression der rekombinanten ORF21-Proteine in transient nukleofizierten
HUVEC zu untersuchen, wurden Westernblot-Analysen durchgefihrt. Aufgrund der
C-terminalen Fusion mit einem Myc-Epitop konnten sowohl das gesamte ORF21
(21WT), als auch die verkurzten ORF21-Proteine (21N; 21C) und die
Thymidinkinasedefiziente Mutante (21AKD) in den entsprechenden GroRen mit
einem monoklonalen anti-Myc-Antikérpers (a-Myc) nachgewiesen werden (Abb.11).
In einem Parallelansatz wurde die Expression von p53 in den unterschiedlich

transfizierten HUVEC untersucht. Als Positivkontrolle wurden Leervektor-transfizierte
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HUVEC mit 100 nM Staurosporin flr 3 h behandelt, was zu einer Aktivierung von p53
fuhrt.

Eine starke p53-Expression konnte in Staurosporin-behandelten HUVEC (LV+ST),
sowie in 21WT, 21N und 21AKD exprimierenden HUVEC nachgewiesen werden
(Abb.11), was auf eine Aktivierung von p53 schlielRen lasst. HUVEC, die 21C oder
GFP exprimierten bzw. Leervektor-transfizierte DMSO-behandelte HUVEC wiesen
dagegen eine wesentlich schwachere Expression von p53 auf (Abb.11). Der
Nachweis von GAPDH diente als Kontrolle, dass in allen Ansatzen vergleichbare

Mengen an Protein aufgetragen wurden (Abb.11).
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Abb.11: Die Expression von ORF21 induziert p53 in HUVEC.

Westernblot-Analyse zum Nachweis der Expression von p53 in transfizierten HUVEC, die ORF21
(21WT), C-terminal verkirztes ORF21 (21N), N-terminal verkirztes ORF21 (21C), die
Thymidinkinasedefiziente Mutante von ORF21 (21AKD) oder als Kontrolle GFP exprimierten. Als

Positivkontrolle fur die Aktivierung von p53 wurden Leervektor (LV)-transfizierte HUVEC fir 3 h mit
100 nM Staurosporin (ST), welches in DMSO geldst war, behandelt. Zum Nachweis von p53 (a-p53)
und GAPDH (a-GAPDH) wurden monoklonale Antikorper eingesetzt. Parallel dazu wurde in einem
zweiten Ansatz die Membran mit einem monoklonalen anti-Myc-Antikérper (a-Myc) inkubiert und die

Expression der Myc-fusionierten ORF21-Proteine bzw. Myc-fusioniertem GFP nachgewiesen.
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3.2.4. ORF21 aktiviert p53 in primédren Endothelzellen Uber eine
Phosphorylierung an Serin15

Die Aktivitdt von p53 wird Uber dessen Phosphorylierung reguliert (Bode & Dong,
2004), wobei die Phosphorylierung an Serin15 von zentraler Bedeutung ist (Shieh et
al., 1997). Dadurch wird die Interaktion von p53 mit dessen Inhibitor, dem humanen
Homolog von Murine Double Minute-2 (HDM-2), gelost und p53 kann seine Funktion
als Transkriptionsfaktor ausfuhren. Die dadurch erhdhte Transkriptionsaktivitat fuhrt
zur Expression von Genen, die Uberleben und Apoptose steuern (Vousden & Lane,
2007). Da gezeigt werden konnte, dass ORF21 die Aktivitat von p53 als
Transkriptionsfaktor erhoht, stellte sich als nachstes die Frage, ob ORF21 eine
Phosphorylierung von p53 beeinflusst.

Um den Phosphorylierungsstatus von p53 in ORF21-exprimierenden HUVEC,
detaillierter zu untersuchen, wurden immuncytochemische Farbungen durchgefuhrt.
Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion auf die Expression und Lokalisation von
p53 (grune Fluoreszenz) und die Expression von ORF21 (21WT), dem N- und C-
Terminus von ORF21 (21N und 21C), der TK-defizienten ORF21-Mutante (21AKD)
und dem HHV-8-Protein K4.2 untersucht. Die ORF21-Proteine sowie K4.2 sind C-
terminal mit Myc fusioniert und wurden mit dem anti-Myc-Antikérper (rote
Fluoreszenz) nachgewiesen. Zum Nachweis von aktiviertem phosphoryliertem p53
wurden die nukleofizieten HUVEC mit einem polyklonalen Antikorper (a-p53
phosSer15), der spezifisch die p53-Phosphorylierung an Serin15 erkennt, inkubiert
(grine Fluoreszenz).

Nur in den Endothelzellen, die 21WT, 21N oder 21AKD exprimierten, konnte an
Serin15-phosphoryliertes p53 im Zellkern nachgewiesen werden (Abb.12 A,B,D). Als
Positivkontrolle dienten HUVEC, die mit Staurosporin (in DMSO geldst) behandelt
worden waren und bei denen ebenfalls Serin15-phosphoryliertes p53 im Zellkern
nachgewiesen wurde (Abb.12F). Die Expression von 21C fuhrte dagegen nicht zu
einer Aktivierung von p53 (Abb.12C). Bei diesen Zellen wurde kein phosphoryliertes
p53 im Zellkern nachgewiesen. Ebenso zeigte sich bei den Kontrollen HHV-8-K4.2
oder Leervektor-transfizierten HUVEC kein aktiviertes p53 im Zellkern (Abb.12E,G).
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Abb.12: ORF21 aktiviert p53 in primaren Endothelzellen iber eine Phosphorylierung an
Serinl5. Doppel-Immunfluoreszenzfarbung mit einem polyklonalen p53-phosSer15-Antikérper (a-p53
phosSer15) in Kombination mit einem monoklonalen anti-Myc-Antikorper (a-Myc), gefolgt von
Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikdrpern. Die Akkumulation von phosphoryliertem p53 (griine
Fluoreszenz) im Zellkern ist durch weile Pfeile gekennzeichnet (A,B,D,F). Als Positivkontrolle fir
aktiviertes p53 dienten Staurosporin-behandelte (100 nM, 3 h) LV-transfizierte HUVEC (LV+ST; F).
Zur Darstellung der Zellkerne wurde eine DAPI-Farbung (blau) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte
an einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Olympus). Der Langenstandard (weilRer Balken) entspricht
50um.

62



Die p53-Expression wurde mit einem monoklonalen p53-Antikdrper (a-p53)
dargestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass p53 in den Endothelzellen im Zellkern
akkumuliert, die 21WT, die ORF21-Mutante 21AKD oder 21N exprimierten
(Abb.13A,B,D,F), wahrend p53 in den 21C- oder HHV-8-K4.2-exprimierenden bzw.
Leervektor-transfizierten HUVEC nur im Zytosol nachweisbar war (Abb.13C,E,G).

Zusammenfassend kann anhand dieser Ergebnisse gesagt werden, dass in allen
transfizierten Zellen p53 exprimiert wird, dass jedoch nur die Expression von ORF21
zu einer Phosphorylierung von p53 an Serin15 fuhrt. Durch diese Phosphorylierung
wird p53 aktiviert und akkumuliert im Zellkern, um die Expression von Genen zu
kontrollieren, die Uberleben und Apoptose steuern. Weiterhin wurde gezeigt, dass
der N-terminale Teil von ORF21 die Aktivierung von p53 in primaren Endothelzellen

vermittelt.
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Abb.13: p53 akkumuliert im Zellkern in ORF2l-exprimierenden HUVEC. Doppel-
Immunfluoreszenzfarbung mit einem monoklonalen p53-Antikdrper (a-p53) in Kombination mit einem
polyklonalen anti-Myc-Antikérper (a-Myc), gefolgt von Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikdrpern.
Expression und Translokation von p53 (griine Fluoreszenz) und die Expression von rekombinanten
ORF21-Proteinen (A-D) und Kontrollen (E-G) 24 h nach Transfektion. Die ORF21-Proteine wurden
Uber das fusionierte Myc-Epitop mittels eines anti-Myc-Antikdrpers (rote Fluoreszenz) nachgewiesen.
Akkumuliertes p53 im Zellkern ist mit weilen Pfeilen markiert. Als Positivkontrolle wurden Leervektor-
transfizierte (LV) HUVEC fir 3 h mit 100 nM Staurosporin (LV+ST) behandelt (F). Zur Darstellung der
Zellkerne wurde eine DAPI-Farbung (blau) durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte an einem inversen

Fluoreszenzmikroskop (Olympus). Der Langenstandard (weiler Balken) entspricht 50 um.
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3.2.5. ORF21 aktiviert p53 in HEK293-Zellen Uber eine Phosphorylierung an
Serinl5

Um die vorausgegangenen Ergebnisse zu bestatigen sollte ORF21 in HEK293-Zellen
exprimiert werden und anschliessend der Phosphorylierungs-status von p53 an
Ser15 untersucht werden. Zudem sollte die Wirkung der ORF21-Expression einmal
in und ohne Anwesenheit von LANA-1 untersucht werden, um den Hinweis eines
p53-abhangigen Mechanismus nachzugehen.

Dazu wurden HEK293- und HEK293"*M-'_Zellen mit Expressionskonstrukten fiir
ORF21 bzw. dem Leervektor transient transfiziert. 24 h bzw. 48 h nach Transfektion
wurden die Zellen lysiert und die Proteinextrakte immunchemisch analysiert. Hierzu
wurde ein spezifischer Antikdrper eingesetzt, der nur die p53-Phosphorylierung an
Serin15 erkennt.

Wie in Abb.14 zu erkennen ist, konnte tatsachlich eine Phosphorylierung von p53 an
Serin15 in ORF21-exprimierenden HEK293-Zellen nachgewiesen werden. Dabei
wurde 24 h nach der Transfektion ein deutliches Signal beobachtet, das 48 h nach
Transfektion schon wieder abklang (Abb.14). Dagegen konnten in HEK293:MA-1.
Zellen, welche mit ORF21 transfiziert wurden, keine bzw. nur sehr schwache Signale
nachgewiesen werden (Abb.14). Als Kontrolle dienten Leervektor-transfizierte
HEK293-Zellen, die fur 24 h mit 100 nM Staurosprorin behandelt worden waren. Um
zu zeigen, dass in allen Zellen p53 exprimiert wurde, aber eine Phosphorylierung von
p53 nur in Anwesenheit von ORF21 oder nach Behandlung mit der Positivkontrolle
Staurosporin auftrat, wurde auf der gleichen Membran auch das unphosphorylierte
p53 (a-p53) nachgewiesen (Abb.14).

In Parallelansatzen wurde die Expression von ORF21 sowie LANA-1 in den
Zellextrakten untersucht. Die Expression von ORF21 konnte aufgrund der C-
terminalen Fusion von ORF21 mit dem Myc-Epitop, mit einem anti-Myc-Antikorper
nachgewiesen werden (Abb.14). Der Nachweis von LANA-1 erfolgte mit einem
monoklonalen anti-LANA-1-Antikorper (Abb.14). Um zu zeigen, dass in allen
Ansatzen die gleiche Proteinmenge eingesetzt wurde, wurde aullerdem noch
GAPDH nachgewiesen (Abb.14).
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Abb.14: Die Expression von ORF21 fuhrt zur Aktivierung von p53 Uber eine Phosphorylierung
an Serinl5. Westernblot-Analyse zum Nachweis von Serin15-phosphoryliertem p53, p53, ORF21 und
LANA-1 in HEK293- und HEK293“***"_Zellen. Die Zellen wurden zur Expression von ORF21 mit
pcDNA4-orf21 oder dem Leervektor transfiziert und 24 h bzw. 48 h nach Transfektion analysiert. Zum
Nachweis von Serin15-phosphoryliertem p53 wurde ein polyklonaler Antikérper (a-p53 phosSer15)
und monoklonale Antikdrper fir den Nachweis von p53 (a-p53), LANA-1 (a-LANA-1) sowie ORF21 (a-
Myc) eingesetzt. Als Positivkontrolle fur phosphoryliertes p53 wurden Leervektor-transfizierte
HEK293-Zellen fir 24 h mit 100 nM Staurosporin (ST) behandelt. Nach Entfernen der gebundenen

Antikdrper wurden die Membranen mit einem monoklonalen GAPDH-Antikérper (a-GAPDH) inkubiert.

3.2.6. Der N-terminale Teil von ORF21 induziert in priméren Endothelzellen
einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp

Da eine Phosphorylierung von p53 an Ser15 mit Apoptose einhergeht (Bode & Dong,
2004) wurde als nachstes untersucht, ob die ORF21-vermittelte Aktivierung von p53
in primaren Endothelzellen einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp induzieren kann.
Bislang wurde von zwei Gruppen berichtet, dass die ORF21-Expression das
Zellwachstum beeintrachtigt (Cannon et al., 1999; Gustafson et al., 2000). Hierbei
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wurde ausschlieBlich die TK-Funktionalitat und die zugehoérige Substratsspezifitat
untersucht. Eine weiterfUhrende Charakterisierung der transfizierten Zellen im
Hinblick auf die Vitalitat nach ORF21-Expression wurde jedoch nicht durchgefuhrt.
Dafur wurde das mitochondriale Membranpotenzial (AY) von transfizierten HUVEC
(36h nach Transfektion) analysiert. Der Zusammenbruch von AY ist ein frihes
Ereignis der Apoptose und kann durch den kationischen Farbstoff JC-1
nachgewiesen werden, der ausschlieRlich an Membranen der Mitochondrien bindet
die Uber ein intaktes Membranpotential verfligen (Cossarizza et al., 1993; Desagher
et al., 1999).

Die Expression von ORF21 (21WT), dem N-terminalen Teil von ORF21 (21N) oder
der Thymidinkinasedefizienten ORF21-Mutante (21AKD) fuhrte in Endothelzellen
verstarkt zu einer Depolarisierung des mitochondrialen Membranpotenzials, jedoch
nicht die Expression des C-terminalen Teils (21C) (Abb.15). Hierbei betrug der Anteil
der Zellen ca. 50 % in den HUVEC-Kulturen, deren Zellen ORF21, den N-terminalen
Teil von ORF21 oder die Thymidinkinasedefiziente ORF21-Mutante exprimierten
(Abb.15). Die Expression des C-terminalen Teils von ORF21 (21C) induzierte keine
Depolarisierung des mitochondrialen Membranpotenzials in den Endothelzellen. Als
Kontrolle wurden HUVEC mit dem HHV-8-Gen K4.2 transfiziert, um den naturlichen
Zustand in der Population zu bestimmen. Als Positivkontrolle depolarisierter
mitochondrialer Membranen im Verlauf von Apoptose dienten Leervektor-transfizierte
Zellen, die fur 3 h mit Staurosporin (100 nM), geldst in DMSO, behandelt wurden
(Abb.15).

Zusammenfassend kann anhand dieser Ergebnisse gesagt werden, dass das HHV-
8-Protein ORF21 einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp induziert, der durch eine
Depolarisation des mitochondriale Membranpotenzials gekennzeichnet ist und mit
einer Aktivierung (Phosphorylierung von Ser15) von p53 korreliert. Zudem wurde
demonstriert, dass dieser Effekt nicht Uber die Thymidinkinasedomane sondern Uber

den N-terminalen Teil von ORF21vermittelt wird.
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Abb.15: Der N-terminale Teil von ORF21 induziert in primaren Endothelzellen einen Apoptose-
ahnlichen Phanotyp. Bestimmung des mitochondriale Membranpotenzial (AYW) mittels JC-1-Farbung
in HUVEC, die mit verschiedenen ORF21-Expressionskonstrukten transfiziert worden waren. 24 h
nach Transfektion wurden die Zellen mit JC-1 gefarbt. Als Positivkontrolle fur ein depolarisiertes
Membranpotential wurden LV-transfizierte HUVEC fir 3 h mit 100 nM Staurosporin, gelést in DMSO,
behandelt (LV+ST). Intakte Mitochondrien wurden bei einer Anregung mit 590 nm in einem
Fluoreszenzmessgerat analysiert und der Anteil von Zellen mit depolarisierten mitochondrialen
Membranen dargestellt. In drei unabhangigen Versuchen wurde jeder Ansatz in dreifacher
Ausfertigung angefertigt, davon Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet und der Anteil toter
Zellen im Vergleich zur Kontrolle (LV+ST = 100 %) angegeben.
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3.2.7. ORF21 induziert in HEK293-Zellen einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp
3.2.7.1. Expression rekombinanter ORF21-Proteine in HEK293-Zellen

Die Expression dieser rekombinanten ORF21-Proteine in HEK293-Zellen wurde mit
einem monoklonalen anti-Myc-Antikérper (a-Myc) im Westernblot untersucht
(Abb.16). Hierbei konnten sowohl das ORF21-Wildtyp (21WT) als auch die
verkurzten ORF21-Proteine (21C; 21N) sowie die Thymidinkinase-defiziente ORF21-
Mutante (21AKD) nachgewiesen werden. Als Kontrollen wurden HEK293-Zellen, die
mit dem Leervektor bzw. pcDNA4-GFP transfiziert worden, eingesetzt. In allen Fallen
entsprachen die nachgewiesenen Molekulargewichte der Myc-fusionierten ORF-
Proteine den vorher berechneten Molekulargewichten: ORF21-Wildtyp: 65 kDa, N-
Terminus Teil von ORF21: 23 kDa, C-Terminus von ORF21: 43 kDa, die
Thymidinkinasedefiziente ORF21-Mutante: 65 kDa. Als Expressionskontrolle diente
GFP, an das ebenfalls ein Myc-Epitop fusioniert ist (GFP, 33 kDa).
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Abb.16: Expression von rekombinanten ORF21-Proteinen in HEK293-Zellen.

Westernblot Analyse ORF21-transfizierter HEK293-Zellen, die 21WT, 21N, 21C, GFP-Myc oder
21AKD exprimierten bzw. mit dem Leervektor (LV) transfiziert waren. Der Nachweis der Myc-Epitop-
fusionierten Proteine erfolgte mittels eines monoklonalen anti-Myc-Antikdrper (a-Myc). zum Vergleich
der aufgetragenen Proteinmenge wurde mit einem monoklonalen anti-GAPDH-Antikdrper (a-GAPDH)
inkubiert.

69



3.2.7.2. Der N-terminale Teil von ORF21 ist ausreichend fur den ORF21-
induzierten Apoptose-ahnlichen Phéanotyp

Um die Vitalitatsrate der ORF21-exprimierenden Zellen zu untersuchen, wurden
HEK293-Zellen oder LANA-1-exprimierende HEK293-Zellen (HEK293"*"4"") mit dem
Expressionsplasmid fir ORF21 (Abb.17A) oder dem Leervektor transfiziert
(Abb.17B,C) und 15 h nach Transfektion mittels des JC-1-Farbstoffs das
mitochondriale = Membranpotenzial (AY) gemessen. In Abb.17 st mit
Fluoreszenzmikroskopie die JC-1-Farbung der Mitochondrien in Leervektor-
transfizierten und DMSO- oder Staurosporin-behandelten bzw. ORF21 (21WT)
HEK293- sowie LANA-1-exprimierenden HEK293-Zellen (HEK293“*"*") dargestellt.

Anhand dieser Abbildung wird ebenfalls deutlich, dass die Expression von ORF21
den Anteil der Mitochondrien mit intaktem AY (rote Fluoreszenz) deutlich vermindert
und dass die Expression von LANA-1 dem entgegenwirkt, was sich in einer beinahe
durchgehenden roten Fluoreszenzfarbung der gefarbten intakten Mitochondrien
durch JC-1 aussert (Abb.17A,B,C jeweils rechte Spalte).
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Abb.17: ORF21 induziert einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp in HEK293-Zellen.

JC-1-Farbung zur Differenzierung depolarisierter (nicht gefarbt) und intakter mitochondrialer Membranen (rot) in Leervektor-
transfizierten DMSO- oder Staurosporin-behandelten bzw. ORF21-exprimierenden HEK293 - sowie LANA-1-exprimierenden HEK293-

Kulturen (HEK293"*""") mittels Fluoreszenz-mikroskopie (Olympus). Der Langenstandard (weiler Balken) entspricht 100um.
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Um ebenso wie bei den primaren Endothelzellen die Wirkung von ORF21 in der
Struktur einzugrenzen, wurden HEK293-, bzw. HEK293"*"4"_Zellen zusatzlich mit
den verkurzten, bzw. mutierten Varianten von ORF21 transfiziert und das
mitochondriale Membranpotenzial (AY) wie bereits beschrieben analysiert (Abb).
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von ORF21 (21WT), dem N-
terminalen Teil von ORF21 (21N) oder der Thymidinkinasedefizienten ORF21-
Mutante (21AKD), jedoch nicht die Expression des C-terminalen Teils (21C) in
HEK293-Zellen zu einer Erhdhung von depolarisierten mitochondrialen Membranen
fihrt (Abb.18).

Wurde dagegen in diesen Zellen zusatzlich LANA-1 stabil exprimiert, so schitzt die
beschriebene anti-apoptotische Wirkung von LANA-1 madglicherweise vor einer
Depolarisierung. Bei Expression von ORF21, dem N-terminalen Teil von ORF21 oder
der Thymidinkinasedefizienten ORF21-Mutante in HEK293-Zellen betrug der Anteil
von depolarisierten AY ca. 75%, in stabil LANA-1-exprimierenden HEK293-Kulturen
(HEK293“*M") nur noch ca. 20-30 % der Gesamtpopulation (Abb.18). Die
Expression des C-terminalen Teils von ORF21 (21C), sowohl in HEK293- als auch
HEK293"*"4"_Kulturen, fiihrte zu keiner Erhohung des Anteils an depolarisierten
mitochondrialen Membranen. Als Kontrolle fur depolarisierte mitochondriale
Membranen im Verlauf von Apoptose wurden Leervektor-transfizierte Zellen fur 15 h
mit 100 nM Staurosporin, gelést in DMSO, behandelt. Als weitere Kontrolle diente
DMSO (Abb.18).
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Abb.18: Der N-terminale Teil von ORF21 ist ausreichend fir den ORF21-induzierten Apoptose-
ahnlichen Phanotyp. Bestimmung der des mitochondrialen Membranpotenzials (AY) mittels JC-1-
Farbung in HEK293- bzw. HEK293"*"*"_Zellen, die ORF21 (21WT), den N-terminalen Teil von ORF21
(21N), den C-terminalen Teil von ORF21 (21C), die Thymidinkinasedefiziente Mutante von ORF21
(21AKD) oder HHV-8-K4.2 exprimierten bzw. mit dem Leervektor (LV) transfiziert wurden. 15 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit JC-1 gefarbt. Als Positivkontrolle wurden LV-transfizierte HEK293-
Zellen fir 15 h mit 100 nM Staurosporin, gelést in DMSO, behandelt (LV+ST). (A) Intakte
Mitochondrien wurden bei einer Anregung mit 590 nm in einem Fluoreszenzmessgerat analysiert und
der Anteil von Zellen mit intaktem mitochondrialen Membranpotenzial quantitativ dargestellt. In drei
unabhangigen Versuchen wurde jeder Ansatz dreifach durchgefihrt. Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden berechnet und der Anteil von Zellen mit depolarisiertem
mitochondrialen Membranpotenzial in Prozent im Vergleich zur Kontrolle (LV+ST = 100 %)

angegeben.
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3.2.7.3. Inhibierung des ORF21l-induzierten Apoptose-dhnlichen Phéanotyps
durch LANA-1 in HEK293-Zellen

Um die Vitalitatsrate der ORF21-exprimierenden Zellen auch mit einem alternativen
Apoptose-Testsystem zu JC-1 zu analysieren, wurden HEK293-Zellen gleichzeitig
mit einem markierten Caspaseinhibitor (FAM-VAD-FMK) und Propidiumjodid
inkubiert. In apoptotischen Zellen bindet der Caspaseinhibitor kovalent alle
aktivierten  Caspasen. Somit sind apoptotische Zellen anhand der
Carboxyfluorescein-Markierung des Inhibitors nachweisbar. Mit Propidiumjodid,
einem DNA-interkalierenden Agens, lassen sich tote Zellen mit durchlassigen
Zellmembranen nachweisen. Dieses Merkmal ist charakteristisch flr spate
Zeitpunkte in der Apoptose, aber auch ein generelles Merkmal fur nekrotische Zellen,
bei denen es bereits zu einem fruhen Zeitpunkt zu einem unkontrollierten
Zusammenbruch der Zellmembranen kommt (Schwartzman & Cidlowski, 1993).
HEK293-Zellen bzw. stabil LANA-1-exprimierende HEK293-Zellen (293"} wurden
mit einem Expressionsplasmid, kodierend fur ORF21, oder einem Leervektor
transfiziert. Nach Inkubation mit FAM-VAD-FMK und Propidiumiodid wurden die
Zellen in der DurchflulBzytometrie (FACS) untersucht. Als Positivkontrolle fur
nekrotische Zellen wurden die Zellen mit DMSO und flr Apoptose mit Staurosporin
behandelt.

Leervektor-transfizierte HEK293- bzw. HEK293“M-"_Zellen zeigten keine
Propidiumiodid-positiven Zellen und eine Population mit aktivierten Caspasen von
6% bzw. 8% (Abb.19A). Bei der Expression von ORF21 zeigten HEK293-Zellen
sowohl einen hoheren Anteil von Propidiumiodid-positiven (31%) und Caspase-
positiven (12%) wie auch Propidiumiodid- und gleichzeitig Caspase-positiven Zellen
(8%) als HEK293"*M7_Zellen. Deren Anteil an Propidiumiodid-positiven Zellen
betrug 14%, an Caspase-positiven 2% und an Propidiumiodid- und Caspase-
positiven Zellen 5% (Abb.19B).

Bei der Apoptosekontrolle zeigten HEK293-Zellen 25% Propidiumiodid-positive, 20%
Caspase-positive und eine Mischpopulation von sowohl Propidiumiodid- und
Caspase-positiven Zellen von 12% (Abb.19C). Wie erwartet zeigten HEK293""A-".
Zellen im Kontrollansatz eine verminderte Apoptoserate, da von LANA-1 bekannt ist,
dass es vor p53-abhangiger Apoptose schutzt. Hier betrug der Anteil von
Propidiumiodid-positiven Zellen 17%, von Caspase-positiven Zellen 6% und der

Anteil von Propidiumiodid- und Caspase-positiven Zellen insgesamt 9% (Abb.19C).
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Bei dem Kontrollansatz fiir Nekrose zeigten sowohl HEK293- als auch HEK293ANA-".
Zellen eine hohen Anteil Propidiumiodid-positiver Zellen von 42% bzw. 35%
(Abb.19D), ohne einen Anteil von Caspase-positiven Zellen.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich zusammenfassend sagen, dass ORF21 in
HEK293-Zellen einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp aufzeigt, der durch aktivierte
Caspasen und geschadigte Zellmembranen charakterisiert ist. Des weiteren lasst
sich festhalten, dass LANA-1 einen schutzenden Effekt auf die ORF21-transfizierten
Zellen hat und dies Uber die Inhibierung von p53-abhangiger Apoptose ablaufen

konnte.
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Abb.19: ORF21 induziert einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp in HEK293-Zellen. FACS-Analyse zur Bestimmung apoptotischer und nekrotischer
Zellen in HEK293- bzw. HEK293""*"_Zellen, die ORF21 exprimierten, mit dem Leervektor transfiziert, oder gar nicht behandelt wurden. Die Zellen
wurden 24h nach Transfektion gleichzeitig mit Propidiumjodid (PI) und dem Carboxyfluorescein-markierten Caspaseinhibitor FAM-VAD-FMK inkubiert.
PI dient dem Nachweis nekrotischer Zellen und FAM-VAD-FMK dem Nachweis aktivierter Caspasen (apoptotische Zellen). Als Positivkontrolle wurden
Leervektor-transfizierte Zellen mit 5% DMSO fiir 4h (Nekrosekontrolle) bzw. 100nm Staurosporin fir 10h (Apoptosekontrolle) behandelt. Dotblot-
Darstellung mit Fluoreszenzkanal 1 (FL1-H) — griine Fluoreszenz fur Carboxyfluorescein und Fluoreszenz-kanal 3 (FL3-H) — rote Fluoreszenz fir PI.

Pro Ansatz wurden 20.000 Zellen analysiert. Gezeigt ist ein representatives Experiment von insgesamt 8 unabhangig durchgefiihrten Versuchen.
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3.2.8. ORF21 induziert in Anwesenheit von p53 einen Apoptose-ahnlichen
Phéanotyp in SaOS-Zellen

Anhand der bisherigen Ergebnisse lag die Schlussfolgerung nahe, dass der ORF21-
induzierte Apoptose-ahnliche Phanotyp p53-abhangig ist, da durch die Expression
von ORF21 sowohl eine Depolarisierung mitochondrialer Membranen induziert als
auch p53 aktiviert wird. Zur Verifizierung dieser Hypothese wurde die Wirkung von
ORF21 in p53-defizienten (Sa0S-2) im Vergleich zu p53-exprimierenden

Osteosarkomzellen, SaOS(p53), untersucht.

3.2.8.1. Stabile Expression von p53 in Sa0OS-Zellen

FuUr eine stabile Expression von p53 wurden SaOS-2 mit einem Plasmid kodierend
fur p53 (pcDNA3-p53 mit Neomycin-Resistenzkassette) transfiziert. Nach der
Selektion resistenter G418-Klone, wurde in den generierten Zelllinien die Expression
von p53 gemessen. Die Ziichtung von SaOS(p53)- Zelllinien gestaltete sich insofern
schwierig, als bei einer starken Expression von p53 das Wachstum der Zellen
inhibiert wurde. Verschiedene resistente Zellklone wurden vermehrt und auf die
Expression von p53 untersucht.

Bei Zellklon 10 konnte eine schwache Expression von p53 im Westernblot
nachgewiesen werden, wahrend die meisten anderen Zelllinien (z.B. 5 und 6) keine
nachweisbare p53-Expression zeigten (Abb.20A). Die Zelllinie 10 wurde
dementsprechend fur die weiteren Versuche eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden
Sa0S-2-Zellen transient mit dem Plasmid pcDNA3-p53 zur Expression von p53
transfiziert. Im Westernblot wurde nach Entfernen des gebundenen anti-p53-
Antikorper die Membran mit einem monoklonalem anti-GAPDH-Antikdrper inkubiert,
um zu zeigen, dass vergleichbare Mengen an Protein aufgetragen wurden.

In Abb.20B ist die Expression von p53 in der Zelllinie 10 auf Einzelzellebene
dargestellt. Dabei wurde p53 (grune Fluoreszenz) sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern nachgewiesen (Abb.20B). In den Sa0OS-2-Zellen wurde kein p53
nachgewiesen (Abb.20B).
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Abb.20: Stabile Expression von p53 in SaOS-Zellen. (A) Westernblot-Analyse zum Nachweis von

Sa0sS (p53)
Klon #10

p53 in transient transfizierten LV- und p53-Sa0S-2-Zellen im Vergleich zu den stabilen SaOS(p53)-
Zelllinien 5,6 und 10. P53 wurde mit einem monoklonalen p53-Antikérper (a-p53) nachgewiesen. Der
Nachweis von GAPDH mit einem monoklonalem GAPDH-Antikérper (a-GAPDH) diente zum Vergleich
der aufgetragenen Proteinmengen. (B) Immunfluoreszenzfarbung von Sa0S-2-Zellen (wt) sowie stabil
p53 exprimierenden SaOS(p53)-Zellen (Zellklon 10) mit einem monoklonalen p53-Antikérper (a-p53,
grine Fluoreszenz). Zur Darstellung der Zellkerne wurde eine DAPI-Farbung (blau) durchgefihrt. Die
Auswertung erfolgte an einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Olympus). Der Langenstandard

(weilder Balken) entspricht 50 pm.
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3.2.8.2. p53-Aktivierung durch ORF21 in SaOS(p53)-Zellen Uuber eine
Phosphorylierung an Serin15

Um zu untersuchen, ob der ORF21-induzierte Apoptose-ahnliche Phanotyp von der
Anwesenheit von p53 abhangt, wurde zunachst gepruft, ob ORF21 in p53-
exprimierenden Osteosarkomzellen, SaOS(p53), p53 aktiviert. SaOS(p53)-Zellen
wurden transient mit Plasmiden fur die Expression von ORF21, der Thymidinkinase-
defizienten Mutante 21AKD, den verkirzten ORF21-Proteinen 21N und 21C sowie
der Kontrolle, HHV-8-Protein K4.2, transfiziert. 24h nach Transfektion wurden die
Zellen immunzytochemisch mit einem polyklonalen Antikdrper (a-p53 phosSer15),
der spezifisch die p53-Phosphorylierung an Serin15 erkennt, inkubiert. Gleichzeitig
wurde ein monoklonaler anti-Myc-Antikorper (a-Myc) zum Nachweis der Expression
der Myc-Epitop fusionierten ORF21-Proteine sowie der Kontrolle, HHV-8-Gen K4.2,
eingesetzt.

Sa0S(p53)-Zellen, die ORF21 (21WT), C-terminal verklrztes ORF21 (21N) oder die
Thymidinkinasedefiziente ORF21-Mutante (21AKD) exprimierten, wiesen Serin15-
phosphoryliertes p53 (Abb.21B,C,E) im Zellkern auf. Die Expression von N-terminal-
verkurztem ORF21 (21C) oder der Kontrolle K4.2 flhrte nicht zu einer Aktivierung
und Akkumulation von p53 im Zellkern (Abb.21D,F). Bei Expression von ORF21 in
den p53-defizienten SaOS-2-Zellen wurde wie erwartet keine Aktivierung von p53
nachgewiesen (Abb.21A).
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Abb.21: ORF21 aktiviert p53 in SaOS(p53)-Zellen Uber eine Phosphorylierung an Serinl5.
Immunzytochemische Farbung von transfizierten Sa0S-2- und SaOS(p53)-Zellen mit einem
polyklonalen p53-phosSer15-Antikérper (a-p53 phosSer15) in Kombination mit einem monoklonalen
Myc-Antikoérper (a-Myc, rote Fluoreszenz). SaOS(p53)-Zellen wurden mit Plasmiden zur Expression
von ORF21-Proteinen bzw. K4.2 als Kontrolle und SaOS-2-Zellen wurden mit ORF21 transfiziert.
Serin15-phosphoryliertes p53 (griine Fluoreszenz) ist durch weilde Pfeile markiert (B,C,E). Anhand der
Myc-Expression (rote Fluoreszenz) wurden die ORF21-Proteine sowie K4.2 nachgewiesen. Zur
Darstellung der Zellkerne wurde eine DAPI-Farbung (blau) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte an
einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Olympus). Der Langenstandard (weiler Balken) entspricht

50um.
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Um auch auf Einzelzellebene zu zeigen, dass in allen SaOS(p53)-Zellen p53
exprimiert wird, wurden die Zellen mit einem monoklonalen anti-p53-
Antikorperinkubiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass p53 spezifisch in den
Sa0S(p53)-Zellen im Zellkern akkumuliert, die ORF21 (21WT), die ORF21-Mutante
(21AKD) oder C-terminal verkirztes ORF21 (21N) exprimierten (Abb.22B,C,E),
wahrend in den 21C- oder K4.2-exprimierenden SaOS(p53) p53 im Zytosol
nachweisbar war (Abb.22D,F). In Sa0S-2-Zellen ist wie zu erwarten kein endogenes
p53 nachweisbar (Abb.22A).

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Expression von ORF21
zu einer Phosphorylierung von p53 an Serin 15 in SaOS(p53)-Zellen fiuhrt. Durch
diese Phosphorylierung wird p53 aktiviert und akkumuliert im Zellkern. Weiterhin
wurde gezeigt, dass spezifisch der N-terminale Teil von ORF21 diese Aktivierung
von p53 vermittelt. Da aullerdem die SaOS(p53)-Zelllinie p53 stabil unter der
Kontrolle des CMV-Promoters exprimiert, lasst sich an dieser Stelle festhalten, dass
ORF21 die Aktivitat von p53 zumindest in diesen Zellen posttranslational induzieren

kann und dies nicht Uber den endogenen p53-Promoter erfolgt.
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Abb.22: p53 akkumuliert im Zellkern in ORF21-exprimierenden SaOS(p53)-Zellen. Doppel-

Immunfluoreszenzfarbung mit einem monoklonalen p53-Antikérper (a-p53) in Kombination mit einem

21WT

polyklonalen Myc-Antikérper (a-Myc), gefolgt von Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérpern.
Expression und Lokalisation von p53 (griine Fluoreszenz) 24 h nach Transfektion von SaOS(p53)-
Zellen, die mit Plasmiden zur Expression von ORF21 (21WT), C-terminal verkirztem ORF21 (21N), N-
terminal verkirztem ORF21 (21C), der Thymidinkinasedefizienten ORF21-Mutante (21AKD) und dem
HHV8-Protein K4.2 transfiziert worden waren. Myc-fusionierte ORF21-Proteine sowie K4.2 wurden mit
dem Myc-Antikérper (rote Fluoreszenz) nachgewiesen. Zur Darstellung der Zellkerne wurde eine
DAPI-Farbung (blau) durchgefihrt. Die Auswertung erfolgte an einem inversen Fluoreszenzmikroskop

(Olympus). Der Langenstandard (weil3er Balken) entspricht 50 ym.
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3.2.8.3. Induktion eines Apoptose-ahnlichen Phé&notyps durch ORF21 in
Sa0S(p53)-Zellen

Der Expressionsnachweis rekombinanter ORF21-Proteine in SaOS-Zellen wurde mit
einem monoklonalen anti-Myc-Antikérper im Westernblot durchgeflhrt (Abb.23).
Hierbei konnten sowohl der ORF21-Wildtyp (21WT) als auch die verkirzten ORF21-
Proteine (21C; 21N) sowie die Thymidinkinase-defiziente ORF21-Mutante (21AKD)
uber das fusionierte Myc-Epitop nachgewiesen werden. Als Kontrollen wurden
Sa0S-Zellen eingesetzt, die mit dem Leervektor bzw. pcDNA4-gfp transfiziert
worden. In allen Fallen entsprachen die Molekulargewichte der nachgewiesenen
Proteinbanden den vorher berechneten Molekulargewichten dieser Proteine: das
ORF21-Volllangen Protein (65 kDa), der N-terminale Teil von ORF21, 21N (23 kDa),
der C-terminale Teil von ORF21, 21C (43 kDa), die Thymidinkinasedefiziente
ORF21-Mutante, 21AKD (65 kDa) und die Kontrolle GFP (33 kDa).

Sa0S-2 Sa0s (p53)
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Abb.23: Expressionsnachweis rekombinanter ORF21-Proteine in SaOS-Zellen. Westernblot-

Analyse der transfizierten SaOS-Zellen ohne, bzw. mit exprimierendem p53 (Zellklon 10), die mit dem
Leervektor (LV), 21WT, 21N ,21C, 21AKD oder GFP-Expressionsvektor transfiziert worden waren. Da
alle hier dargestellten Proteine C-terminal mit Myc-Epitop fusioniert sind, erfolgte der
Expressionsnachweis mit einem monoklonalen anti-Myc-Antikérper (a-Myc). Nach dem Entfernen der
gebundenen Antikérper wurde die Membran zum Vergleich der aufgetragenen Proteinmenge mit
einem monoklonalen GAPDH-Antikérper (a-GAPDH) inkubiert.
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Um den durch ORF21 induzierten Apoptose-ahnlichen Phanotyp vor einem p53-
defizienten Hintergrund zu untersuchen, wurden SaOS-2-Zellen (LV), oder
Sa0S(p53)-Zellen (Klon 10) mit pcDNA4-orf21, -orf21AC, -orf21AN oder -orf21AKD
transfiziert bzw. mit dem Leervektor, pcDNA3-p53 (p53), oder pcDNA4-k4.2 als
Kontrollen transient transfiziert. 15 h nach Transfektion wurde mittels des JC-1-
Farbstoffs das mitochondriale Membranpotenzial (A¥) in den Populationen beider
Zelllinien bestimmt (Abb.24).

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von ORF21 (21WT), dem N-
terminalen Teil von ORF21 (21N) oder der Thymidinkinasedefizienten ORF21-
Mutante (21AKD) und auch die Expression des C-terminalen Teils (21C) in SaOS-2 -
Zellen (LV) zu einem Anteil von depolarisieten AY von ca. 30 % fuhrt. Als
Positivkontrolle flr ein depolarisiertes Membranpotential wurden Leervektor-
transfizierte Zellen fir 15 h mit 100 nM Staurosporin, gelést in DMSO, behandelt,
oder mit pcDNA3-p53 (p53) transfiziert. Die entsprechende DMSO-Kontrolle ist
abgebildet (Abb.24). Zur Bestimmung des naturlichen mitochondrialen Potenzials
wurden beide Zelllinien mit einem Expressionsvektor fur das HHV-8-Protein K4.2
transfiziert.

Wird diese Untersuchung mit p53 stabil exprimierenden Zellen durchgefuhrt, so steigt
die depolarisierende Wirkung von ORF21 auf die Mitochondrien allerdings bei allen
eingesetzten ORF21-Expressionskonstrukten: Bei Expression von ORF21WT
(21WT) 58 %, des N-terminalen Teil von ORF21 (21N) 56 %, des C-terminalen Teils
von ORF21 (21C) 42 % oder der Thymidinkinasedefizienten ORF21-Mutante
(21AKD) 55 %.
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Abb.24: Induktion eines Apoptose-dhnlichen Phanotyps durch ORF21 in SaOS(p53)-Zellen.
Bestimmung mitochondriale Membranpotenzial (AY) mittels JC-1-Farbung in SaOS-2- bzw.
Sa0S(p53)-Zellen. Als Positivkontrollen fiir eine Depolarisierung der Mitochondrien wurden
Leervektor-transfizierte SaOS-Zellen fir 15 h mit 100 nM Staurosporin (gelést in DMSO) behandelt
(LV+ST), bzw. mit p53-Expressionsvektor (p53) transfiziert. Desweiteren wurden folgende Konstrukte
transfiziert: K4.2 (K4.2), ORF21 (21WT), der N-terminalen Teil von ORF21 (21N), der C-terminalen
Teil von ORF21 (21C), oder die Thymidinkinasedefiziente Mutante von ORF21 (21AKD). 15 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit JC-1 gefarbt. Intakte Mitochondrien wurden bei einer Anregung
mit 590 nm in einem Fluoreszenzmessgerat analysiert und der Anteil der Zellen mit depolarisierten
Mitochondrien dargestellt. In drei unabhangigen Versuchen wurde jeder Ansatz in dreifacher
Ausfertigung durchgefiihrt, davon Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet und der Anteil
toter Zellen im Vergleich zur Kontrolle (LV+ST = 100 %) angegeben. Angaben zur statistischen
Signifikanz nach Student T-Test: (**) p< 0,0001, (*) p< 0,002, ns (nicht signifikant) p> 0,05.

In diesem Experiment wurde gezeigt, dass SaOS-Zellen mit stabiler p53-Expression
generell sensitiver als Sa0S-Zellen ohne p53 auf ORF21 reagierten, was sich durch
eine doppelt so hohe Rate an depolarisierten Mitochondrien in den transfizierten
Zellen ausdruckt. Dies lasst sich bei allen Zellpopulationen die ORF21, die
verkurzten ORF21-Proteine oder die Thymidinkinase-defiziente ORF21-Mutante

exprimierten, nachweisen. Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass der durch
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ORF21-induzierte Apoptose-ahnliche Phanotyp durch d Anwesenheit ie von p53

verstarkt wird.
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4. Diskussion

Das humane Herpesvirus-8 ist mit angioproliferativen Erkrankungen wie dem Kaposi
Sarkom assoziiert und eine Infektion mit diesem Virus ist Voraussetzung fur die KS-
Entstehung. HHV-8 kodiert flr zahlreiche virale Proteine mit tumorigenen
Eigenschaften, die wesentlich zu der Entwicklung dieses multifokalen Tumors
beitragen. Trotz zahlreicher viraler Proteine mit anti-apoptotischen Eigenschaften ist
zu Beginn dieser Erkrankung eine hohe Apoptoserate in KS-Lasionen nachweisbar,
die sich in spateren Krankheitsstadien abschwacht (Sturzl et al., 1999).

Sowohl in der Latenz- als auch in der lytischen Phase der HHV-8-Infektion werden
Gene exprimiert, welche den zellularen Tumorsuppressor p53 inhibieren und somit
eine Apoptose unterdriucken kdnnen (Dourmishev et al., 2003). Wahrend der KS-
Entwicklung scheint p53 aber eine funktionale Rolle einzunehmen, da im Verlauf der
Krankheit eine gesteigerte p53 Expression histologisch nachweisbar ist (Hodak et al.,
1999; Noel et al.,, 1997). Anders als bei der Mehrzahl humaner maligner Tumore
liegen bei HHV-8-assoziierten Erkrankungen selten p53-Mutationen vor, die einen
Funktionsverlust des Tumorsuppressors induzieren und somit einen Beitrag zur KS-
Entwicklung leisten (Katano et al., 2001; Li et al., 1997).

4.1. Etablierung eines KS-ahnlichen Tiermodells

Zur in vivo Untersuchung des mdglichen Zusammenspiels von endogenem
Tumorsuppressor p53 und HHV-8-kodierenden Faktoren sollte versucht werden, eine
transgene Mauslinie zu etablieren, in der die Funktion eines einzelnen viralen Gens
im Kontext mit dem Gesamtorganismus untersucht werden kann.

Hierzu sollte LANA-1 endothelspezifisch in der Maus exprimiert werden. LANA-1
besitzt u.a. antiapoptotische, transformierende und differenzierende Eigenschaften
(Bubman et al., 2007; Friborg et al., 1999; Radkov et al., 2000; Wang et al., 2004).
Da es zudem konstitutiv im Lebenszyklus von HHV-8 exprimiert wird, ist es ein
hervorragender Kandidat, um die Mechanismen der Pathogenese von HHV-8 zu
untersuchen. Aufgrund der bisher bekannten tumorigenen Eigenschaften von LANA-
1 (Friborg et al., 1999; Radkov et al., 2000) sollte ein induzierbares Konstrukt
hergestellt werden, um spater maodgliche Stérungen der Embryogenese der
transgenen Tiere zu vermeiden.

Zu diesem Zweck wurde ein LANA-1-Konstrukt kloniert, das unter dem Einfluss eines

TRE-Promoter, des induzierbaren Tet-Systems (Tet-off), steht. In Zellkulturen konnte
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die Induktion von LANA-1 durch den zugehorigen Transaktivator tTA-A2 erfolgreich
nachgewiesen werden. In HEK293-Zellen, welche mit dem induzierbaren
TRE_LANA-1-Konstrukt und tTA-A2 kotransfiziert wurden, reichten bereits geringe
Mengen an Doxycyclin, um die Expression von LANA-1 zu reprimieren. Diese
Ergebnisse stimmen mit den bereits beschriebenen Bedingungen zur Induktion
dieses binaren Expressionssystems uberein (Urlinger et al., 2000).

Zur Etablierung dieser induzierbaren LANA-1-Expressionskassette in der Maus
wurde ein sogenannter knock-in Ansatz gewahlt, bei dem das DNA-Konstrukt mittels
homologer Rekombination in ES-Zellen eingebracht wird, und diese rekombinanten
ES-Zellen anschliellend in Mauseembryonen implantiert werden. Als genomischer
Zielort wurde der rosa26-Lokus gewahlt. Im Southernblot wurden insgesamt vier
rekombinante ES-Zellklone identifiziert, die das Transgen TRE_LANA-1 trugen.

Aus zwei unabhangig rekombinanten TBV-2 ES-Zellklonen entstanden insgesamt 6
chimadre Mannchen mit den Agouti-Phanotyp (C57BL/6J;0la129/Sv). Bei der
Ruckkreuzung der chimaren Mannchen mit C57BL/6J-Weibchen zur Uberpriifung
der Keimbahntransmission des Transgens, zeigten 47 Nachkommen von vier fertilen
Chimaren den Agouti-Phanotyp. Dieser Phanotyp wird zwar durch die verwendeten
ES-Zellen (Ola129/Sv) bedingt, aber es konnte bei keinem der 47 Nachkommen der
homolog rekombinierte rosa26-Lokus mit dem Transgen TRE_LANA-1 im
Southernblot identifiziert werden. Daraus kann gefolgert werden, dass ausschliefl3lich
das Wildtyp-Allel des rosa26-Lokus in der Keimbahn weitervererbt wurde. Das
rekombinante Allel mit dem Transgenkonstrukt TRE_LANA-1 wurde hingegen nicht
an die Nachkommen vererbt. Somit gelang es nicht, eine stabil transgene Mauslinie
fur das induzierbare TRE_LANA-1 Konstrukt zu etablieren.

Das Scheitern der Keimbahntransmission des Transgens kann damit erklart werden,
dass das Transgen trotz der Wahl eines induzierbaren Promoters in der Keimbahn
exprimiert wurde, und es somit zum Verlust der haploiden Keimzelle gekommen ist.
Ein Verlust des Transgens wahrend der Expansion der rekombinierten ES-Zellen
wegen fehlenden Selektionsdrucks kann ausgeschlossen werden, da die
rekombinanten ES-Zellen bis kurz vor der Blastozysten-Injektion mit G418 behandelt
wurden. Zudem zeigte sich ja auch bei der mannlichen Chimare IVE9-6 bei der
Genotypisierung ein positives Rekombinationssignal mit der 5 -spezifischen rosa26
DNA-Sonde (siehe Abb.6). Eine weitere Erklarung fir den Verlust des Transgens in

der Keimbahn kénnten die hoch repetetiven Sequenzmotive in der cDNA von LANA-
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1 selbst sein (Zhang et al., 2000). Hier kdnnte es unerwlnschter Weise zu einem
intragenen Rekombinationsereignis gekommen sein, was zur Deletion des Transgen
bzw. von Bereichen des rekombinanten rosa-Lokus fuhrte.

Mittlerweile gelang es der Arbeitsgruppe Dittmer eine transgene LANA-1-Maus zu
etablieren (Fakhari et al., 2006). Transgene Mause, die LANA-1 unter der Kontrolle
seines eigenen Promoters exprimieren, wurden bei diesem Ansatz mittels
Pronukleus-Injektion erzeugt. Die lebensfahigen Tiere entwickelten eine Hyperplasie
durch expandierende B-Zellen und in der Folge Lymphome (Fakhari et al., 2006).
Zukunftige Untersuchungen zur Interaktion von LANA-1 mit dem Tumorsuppressor
p53 werden von Fakhari und Mitarbeitern angeregt. Der Versuch in der vorliegenden
Arbeit, ein KS-ahnliches Tiermodell mit HHV-8-LANA-1 in der Maus zu etablieren,

wurde daraufhin eingestellt.

4.2. HHV-8-ORF21 aktiviert den Tumorsuppressor p53

Eine Aktivierung von p53 und eine Translokation in den Zellkern ist in vivo
immunhistochemisch an Biopsien spater KS-Stadien nachweisbar (Hodak et al.,
1999; Noel et al., 1997). Bislang gab es noch keine vertiefenden Untersuchungen zur
funktionellen Bedeutung von p53 in der KS-Pathogenese, aber verschiedene
Arbeiten legen nahe, dass HHV-8-kodierte Faktoren an der Induktion und
Deaktivierung von p53 beteiligt sein konnten. So wurde erst kurzlich fur das HHV-8-
kodierte K8B ein p53-akkumulierender Effekt in BCBL-1-Zellen nachgewiesen
(Yamanegi et al., 2005). Bei K83 handelt es sich um eine alternative Splice-Variante
der K8-mRNA, die fruh in der lytischen Replikationsphase von HHV-8 exprimiert wird
(Yamanegi et al., 2005). Die Konsequenzen aus dieser Stabilisierung und moglichen
Aktivierung von p53 flur die betroffenen Zellen wurden aber nicht weiter untersucht.
Auf der Suche nach HHV-8-kodierten Faktoren, welche p53 aktivieren oder
stabilisieren, wurde in unserem Labor mittels einer Hochdurchsatzanalyse gezeigt,
dass eine transiente ORF21-Expression in HEK293T-Zellen endogenes p53 aktiviert
und gleichzeitig zytopathische Effekte hervorruft (Leubert, 2007). ORF21 kodiert fur
eine Thymidinkinase und wird in der lytischen Replikationsphase von HHV-8
exprimiert (Russo et al., 1996). Bisherige Studien mit ORF21 wurden nur zur
Funktion der Kinase-Aktivitdt und deren moglichen Substrate durchgefuhrt
(Gustafson et al., 2000; Lock et al., 2002). Dabei wurde allerdings entweder ein

schlechtes Wachstum der ORF21-transfizierten Zellen beobachtet oder es gelang
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nicht, stabil ORF21-exprimierende Zelllinien zu generieren (Cannon et al., 1999;
Gustafson et al., 2000). Ein mdglicher Zusammenhang zwischen der ORF21-
Expression und der Induktion von Apoptose durch p53-Aktivierung sollte deshalb im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels eines Reportergen-Testsystems gezeigt,
dass eine transiente Expression von ORF21 in HEK293-Zellen eine starke
Transkriptionsaktivitat von p53 auslost und mit einem Verlust der Adhasion der
transfizierten Zellen einhergeht. Der zellulare Tumorsuppressor p53 unterliegt einer
ubiquitin-abhangigen Degradation, welche durch MDM-2 vermittelt wird. Erfolgt ein
Stress-Stimulus so kommt es zu einer Stabilisierung von p53 durch
Phosphorylierungen. Dabei wird die Bindung an MDM-2 geldst und p53 kann in den
Zellkern translozieren. In seiner aktiven Form als Tetramer kann p53 als
Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Zielgene aktivieren, welche mit
der Induktion von Apoptose assoziiert sind (Bode & Dong, 2004).

Da bekannt ist, dass einer Transkriptionsaktivitdt des Tumorsuppressors p53 eine
Stabilisierung, vornehmlich Uber diverse Phosphorylierungen an Threonin- bzw.
Serin-Resten, vorausgeht, wurde der Phosphorylierungsstatus von p53 an Ser15
analysiert. Die Phosphorylierung von p53 an Ser15 flhrt zu einer reduzierten
Interaktion mit MDM2, wodurch die Akkumulierung und Aktivierung von p53 gefordert
wird. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine transiente
Expression von ORF21 sowohl in Zelllinien (HEK293 und SaOS(p53)-Zellen), als
auch in primaren Zellen (HUVEC), eine Phosphorylierung an Ser15 auslost. Diese
Daten decken sich mit den Ergebnissen, die bereits in HEK293T-Zellkulturen
gemacht wurden (Leubert, 2007) und unterstreichen somit dieses Funktionsmerkmal
von ORF21, eine Phosphorylierung von p53 an Ser15 auszulésen.

Die Akkumulierung von phosphoryliertem p53 im Zellkern konnte sowohl in der
Zelllinie SaOS(p53) als auch in primaren Zellen (HUVEC) demonstriert werden.
Allerdings konnte in HEK293-Zellen, im Gegensatz zu HUVEC, keine quantitative
Erhéhung der intrazellularen p53-Proteinkonzentration nachgewiesen werden. Dieser
Unterschied konnte zelltypspezifisch sein und darauf beruhen, dass der p53-
Signalweg in den primaren Zellen noch in seiner nativen Form funktionell ist und
nicht durch p53-interagierende Proteine, wie z.B. dem viralen E1B-Protein der

transformierten HEK293-Zellen, beeinflusst ist. Neben E1B ist auch fur das Large T-
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Antigen des SV40-Virus in transformierten HEK293T-Zellen bekannt, das p53-
Funktion inhibiert wird und sich u.a. in einer Stabilisierung von p53 wiederspiegelt.
Neben den beiden beschriebenen Faktoren der lytischen Replikationsphase von
HHV-8, ORF21 und K8, gibt es auch einen Faktor der latenten Infektionsphase der
den p53-Signalweg beeinflussen kann. Die Wirkung von HHV-8-0rf72, das fur vCycD
kodiert und in der Latenzphase exprimiert wird, auf den p53-Signalweg ist detaillierter
beschrieben (Chang et al., 1996). Die Interaktion von vCycD mit zellularem Cdk6
forciert den Ubergang der Zellen in die S-Phase des Zellzyklus und aktiviert
sukzessive den Tumorsuppressor p53. Resultierend aus dieser irreversiblen
Aktivierung ist ein Zellzyklus-Arrest und p53-abhangige Apoptose. Wurde allerdings
vCycD transient in p53-defiziente murine embryonale Fibroblasten (MEF) transfiziert,
konnte im Vergleich zu wt MEFs eine reduzierte Apoptoserate gemessen werden
(Chang et al.,, 1996). Interessanterweise zeigte die Transfektion von vCycD in
alternative reading frame-defizienten (ARF™) oder in E2F17 MEFs eine vergleichbar
hohe Apoptoserate wie in wt MEFs, woraus gefolgert werden kann, dass vCycD-
induzierte Apoptose auf eine p53-abhangige Weise ablauft und nicht durch
alternative Signalwege gesteuert wird (Chang et al., 1996). Zusatzlich konnte nach
vCycD-Expression in MEFs eine fehlerhafte Zytokinese beobachtet werden, welche
in einem polyploiden Phanotyp resultierte und somit eine wesentliche tumorigene
Eigenschaft von HHV-8 darstellen kann (Chang et al., 1996).

In einer neueren Arbeit wurde gezeigt, dass vCycD Uber die Interaktion mit
zellularem Cdk9 die Phosphorylierung von p53 an Serin33 induziert und nachfolgend
ein Zellzyklusarrest in den transfizierten Zellen eingeleitet wird (Chang & Li, 2007).
Weiterhin konnten Chang und Mitarbeiter nachweisen, dass der vCycD-induzierte
Zellzyklusarrest p53-abhangig ist. Die Transfektion von vCycD in eine p53-defiziente
Zelllinie (Sa0S-2) zeigte keinen Effekt auf den Zellzyklus (Chang & Li, 2007).

4.2.1. HHV-8-ORF21 induziert einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp

Im Verlauf des programmierten Zelltods wird, ausgehend vom stimulierenden
Ausloser, eine Signalkaskade von aktivierten Caspasen ausgeldst, an deren Ende
sogenannte Effektor-Caspasen zellulare Strukturen zerschneiden (Earnshaw et al.,
1999). Ein weiteres charakteristisches Merkmal bei allen Formen des Zelltodes ist
der Zusammenbruch mitochondrialer Membranen und daraus resultierend eine

irreversible Depolarisierung mitochondrialer Membranen (Ly et al., 2003).
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Weiterfuhrende Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben ergeben, dass die
transiente ORF21-Expression in HEK293-Zellen einen Apoptose-ahnlichen Phanotyp
induziert. Zusatzlich zu der Caspasen-Aktiviat in HEK293-Zellen konnte eine
Depolarisierung mitochondrialer Membranen mit Hilfe des spezifischen Farbstoffs
JC-1 sowohl in Zelllinien (HEK293 und SaOS(p53)-Zellen) als auch in Priméarzellen
(HUVEC) nach transienter ORF21-Expression in dieser Arbeit nachgewiesen
werden. Es bleibt aber zunachst festzuhalten, dass mit den durchgefuhrten JC-1
Farbungen in dieser Arbeit nur das transiente mitochondriale Membranpotenzial (AY)
erfasst wurde. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Depolarisierung
reversibler Natur ist und voribergehend zu der bereits beschriebenen
Wachstumshemmung durch ORF21-Transfektion fuhrt. Allerdings liefert der Befund
der Phosphorylierung von p53 an Ser15 in allen verwendeten Zellsystemen dieser
Arbeit Hinweise auf eine Aktivierung von Apoptose. Ebenso musste noch genauer
spezifiziert werden, welche Caspasen durch ORF21 induziert worden sind, da in der
hier durchgefuhrten Caspase-Messung potentiell alle aktivierten Caspasen erfasst
werden. Dieser experimentelle Nachweis konnte Aufschluss Uber die Art des
Apoptose-Signalwegs geben.

Eine Induktion von Apoptose in der Wirtszelle durch ein Virus scheint zunachst nicht
sinnvoll, da dadurch das Uberleben des Virus gefahrdet ist. Aber dennoch ist die KS-
Pathogenese wenigstens partiell mit Apoptose assoziiert, da besonders in frihen KS-
Stadien eine hohe Apoptoserate in KS-Lasionen nachgewiesen wurde (Sturzl et al.,
1999). Interessanterweise wurde demonstriert, dass die Induktion des lytischen
Replikationszyklus von HHV-8 in PEL-Zellen Apoptose auslost, trotz der
bekanntermal3en zeitgleichen Expression viraler anti-apoptotischer Gene (Klass et
al., 2005). Hierbei wurde der lytische Replikationszyklus von HHV-8 mit den
Induktoren Valproat oder Butyrat induziert und gleichzeitig die Produktion viraler
Partikel chemisch unterbunden. Es wurde gefolgert, dass fur den Zelltod virale
Transkripte und/oder Proteine verantwortlich sind, die wahrend des Iytischen
Replikationszyklus exprimiert werden. Da sich der Zelltod nicht durch eine chemische
Blockade der Virusproduktion beeinflussen lie3, schlussfolgerten Klass und
Mitarbeiter, dass eine oder mehrere zellulare Komponenten den Zelltod ausflhren,
den virale Produkte der lytischen Replikationsphase ausgelost haben (Klass et al.,
2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Hinweise, dass ORF21 mdglicherweise

ein beteiligter Faktor dieses Prozesses sein konnte.
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4.2.2. Der N-Terminus von ORF21 induziert einen Apoptose-dhnlichen
Phéanotyp

Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde mittels einer Struktur-
Funktionsanalyse uUberpruft, inwieweit die Kinase-Domane von ORF21 bei der
Induktion eines Apoptose-ahnlichen Phanotyps durch eine Depolarisierung des
mitochondrialen Membranpotenzials (A¥) eine Rolle spielt. Dabei zeigte sich, dass
der bislang wenig untersuchte 200 Aminosauren lange N-terminale Teil von ORF21
eine Depolarisierung induziert. In transienten Expressionsexperimenten zeigte sich in
den transfizierten Zellen eine vergleichbar hohe Depolarisierungsrate der
Mitochondrien im Vergleich zwischen dem ORF21 Volllangen-Konstrukt sowie einem
Konstrukt, das nur den N-terminalen Teil von ORF21 exprimierte bzw. einem
Konstrukt, bei dem die Kinase-Domane durch einen Aminosaurenaustausch
ausgeschaltet wurde. Die Depolarisierung des mitochondrialen Membranpotenzials
durch den N-terminalen Teil konnte sowohl in den Zelllinien HEK293 und SaOS(p53)
als auch in Primarzellen (HUVEC) bestatigt werden. Wurde hingegen die Kinase-
Domane von ORF21 alleine in HEK293- oder HUVEC-Zellen exprimiert,
beeintrachtigte dies nicht AY. Einzig SaOS-2-Zellen reagierten auf eine Expression
der Kinase-Domane und zeigten in diesem Experiment eine ahnliche Steigerung der
Depolarisierung von AY der Mitochondrien wie nach Transfektion der restlichen
ORF21-Expressionskonstrukte. In dieser speziellen Zelllinie kann also eine
Beeintrachtigung der Zellvitalitdt durch die Kinase-Funktion von ORF21 nicht
ausgeschlossen werden.

Der Sequenzvergleich bekannter herpesviraler Thymidinkinasen zeigt besonders im
N-terminalen Teil von HHV-8-ORF21 hohe Divergenzen (Cannon et al., 1999).
Zudem konnte in einem weiteren Sequenzabgleich keinerlei Ahnlichkeit zu bisher
bekannten Proteinen festgestellt werden (Gill et al., 2005). In dieser kurzlich
veroffentlichten Studie zeigten die Autoren, dass der N-terminale Teil von HHV-8-
ORF21 in HEK293T-Zellen ebenso die Zelladhasion I6st, wie es auch in der
vorliegenden Arbeit beobachtet wurde. Hierbei wurde zudem mit verschiedenen
GFP-ORF21 Fusionskonstrukten gezeigt, dass ORF21 nicht mit Mikrofilamenten,
Mikrotubuli oder dem intermediaren Filament-Netzwerk der Zelle kolokalisiert (Gill et
al., 2005). Somit wird eine direkte Beeinflussung der genannten zellularen
Strukturkomponenten durch ORF21 ausgeschlossen. Auch wurde durch Gabe von

Inhibitoren der Thymidinkinase-Funktion demonstriert, dass der Verlust der Adhasion
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ausschlieBlich durch den N-terminalen Teil von ORF21 induziert wird (Gill et al.,
2005). Allerdings wurde ebenso wie in der Veroffentlichung von Gustafson und
Mitarbeitern kein apoptotischer Phanotyp der transient transfizierten HEK293T-Zellen
nachgewiesen (Gustafson et al., 2000).

Bei der Untersuchung Virion-assoziierter HHV-8-Proteine und deren maoglicher
Funktion bei einer de novo-Infektion konnte durch Immunprazipitation gezeigt
werden, dass ORF21 mit Capsid-Proteinen von HHV-8 assoziiert ist und somit
moglicherweise zusatzliche Funktionen ausuben kann, die uber die bislang
beschriebene einer Tymidinkinase hinausgehen (Zhu et al., 2005). Auch hier wurde
Uber eine mdgliche weitere Funktion des N-terminalen Teils von ORF21 spekuliert,
der weder eine Homologie zu bislang bekannten N-Termini von TKs, noch

Ahnlichkeiten zu anderen bekannten Proteinen aufweist (Zhu et al., 2005).

4.2.3. ORF21 induziert in Anwesenheit von p53 einen Apoptose-dhnlichen
Phéanotyp

Um zu Uberprufen, inwieweit der ORF21-induzierte Apoptose-ahnliche Phanotyp von
der Anwesenheit von p53 beeinflusst ist, wurden in dieser Arbeit zwei experimentelle
Ansatze verfolgt. Zum einen sollte ORF21 gleichzeitig mit einem HHV-8-Gen
exprimiert werden, von dem bekannt ist, dass es zu einer funktionellen Hemmung
von p53 fuhrt. Fur diesen Ansatz wurde LANA-1 gewahlt, das konstitutiv in der KS-
Pathogenese exprimiert wird und dessen p53-inhibitorische Funktion dokumentiert ist
(Friborg et al., 1999). Zum anderen sollte ORF21 vor einem p53-defizienten
Hintergrund exprimiert werden. Hierzu wurden Osteosarkomzellen (Sa0OS-2)
verwendet, sowohl ohne als auch mit stabil exprimiertem p53.

Bei der Analyse der Eigenschaft von p53 als Transkriptionsfaktor nach Transfektion
von ORF21 zeigte sich in HEK293-Zellen ein starkes Signal eines p53-GFP-
Reporterkonstrukts. Im Vergleich dazu war das Signal des Reporterplasmids in stabil
LANA-1-exprimierenden Zellen (HEK293""N*") deutlich reduziert. Dies belegt, dass
die ORF21-bedingte Aktivierung von p53 durch LANA-1 teilweise inhibiert wird. Diese
Befunde stehen im Einklang mit den Ergebnissen von LANA-2, dass ebenfalls die
ORF21-induzierte Aktivierung des p53-Reporterkonstruktes unterdriicken konnte
(Leubert, 2007). Allerdings zeigte sich in den ORF21-transfizierten HEK293-ANA1.
Zellen ein positives Signal fur p53-Aktivitat, das auch mit einem Ablésen der Zellen

korrelierte. Dies konnte aber darauf zurlckzufihren sein, dass in manchen Zellen
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trotz der Anwesenheit von LANA-1 der Effekt von ORF21 durch Uberexpression
uberwiegt.

Auch bei der Analyse der ORF21-induzierten Depolarisierung des mitochondrialen
Membranpotenzials (AY) in HEK293-Zellen zeigte sich ein schitzender Effekt von
LANA-1. Hier war nach Transfektion von ORF21 in HEK293"*“*'.Zellen ein
geringerer Anteil von Zellen mit einer Depolarisierung von AY nachweisbar als bei
HEK293-Zellen.

Unter Berucksichtigung der veroffentlichten Daten, die bislang zur anti-apoptotischen
Wirkung von LANA-1 vorliegen, deuten die Ergebnisse dieses Abschnitts darauf hin,
dass ORF21 ein p53-abhangiges Apoptose-Signal induzieren konnte (Abb.24). Zur
Uberprifung dieser Hypothese wurde ORF21 in p53-defiziente Zellen transfiziert
(Sa0S-2) und die Depolarisierung von AY der Mitochondrien mit Zellen verglichen,
welche p53 stabil exprimierten (SaOS(p53)). Hier zeigte sich nicht nur, dass ORF21
in Sa0S(p53) im Vergleich zu Sa0S-2-Zellen eine hoéhere Depolarisierungsrate
induziert, sondern auch, dass an diesem Prozess maligeblich der N-terminale Teil
von ORF21 beteiligt ist. Allerdings erzielten in diesem Experiment alle ORF21-
Konstrukte in Anwesenheit von p53 eine vergleichbar hohe Rate von depolarisiertem
AY der Mitochondrien in transfizierten Zellen. Daher kann mit diesem Zellsystem
nicht eindeutig gezeigt werden, dass der ORF21-induzierte Effekt von p53 abhangig
ist.

In den bisherigen Arbeiten zur ORF21-Funktion konnte kein apoptotischer Phanotyp
in transfizierten Zellen nachgewiesen werden (Cannon et al., 1999; Gill et al., 2005;
Gustafson et al., 2000). Allerdings konnte bislang auch keine stabil ORF21-
exprimierende Zelllinie etabliert werden, obwohl verschiedene Promotoren zur
Expression von ORF21 ausgewahlt worden waren (Cannon et al., 1999). In diesen
Veroffentlichungen wurden aber, im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit,
HEK293T-Zellen fiur die transienten Expressionsexperimente verwendet (Cannon et
al., 1999). Diese Zellen tragen, im Vergleich zu den in dieser Arbeit verwendeten
HEK293-Zellen, zusatzlich das Large T-Antigen des SV40-Virus, das
bekanntermallen mit p53 interagiert und dessen Funktion inhibieren kann (Lane &
Crawford, 1979; Lilyestrom et al., 2006). Somit kbnnen HEK293T-Zellen ahnlich wie
HEK293""¥*1_Zellen die ORF21-induzierte Apoptose inhibieren, ohne aber das
Ablosen der Zellen zu verhindern. Damit unterstutzen auch die Daten dieser

Veroffentlichungen die vorliegenden Ergebnisse, die implizieren, dass prinzipiell die
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Anwesenheit von funktionellem p53 eine Voraussetzung fur einen ORF21-induzierten

Apoptose-ahnlichen Phanotyp ist.

lytischer Replikationszyklus
voh HHV-8

L

L !
J Aktivierung

X

Phosphorylierung
P (Serin 15)

q Akthlerung
von Zielgenen
(z B. PUMA)

Zelltod

Abb. 24: Schematische Zusammenfassung der ORF21-induzierten Wirkung in Zellkulturen.

HHV-8-ORF21 aktiviert liber einen noch unbekannten Mechanismus den Tumorsuppressor p53 durch
eine Phosphorylierung an Ser15 und induziert in Anwesenheit von p53 einen Apoptose-ahnlichen
Phanotyp. LANA-1 kann ORF21-induzierte Aktivierung von p53, dessen Phosphorylierung an S15,

dessen Eigenschaft als Transkriptionsfaktor und schlussendlich den Zelltod inhibieren.

Neuere Studien zur Wirksamkeit verschiedener Wirkstoffe bei HHV-8-assoziierten
Erkrankungen und in Zellkulturen belegen auflerdem, dass der p53-Signalweg in
HHV-8 infizierten Zellen reaktivierbar ist (Curreli et al., 2005; Petre et al., 2007; Sarek
et al.,, 2007). Vor kurzem wurde gezeigt, dass Glycyrrhizic-Saure die latente
Infektionsphase von HHV-8 in infizierten B-Lymphozyten beeinflusst und p53-
abhangige Apoptose induzieren kann (Curreli et al., 2005). Dies wird Uber eine
Verminderung der Expression von LANA-1 erreicht, wodurch p53 reaktiviert wird.
Dies fuhrt Uber einen Funktionsverlust der Mitochondrien schlussendlich zu Apoptose
(Curreli et al.,, 2005). Ebenso zeigt Nutlin-3a, ein Inhibitor des MDM-2-p53
Komplexes, zytotoxische Effekte in PEL-Zelllinien (Sarek et al., 2007). Die
zytotoxische Wirkung von Nutlin-3a in HHV-8-infizierten Zellen setzt allerdings ein
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funktionales, nicht-mutiertes p53 voraus, da die Gabe von Nutlin-3a zu Burkitt-
Lymphom Zellen, die ein mutiertes p53 exprimieren, keine Wirkung zeigt (Sarek et
al., 2007).

Auch Untersuchungen zur Wirkung von Doxorubicin, einem DNA-schadigenden
Agens, auf PEL-Zelllinien bestatigen, dass der p53-abhangige Apoptose-Signalweg
in HHV-8-infizierten Zelllinien funktionell ist (Petre et al., 2007). Angeregt wurde
diese Untersuchung durch die Beobachtung, dass der medikamentdse Einsatz von
Doxorubicin sehr effizient die Behandlung von Patienten mit PEL oder AIDS-KS
unterstitzt (Boulanger et al.,, 2001; Nunez et al., 2001; Sturzl et al., 1994). Der
Grossteil der Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, zeigte eine Reaktion auf die
Behandlung, die sich vor allem verlangsamend bis stabilisierend auf den
Krankheitsverlauf auswirkte und in wenigen Fallen sogar zu einer deutlichen
Verbesserung flhrte. Petre und Mitarbeiter demonstrierten an verschiedenen PEL-
Zelllinien, dass trotz der Expression verschiedener p53-inhibierender viraler Proteine
die Behandlung mit Doxorubicin zu p53-abhangigem Zellzyklusarrest, sukzessiver
Phosphorylierung von p53 und Aktivierung von p53-abhangigen Zielgenen flhrt
(Petre et al., 2007).

Zusammenfassend belegen die Studien der letzten Jahre die Funktionalitat des p53-
Signalwegs in HHV-8-infizierten Zelllinien, und dass virale Faktoren der lytischen
Replikationsphase ein Zelltodprogramm induzieren koénnen. Die Daten der
vorliegenden Arbeit identifizieren den N-Terminus von HHV-8-ORF21 als einen
induzierenden Faktor eines Apoptose-ahnlichen Phanotyps in Anwesenheit von p53.
Somit liegen erstmals Hinweise vor, dass ein HHV-8-kodierter Faktor der Iytischen
Replikationsphase madglicherweise eine proapoptotische Funktion ausfuhrt, welche

von dem p53-Signalweg abhangig ist.

4.2.4. Zelltod als mdgliche Ursache von Inflammation in der Pathogenese von
KS

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine ORF21-Expression in Zellkulturen einen
apoptotischen Phanotyp induziert, da eine Caspasenaktivierung nachgewiesen
wurde. Ebenso kann ein ORF21-induzierter nekrotischer Zelltod nicht vollig
ausgeschlossen werden, da die Depolarisierung des mitochondrialen
Membranpotenzials (AY), anhand der JC-1- bzw. Propidiumjodid-Farbung gezeigt,

auch im Verlauf der Nekrose stattfinden (Proskuryakov et al., 2003). Die
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Anwesenheit inflammatorischer Zytokine in frihen KS-Tumorstadien (Ensoli & Sturzl,
1998), lassen allerdings auf einen nekrotischen Zelltod schlieen, da Apoptose keine
Entzindungsreaktionen hervorruft.

Es ist von Interesse, ob ORF21 auch in vivo den Zelltod induziert und demzufolge
auch malfgeblich an der Inflammation im frihen KS-Tumorstadium beteiligt ist.
Anhand des durchgefuhrten Testsystems konnte nicht detailliert gezeigt werden,
welche Caspasen im speziellen aktiviert werden. Sogenannte pro-inflammatorische
Caspasen, wie z.B. Caspase-1, -4, -5 & -12, kdénnen u.a. Interferone oder
Interleukine induzieren und somit zu einer Entzindungsreaktion beitragen (Festjens
et al., 2006a; Nadiri et al., 2006).

Eine kurzlich von Chan und Mitarbeitern veroffentliche Arbeit zeigt eine biologisch
relevante Rolle fur diesen alternativen Weg eines programmierten Zelltods auf (Chan
et al., 2003). In diesen Untersuchungen wurden Zellen mit dem Vaccinia-Virus
infiziert, um eine naturliche Bedingung zu schaffen, in der Apoptose inhibiert ist. Wird
diesen infizierten Zellen das inflammatorische Zytokin TNF-a zugegeben, so sterben
die Zellen an Nekrose anstelle der zu erwartenden Apoptose. Die Konsequenzen flur
das Immunsystem, die aus einer solchermallen ausgelosten Nekrose resultieren,
sind noch nicht vollstandig geklart. In diesem Zusammenhang ist von besonderem
Interesse, wie die verschiedenen Leukozyten diese Entziundungssignale erfassen
und mit nekrotischen Zellen interagieren (Krysko et al., 2006; Proskuryakov et al.,
2002).

4.3. Ausblick

Eine interessante Frage fur zuklnftige Untersuchungen ist, Uber welchen
Mechanismus ORF21 die Aktivierung von p53 induziert. Ein detailliert
charakterisierter Apoptose-Signalweg Uber den Tumorsupressor p53 wird durch die
bekannten Onkoproteine Ras, E2F1, E1A und c-Myc ausgelOst und ist an das Gen
Alternative Reading Frame (ARF) gekoppelt (Bates et al., 1998; de Stanchina et al.,
1998; Palmero et al., 1998; Zindy et al., 1998). Eine Aktivierung dieser Onkoproteine

induziert die Expression von humanem p14*7F

, welches direkt mit MDM2 interagiert
und somit dessen Fahigkeit, p53 zu ubiquitinieren und zu degradieren, unterbindet
(Kamijo et al., 1998; Pomerantz et al., 1998; Zhang et al., 1998). Somit fuhrt die

Aktivierung von humanem p14*F direkt zu einer p53 Stabilisierung, nachfolgendem
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Zellzyklus-Arrest und Apoptose. Hier ist zu klaren, ob ORF21 an einer Aktivierung
von p14”%F peteiligt ist.

Eine Moglichkeit zur gezielten Untersuchung einzelner Gene im Kontext einer viralen
Infektion bietet der Ansatz, komplette virale Genome als Bacterial Arftificial
Chromosoms (BAC), in E.coli zu klonieren (Messerle et al., 1997). Diese Technik
gestattet es, virale Genome als Plasmide in E .coli zu amplifizieren und genetisch zu
manipulieren. Das rekombinante bzw. mutagenisierte BAC-Plasmid kann in
eukaryotische Zellen transfiziert werden und somit konnen veranderte, infektiose
virale Partikel zur weiteren Funktionsanalyse gewonnen werden (Brune et al., 2000).
Die Klonierung von HHV-8 als BAC-Plasmid und die anschliefende Produktion von
infektiosen, rekombinanten Viruspartikeln in HEK293-Zellen wurde bereits erfolgreich
durchgefuhrt (Zhou et al., 2002).

FUr weitere in vitro Untersuchungen der proapoptotischen ORF21-Funktion kénnte
das orf21 Gen im BAC-Plasmid deletiert und der Funktionsverlust im Kontext des
viralen Infektionszyklus untersucht werden. Mit diesem Ansatz kann die Rolle von
ORF21 im lytischen Zyklus naher definiert werden. Hier ist besonders von Interesse,
inwieweit der Zelltod in der finalen Replikationsphase durch ORF21 beeinflusst wird,
bevor die Viruspartikel aus der infizierten Zelle freigesetzt werden. Zudem koénnte
Aufschluss daruber erlangt werden, welche Bedeutung ORF21 bei einer de novo-
Infektion hat, da bereits gezeigt werden konnte, dass ORF21 mit viralen
Capsidproteinen assoziiert ist (Zhu et al., 2005).

Bislang konnte wegen Schwierigkeiten in der Ubertragbarkeit noch kein Tiermodell
fur eine KSHV-Infektion etabliert werden (Dourmishev et al., 2003; Picchio et al.,
1997). Allerdings wurden bereits verschiedene transgene Mauslinien generiert, mit
denen die Expression einzelner HHV-8-Gene in vivo untersucht wurde (Couty &
Gershengorn, 2004; Dourmishev et al., 2003; Fakhari et al., 2006; Katano & Sata,
2000). So kann beispielsweise die Wirkung der ORF21-Expression an einem
transgenen Mausmodell untersucht werden. Aufgrund der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sollte allerdings ein konditionales Expressionsmodell gewahlt
werden, da eine konstitutive ORF21-Expression die Vitalitat einer transgenen Maus
beeintrachtigen konnte. Von besonderem Interesse ist hierbei, inwieweit und mit
welchen Konsequenzen der p53-abhangige Apoptose-Signalweg in vivo induziert
wird. Letztendlich wird das Entschlisseln der Wechselwirkungen von HHV-8-

kodierten Proteinen mit endogenen Tumorsuppressoren wie p53 zu einem besseren
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Verstandnis der KS-Pathogenese wund allen weiteren HHV-8-assoziierten
angioproliferativen Erkrankungen fuhren (Dittmer & Krown, 2007; Uetz et al., 2006).
Hierbei unterstitzen neueste Tumormodelle in der Maus den Therapieansatz, p53
als Angriffspunkt zur Behandlung von HHV-8-assoziierten Erkrankungen zu
verwenden. Eine Reaktivierung von p53 in p53-defizienten Tumoren in der Maus
fuhrte zu Apoptose oder Seneszenz, je nach Art des untersuchten Tumors (Martins
et al., 2006; Ventura et al., 2007; Xue et al., 2007).

Obwohl neuartige Therapieformen gegen AIDS, wie z.B. HAART, oder verbesserte
konventionelle chemotherapeutische Ansatze auch eine Erleichterung fir KS-
Patienten bringen, zeigen diese Medikamente schwere Nebenwirkungen und sind
wegen hoher Kosten nur in Industrielandern allgemein verfugbar. Zudem ist die
Entwicklung resistenter Virenstamme nur eine Frage der Zeit (Di Lorenzo et al.,
2007; Krown, 2004). Daher ware es winschenswert, weitere Optionen zur

Behandlung dieser Patientengruppe zu haben.
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6. Anhang
Karten der hergestellten DNA-Konstrukte (siehe 2.2.2.11.)
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Xhd 2R0) X

bGH poly A

Xbd (2700) 3B Ip
BanHl (2688) ==

—

Ecdl (2667)

P ColE1 ori

Xnd (2218)



pBlueskript Il KS-TRE_LANA-1-bGHpolyA

f1 origin
Pvid (6625)
Nodl (6449)
\ N Pvul (548)
Xhd (6381 7 _..---""'_d____.' A AlTp
Xhd (‘63’5'5) : Q\ /
bgH pA /7 N\
‘\ ColE1 ori
1
T2 1o I
IIII
|
x’f
Xhd (2218)
pPTRE
HHV-8 orf73 (LANA-1)
EcdR (2567)

BanrHI (3520)



pSLfaTRE_LANA-1fa

I3 pUC reverse primer
VM3 reverse primer
Ascl (7382)
Fsel (7376)
Bam HI (7307) \ pBR32 origin
Nofl (7152) \\ \ _
Xhd (7092) -
Xhd (7086)
Ap
bgHpA
7616 bp
flon
HHV-8 orf73 (LANA1)
lacZ
N mBpuchwd
/ W3 for 20 primer
\ Fsel (2884)
BanHI (4231) AscI (2890)

HirdIII (2897)

Xhd
pTRE (2935)

Ascl (3455)



l-Sce
M13for ROSA26-5
— o SA
— AG
* 4 / »
M13rev 7 NN\
v B SV40 late A
boA R\ poly
/ b FRT
oA L/
/ \ pgk
pgkPr. =
' 17011 bp NEO
A& bpA
pTRE
HHV-8 orf73 (LANA-1)
bgH pA
(mittels I-Sce linearisiert)
pak NEO
EcoRV (1952) bpA
EcoRV (12553)
FRT
pgk Pr.
+1 DTA
bpA [-Sce
AG bgH pA
[-Sce
N M (NN I F
b | ] — | i '
o ~ pTRE a -
ROSA26-5° ROSA26-3

HHV-8 orf73 (LANA-1)



	Pogoda_Tietelblatt.pdf
	Teil1_final_ohneTitel.pdf
	(fz)Teil2_ENDNOTEa.pdf
	1.1.1. Epidemische Formen des Kaposi Sarkoms 
	1.1.2. Die multifaktorielle Entwicklung des Kaposi Sarkoms 
	1.1.3. Virale Kofaktoren der Kaposi Sarkom-Entwicklung 
	1.2. Das Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvirus (KSHV)  
	1.2.1. Latenter und lytischer Replikationszyklus von HHV-8  
	1.2.2. Tumorigene Eigenschaften von HHV-8-kodierten Genen  
	Abb.2: Immunchemischer Nachweis von HHV-8-LANA-1. (A) Immunhistochemische Färbung von LANA-1 (braune Färbung) an Biopsien von Kaposi Sarkom, bzw. Non-Hodgkin-Lymphom. (B) Immuncytochemischer Nachweis von LANA-1 in transfizierten HEK293-Zellen. 
	1.3. Apoptose und Nekrose: Programmierte Formen des Zelltods  
	1.5. Der Tumorsuppressor p53  
	Etablierung eines KS-ähnlichen Tiermodells 
	 2. Material und Methoden 
	D,L-Dithiothreitol (DTT)     Sigma 
	Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma 
	Gelatine       Sigma 
	Hefeextrakt       Difco 
	Ponceau S – Lösung     Sigma 
	Protein-Molekulargewichtsmarker   Amersham Pharmacia 
	2.1.2. Enzyme 
	2.1.4.1. Primäre polyklonale Antikörper 

	Primärer Antikörper
	Spezies
	Verwendung
	Herkunft
	Anti-β-Actin  
	(α-actin)
	Kaninchen
	Sigma
	Anti-p53phosSer15 (α-p53 phosSer15)
	Kaninchen
	Anti-p53 (α-p53)
	Kaninchen
	Anti-Myc (α-Myc)
	Kaninchen
	2.1.4.2. Primäre monoklonale Antikörper 
	Primärer Antikörper
	Spezies
	Verwendung
	Herkunft
	Anti-Myc (α-Myc)
	Maus
	Anti-LANA-1  
	(α-LANA-1)
	Ratte
	Anti-p53 (α-p53)
	Maus
	2.1.4.3. Sekundärantikörper 
	Spezies
	Dianova
	Molecular Probes
	Molecular Probes
	Molecular Probes
	Molecular Probes
	Molecular Probes




	 
	2.1.5. Vektoren und Plasmide 
	2.1.6.1. Bakterien 


	LB-Medium: 
	KCl      2,0 g 
	Transfektion von HEK293 Zellen  
	Transfektion von SaOS-2-Zellen  
	 
	Transfektion von HUVEC  
	2.2.1.3. Immunzytochemie 


	2.2.2. DNA-Technologie 
	2.2.2.5. Southernblot-Analyse 
	Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden 
	Restriktionsansatz 
	 
	Lösungen für die Southernblot-Analyse 




	Denaturierungslösung  
	Depurinierungslösung  

	Neutralisierungslösung  
	Strip-Lösung  
	Hybridisierung der Membran mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde  
	Autoradiographie 
	2.2.4.1. Tierhaltung 
	2.2.4.2. Zellkultur embryonaler  muriner Stammzellen  

	 
	ES-Zellkulturmedium 
	Wasch-Medium  
	2.2.4.3. Präparation und Kultivierung von Feeder-Zellen 
	Elektroporation und Selektion 
	2.2.4.6. Expansion und Einfrieren der positiven ES-Zellklone 
	2.2.4.7. Herstellung von Injektions-Chimären 
	Injektion der ES-Zellen in Mausblastozysten 
	Embryotransfer 
	Aufzucht der transgenen Mäuse 

	3.2. Untersuchungen zur Wirkung von HHV-8-ORF21 in Zellkulturen 
	3.2.2. DNA-Konstrukte zur Expression verschieden rekombinanter ORF21-Proteine 
	3.2.7.3. Inhibierung des ORF21-induzierten Apoptose-ähnlichen Phänotyps durch LANA-1 in HEK293-Zellen 
	  
	3.2.8. ORF21 induziert in Anwesenheit von p53 einen Apoptose-ähnlichen Phänotyp in SaOS-Zellen 
	3.2.8.1. Stabile Expression von p53 in SaOS-Zellen  


	Anhang.pdf

