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1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS VI

1 Abkürzungsverzeichnis

A Ampere

Abb. Abbildung

A.bidest Wasser zweifach destilliert

ABL engl.: Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1

AG490 α-Cyano-(3,4-dihydroxy)-N-benzylcinnamid

AIDS engl.: Aquired Immune Deficiency Syndrom

ALL akute lymphatische Leukämie

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosäure

BHK engl.: baby hamster kidney cells

BL Burkitt-Lymphom

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CD engl.: cluster of differentiation

cDNA komplementäre DNA (engl.: complementary DNA)

CML chronisch myeloische Leukämie

CTAR C-terminale Aktivierungsregion

Da Dalton

D-MEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure (engl.: desoxyribonucleic acid)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

EBV Epstein-Barr-Virus

ECL engl.: enhanced chemiluminescence

E.coli Escherichia coli
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EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

ELISA engl.: enzyme-linked immuno sorbent assay

et al. und andere (lat.: et alii)

etc. und so weiter (lat.: et cetera)

Fa. Firma

FACS engl.: fluorescence activated cell sorting

FITC Fluoreszeinthiocyanat

EtBr Ethidiumbromid

FBS fetales Kälberserum (engl.: fetal bovine serum)

g Gramm

GFP grünfluoreszierendes Protein (engl.: green fluorescent protein)

gp Glykoprotein

h Stunde

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure

HRP Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase)

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

Jak Januskinase

k- kilo (1x103)

Kan Kanamycin

l Liter

LB Luria Bertani

LCL engl.: lymphoblastoid cell line

LMP1 Latentes Membranprotein 1

M Molar

m- milli (1x10−3)

MACS engl.: magnetic cell sorting

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MG132 Carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal

min Minute

monokl. monoklonal

mRNA Boten-RNA (engl.: messenger RNA)
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µ- mikro (1x10−6)

n- nano (1x10−9)

Neo Neomycin

Nr. Nummer

nt Nukleotid

OD optische Dichte

p- pico (1x10−12)

P- Phospho-

p.a. zur Analyse

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (engl.: phosphate buffered

saline)

PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)

PE Phycoerythrin

pH negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionen-

konzentration

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

polykl. polyklonal

RIP Rezeptor-interagierendes Protein

RLU relative Lichteinheiten (engl.: relative light units)

RNA Ribonukleinsäure (engl.: ribonucleic acid)

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: rounds per minute)

RPMI engl.: Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

s Sekunde

SB202190 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-pyridyl)1H-imidazol

SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium-dodecylsulfate)

SOCS engl.: suppressor of cytokine signaling

STAT engl.: signal transducer and activator of transcription

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA
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TBS Tris-gepufferte Kochsalzlösung (engl.: tris buffered saline)

TM engl.: Trademark

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

TNF Tumornekrosefaktor

TRADD Toll-like-Rezeptor-assoziierte Todesdomäne (engl.: Toll-like-

Rezeptor associated deathdomain)

TRAF Toll-like-Rezeptor-assoziierter Faktor

Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

TritonX-100 Octylphenoxypolyethoxyethan

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Tyk2 Tyrosinkinase 2

U Unit

u.a. und anderes

üN über Nacht

V Volt

v/v Volumen/Volumen

WHI-P131 4-(4’-Hydroxyphenyl)amino-6,7-dimethoxyquinazolin

w/v Gewicht/Volumen (engl.: weight/volume)

x-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranosid

z.B. zum Beispiel
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2 Einleitung

Nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist Krebs die zweithäufigste Todesursache

in den westlichen Industrieländern. Als Krebs bezeichnet man bösartige Tumoren

(lat.: Geschwulst, Schwellung). Kennzeichen bösartiger (maligner) Tumoren sind ein

meist schnelles, infiltrierendes und invasives Wachstum. Es gibt keine scharfe Ab-

grenzung zum umgebenden Gewebe und maligne Tumoren besitzen die Fähigkeit,

Metastasen zu bilden. Bei einer Metastase handelt es sich um eine Tochtergeschwulst

des eigentlichen Tumors, die durch Streuung von Tumorzellen in entferntes Gewebe

entstehen kann. In Abhängigkeit von ihrem zellulären Ursprung können maligne Tu-

moren näher charakterisiert werden. So werden Tumoren, die von hämatopoetischen

bzw. lymphoiden Zellen abstammen, als Leukämien respektive Lymphome bezeich-

net. Als Karzinome bezeichnet man Tumoren, die von epithelialen Zellen abstam-

men. Hingegen werden Tumoren, die sich von mesenchymalen Zellen herleiten, Sarko-

me genannt. Neben den bösartigen Tumoren gibt es auch gutartige (benigne) Tumo-

ren. Diese Tumoren sind hochdifferenziert, scharf abgegrenzt und wachsen langsam

und expansiv.

Die Entstehung von Krebs auf molekularer Ebene ist trotz intensiver Forschung noch

weitgehend unverstanden. Ursachen für eine Krebsentstehung sind Veränderungen

auf genetischer Ebene. So können beispielsweise Mutationsereignisse zur Überakti-

vierung von Genen, so genannten Proto-Onkogenen (z.B. MYC, MDM2, RAS, etc.),

die insbesondere für Zellwachstum und Zellteilung verantwortlich sind, führen. Auch

die Hemmung der Expression bestimmter Gene, so genannter Tumorsuppressorgene

(z.B. TP53, RB1, BRCA1, etc.), die für das zelluläre Schicksal verantwortlich sind,

kann zur Entartung der Zellen beitragen. Aber erst das Auftreten von mehreren

genetischen Ereignissen kann schließlich zur malignen Transformation einer Zelle

und somit zur Tumorentstehung führen. Auslöser für die Entwicklung eines Tumors

kann beispielsweise die Exposition mit krebsauslösenden Stoffen, so genannten Kar-

zinogenen, sein. Ebenso können virale Infekte zu einer Zelltransformation führen.

Ein Virus, das in Zusammenhang mit der Entstehung von Tumoren gebracht wird,

ist das Epstein-Barr-Virus (EBV). Denis Burkitt vermutete bereits 1958 einen Zu-

sammenhang zwischen dem Auftreten des nach ihm benannten Burkitt-Lymphoms
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(siehe 2.1.2) und eines krankheitsassoziierten infektiösen Agenz, welches sich später

als EBV herausstellte (Rickinson und Kieff et al., 1996). Die Entwicklung eines

Zervikalkarzinoms steht ebenfalls im direkten Zusammenhang mit einer viralen In-

fektion, wobei es sich hier um den Humanen Papilloma-Virusstamm 16 handelt, der

zur Krebsentstehung führt (Schulz et al., 2005).

2.1 Das Epstein-Barr-Virus

Benannt nach seinen Entdeckern Anthony Epstein und Yvonne Barr, wurde das

Virus erstmals in Zelllinien entdeckt, die aus Burkitt-Lymphom-Biopsien etabliert

worden waren (Epstein et al., 1964). Das Virus gehört zur Gruppe der γ-Herpesviren

und wird auch als Humanes Herpesvirus 4 (HHV4) bezeichnet. Die Gruppe von

DNA-Viren wird weiter unterteilt in Lymphokryptoviren und Rhadinoviren. Das

Karposi’s Sarkoma-assoziierte Herpesvirus, welches zur Gruppe der Rhadinoviren

gehört, und das Epstein-Barr-Virus, das den Lymphokryptoviren angehört, sind

die einzigen humanen Viren innerhalb der γ-Herpesviren (Kieff und Rickinson et

al., 2001). Die verschiedenen Stämme der Epstein-Barr-Viren werden ihrerseits in

zwei Gruppen unterteilt, die sich hauptsächlich in der Aminosäuresequenz der EBV-

nukleären Antigene (EBNA) unterscheiden. Stämme der Gruppe 1 findet man in den

meisten Bevölkerungsgruppen, während Stämme der Gruppe 2 in Zentralafrika und

Neu Guinea zu finden sind (Kieff und Rickinson et al., 2001). Das Epstein-Barr-Virus

ist das erste beschriebene humane Tumor-assoziierte Virus.

2.1.1 EBV-Infektion und -Latenz

Eine Infektion mit EBV erfolgt in der Regel im Kindesalter und zumeist ohne An-

zeichen von Krankheitssymptomen. Infiziert man sich hingegen im Jugend- oder

Erwachsenenalter mit dem Virus, so kann man eine infektiöse Mononukleose, auch

Pfeiffersches Drüsenfieber oder
”
kissing disease” genannt, entwickeln (Rickinson und

Kieff et al., 1996). Die Symptome der Erkrankung sind denen einer Grippe ähnlich.

Mehr als 90% der erwachsenen Bevölkerung sind mit EBV infiziert (Schulz et al.,

2005). Die Übertragung des Virus erfolgt über den Speichel, der dann Schleimhau-
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tepithelzellen in Mund- und Rachenraum sowie B-Lymphozyten infiziert. Die Rei-

henfolge der Infektion ist jedoch noch nicht vollständig geklärt (Rickinson und Kieff

et al., 1996). Einmal infiziert, persistiert das Virus ein Leben lang in Gedächtnis-B-

Lymphozyten, kann aber jederzeit reaktiviert werden und neue Viren in den Rachen-

raum und damit in den Speichel sekretieren. In den infizierten B-Lymphozyten liegt

das 184kbp große EBV-Genom in Form einer zirkularisierten DNA, auch als Episom

bezeichnet, vor. Hierbei wird die latente Infektion von einer in 105 bis 106 periphe-

ren Blut-B-Lymphozyten getragen (Babcock et al., 2000). Charakteristischerweise

befinden sich mehrere Kopien des Episoms in der Zelle, wobei es in sehr seltenen

Fällen durchaus auch zur Integration in das Wirtsgenom kommen kann (Kieff und

Rickinson et al., 2001).

Zur Zeit werden vier Latenztypen definiert, die sich in der Expression der viralen La-

tenzgene unterscheiden (Tab. 1). In den Gedächtnis-B-Lymphozyten von gesunden

EBV-positiven Menschen kann der Latenztyp 0 nachgewiesen werden (Küppers et

al., 2003). B-Zellen, die in vitro mit EBV transformiert wurden, und EBV-positive

Zellkulturen weisen stets den Latenztyp III auf (Joseph et al., 2000). Zu den La-

tenzgenen gehören die sechs EBV-nukleären Antigene EBNA1, EBNA2, EBNA3A,

EBNA3B, EBNA3C und EBNA-LP. Hierbei ist die Expression von EBNA1-Protein

für die Beibehaltung des episomalen Zustandes von EBV essentiell (Kieff und Rickin-

son et al., 2001). EBNA1 wird mit Ausnahme des Latenztyps 0 in allen Latenztypen

exprimiert, wohingegen nur in Latenz III alle sechs EBNAs vorkommen.

Tab. 1: Latenz

Latenztyp exprimierte Gene Vorkommen

Latenz 0 EBERs 1, 2; LMP2A gesunde, seropositive Personen

Latenz I EBERs 1, 2; EBNA1; BARTs Burkitt-Lymphom

Latenz II EBERs 1, 2; EBNA1; BARTs; LMP1;
LMP2A; LMP2B

Hodgkin-Lymphom; T-Zell-Lymphom;
Nasopharynx-Karzinom

Latenz III EBERs 1, 2; EBNA1; EBNA2; EBNA3A;
EBNA3B; EBNA3C; EBNA-LP; BARTs;
LMP1; LMP2A; LMP2B

immunoblastische B-Zell-Lymphome

Die Latenten Membranproteine 1 (LMP1, siehe 2.2), LMP2A und LMP2B werden

in Latenz II und III exprimiert. Als virales Onkogen ist LMP1 essentiell für die

Transformation von B-Lymphozyten. Auf den strukturellen Aufbau von LMP1 und
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dessen Bedeutung bei der Transformation von Zellen wird näher in Kapitel 2.2 ein-

gegangen. Die Membranproteine LMP2A und LMP2B unterscheiden sich in einem

verkürzten Exon1 in LMP2B und einem daraus folgenden anderen Translationsstart-

punkt (Kieff und Rickinson et al., 2001). Die zwei kleinen, nicht polyadenylierten

RNAs (EBER1 und EBER2) treten ebenfalls in allen Latenztypen auf und befinden

sich als Komplex mit zellulären Proteinen (La, EAP) im Zellkern der infizierten Zelle

(Kieff und Rickinson et al., 2001). Ihre Funktionen sind jedoch noch unklar.

Eine weitere Gruppe viraler Genprodukte, die sich in allen Latenzen nachweisen

lässt, repräsentieren die erst kürzlich entdeckten mikroRNAs (miRNA). miRNAs

sind ca. 22nt lange, nicht-kodierende, kleine RNAs, welche die Stabilität und Trans-

lation der mRNA beeinflussen und eine wichtige Rolle bei der Regulation zellulärer

Prozesse spielen (Kloosterman et al., 2006). Während man die erste miRNA in

C.elegans nachwies, wurden virale miRNAs erstmals in Epstein-Barr-Viren gefun-

den (Lee et al., 1993; Pfeffer et al., 2004). Je nach Lage im viralen Genom unter-

teilt man die miRNAs in die Gruppe der BHRF1- mikroRNAs (miR-BHRF1, Bam

HI H rightward frame 1) und die der BART- mikroRNAs (miR-BART, Bam HI

A rightward transcripts), wobei die Funktionen der einzelnen miRNAs noch nicht

vollständig geklärt sind.

2.1.2 EBV-assoziierte Erkrankungen

In einem gesunden Menschen mit intaktem Immunsystem kommt es meist nicht

zu einem klinisch manifestierten Auftreten einer lymphoproliferativen Erkrankung

infolge einer EBV-Infektion. Dennoch gibt es eine Anzahl von Erkrankungen, de-

ren Entstehung mit dem Epstein-Barr-Virus assoziiert ist. Zu nennen sind hier

das Burkitt-Lymphom (siehe unten), das Nasopharynx-Karzinom (siehe unten), das

Hodgkin-Lymphom (siehe unten) und T-Zell-Lymphome. Ein Zusammenhang zwi-

schen Tumorentstehung und EBV kann auch bei Lymphomen, die bei immunsup-

premierten Menschen oder durch erbliche Veranlagung auftreten, gefunden werden.

Zur erstgenannten Gruppe gehören Patienten, die an AIDS erkrankt sind oder sich

einer Transplantation unterzogen haben.
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Tab. 2: EBV-assoziierte Erkrankungen

Erkrankung EBV-positive Fälle

Burkitt-Lymphom endemisch 100%

sporadisch 15-85%

AIDS-assoziiert 30-40%

Nasopharynx-Karzinom 100%

Hodgkin-Lymphom mc/ld 80-90%

ns 30%

T-Zell-Lymphome 40-100%

immunoblastische B-Zell-Lymphome erblich veranlagt 100%

nach Transplantation 100%

AIDS-assoziiert 70-80%

Quelle: Rickinson und Kieff et al. (1996)

Das Burkitt-Lymphom (BL). Das Burkitt-Lymphom ist eine besonders ag-

gressive Erkrankung und gehört zur Gruppe der hochmalignen Non-Hodgkin-Lym-

phome. Es ist B-zellulären Ursprungs und wurde erstmals von Denis Burkitt be-

schrieben (Burkitt et al., 1958). Die Tumorzellen weisen eine sehr hohe Proliferati-

onsrate auf und infiltrieren neben den Lymphknoten auch andere Organe. Es gibt

drei Formen des Burkitt-Lymphoms: das endemische, das sporadische und das AIDS-

assoziierte. Allen gemeinsam ist eine Chromosomentranslokation, die den MYC-

Genlokus (8q24.1) mit einbezieht. Das häufigste Ereignis ist die durch die Translo-

kation hervorgerufene Fusion mit dem Immunglobulin-Schwerkettenlokus (14q32).

Weniger oft kommt es zur Fusion mit den Immunglobulin-Leichtkettenloci für die λ

(22q11)- oder κ (2p12)-Leichte Kette (Schulz et al., 2005). Das translozierte MYC-

Gen wird somit sehr stark aktiviert und stimuliert Zellwachstum, Proliferation, aber

auch Apoptose (Boxer et al., 2001). Das endemische Burkitt-Lymphom findet man

in Gebieten mit hoher Malariainfektion in Zentralafrika und Neu Guinea. In Zentral-

afrika ist es die am häufigsten auftretende Tumorerkrankung bei Kindern unter 15

Jahren (Inzidenz 10/10000). Alle endemisch auftretenden Burkitt-Lymphome sind

zu 100% EBV-positiv (Tab. 2). Das sporadische Burkitt-Lymphom ist dagegen in

den westlichen Ländern zu finden (Rickinson und Kieff et al., 1996). Weitere Unter-

schiede zwischen endemischen und sporadischen Burkitt-Lymphomen sind das Alter

der Patienten und die Ausprägung des Krankheitsbildes. Menschen mit der Im-
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munschwächekrankheit AIDS können ebenfalls an einem B-Zell-Lymphom (Immu-

noblastisches- oder Burkitt-Lymphom) erkranken. In den westlichen Gesellschaften

entwickeln bis zu 10% der AIDS-Kranken ein Burkitt-Lymphom. Das charakteris-

tische EBV-Genexpressionsprofil ist das des Latenztyps I (Tab. 1). In allen EBV-

positiven Burkitt-Lymphomen muss sich das Virus bereits in der B-Zelle befunden

haben, bevor diese entartet ist. Dies gilt unabhängig davon, ob es sich um die en-

demische, sporadische oder AIDS-assoziierte Form des Burkitt-Lymphoms handelt,

da alle Tumorzellen den gleichen EBV-Episom-Klon aufweisen (Neri et al., 1991).

Das Hodgkin-Lymphom (HL). Hodgkin-Lymphome stellen eine Untergruppe

der Lymphomerkrankungen dar und sind eine der am häufigsten auftretenden ma-

lignen Lymphome in der westlichen Welt. Die Ursprungszelle für die Entstehung

dieses Lymphoms kann eine T- oder eine B-Zelle sein, wobei Erkrankungen mit B-

zellulärem Ursprung überwiegen. Kennzeichnend für das von Thomas Hodgkin be-

schriebene Lymphom ist das Auftreten einkerniger Hodgkin-Zellen und mehrkerni-

ger Reed-Sternberg-Zellen. Über 98% der Tumormasse bilden allerdings verschiedene

nicht-maligne infiltrierende Zellen. Hodgkin-Lymphome können in vier Klassen un-

terteilt werden: ein Lymphozyten-predominantes (lp), ein nodulär-sklerodisierendes

(ns), eines mit gemischter Zellularität (mc) und ein Lymphozyten-armes (ld) Hodg-

kin-Lymphom (Rickinson und Kieff et al., 1996). Auch in den EBV-positiven Hodg-

kin-Reed-Sternberg-Zellen muss sich das virale Genom bereits vor Entartung der

Zellen befunden haben. Der Anteil an EBV-positiven Fällen an den gesamten HLs

ist in Tabelle 2 aufgeführt. Im Durchschnitt liegt der Anteil bei 40–50% in der west-

lichen Welt (Jarrett et al., 1991). Die EBV-assoziierten Hodgkin-Lymphome weisen

den Latenztyp II auf (Tab. 1).

Das Nasopharynx-Karzinom. Eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus kann

ebenfalls zur Entstehung eines Nasopharynx-Karzinoms führen. Wenn es zur Aus-

prägung dieser Tumorentität aufgrund einer EBV-Infektion kommen sollte, dann

geschieht dies erst nach über 30 Jahren. 100% der Tumoren sind EBV-positiv,

sie besitzen den Latenztyp II (Tab. 1, 2) und weisen ein monoklonales Virusepi-

som auf (Rickinson und Kieff et al., 1996). Das Nasopharynx-Karzinom findet man
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hauptsächlich im südostasiatischen Raum, auf Grönland sowie in Nord- und Ostafri-

ka. Das Auftreten der Erkrankung in diesen Regionen kann mit den Essgewohnheiten

in Zusammenhang gebracht werden (Poirier et al., 1987). Auslöser hierfür können

flüchtige Nitrosamine sein, die bei der Konservierung von Lebensmitteln entstehen.

Für die Transformation der Zellen stellt die Expression von LMP1 die entscheidende

Komponente dar. Als wesentlicher Gegenstand dieser Arbeit wird der Aufbau und

die Funktion des Moleküls im nächsten Kapitel eingehend beleuchtet.

2.2 Das Latente Membranprotein 1

Das Latente Membran Protein 1 (LMP1) des Epstein-Barr-Virus gehört zu den

Latenzgenen und wird in den Latenztypen II und III nachgewiesen (Tab. 1). Es

scheint eine besondere Rolle bei der Entstehung EBV-assoziierter Erkrankungen

zu spielen: Die Expression von LMP1 ist essentiell für die Transformation von B-

Lymphozyten. Daher wird LMP1 auch als virales Onkogen bezeichnet (Kaye et al.,

1993). Wang et al. (1985) konnten zeigen, dass LMP1 in Nagerfibroblasten-Zelllinien

(Rat-1) transformierende Effekte zeigt und die Zellen ihre Fähigkeit zur Kontaktin-

hibierung verlieren. Diese LMP1-exprimierenden Zellen führten in Nacktmäusen zur

Tumorentstehung, während dies bei den LMP1-negativen Kontrollzellen nicht der

Fall war.

2.2.1 Struktur und Aufbau von LMP1

Das LMP1-Protein ist 63kDa (386 Aminosäuren) groß und setzt sich aus einem 24

Aminosäuren langen zytoplasmatischen N-Terminus, sechs Transmembrandomänen,

bestehend aus je 20 Aminosäuren langen α-Helices, und einem 200 Aminosäuren

langen zytoplasmatischen C-Terminus zusammen (Liebowitz et al., 1986) (Abb. 1).

LMP1 ist in den zytoplasmatischen Membranen der Zellen lokalisiert, wobei sich

ungefähr die Hälfte des zellulären LMP1 in der Zellmembran befindet (Liebowitz

et al., 1986). Voraussetzung für die Aktivierung von Signalwegen durch LMP1 ist,

dass diese in Form von Aggregaten in den sogenannten
”
Rafts” der Membranen der

Zellen vorliegen. Dabei befinden sich die Moleküle sowohl in der Plasmamembran als
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auch in Membranen zellulärer Kompartimente (Liebowitz et al., 1986; Kaykas et al.,

2001). Bei den Lipid-Rafts handelt es sich um Cholesterin- und Sphingolipid-reiche

Bereiche der Zellmembran. Ein Teil der LMP1-Proteine kann mit Komponenten des

Zytoskeletts interagieren, z.B. mit Vimentin (Liebowitz et al., 1987).

Der N-terminale Bereich von LMP1 ist für die Verankerung in der Membran, die In-

teraktion mit Komponenten des Zytoskeletts und den Abbau von LMP1 verantwort-

lich. Die Transmembrandomänen ermöglichen die Aggregation und Oligomerisierung

von LMP1-Molekülen, die dann ohne Bindung eines Liganden aktiv sind und somit

funktionell einem konstitutiv aktiven Rezeptor entsprechen (Gires et al., 1997). Eine

natürlich vorkommende Mutante des LMP1-Proteins (D1LMP1), deren N-Terminus

und die ersten vier Transmembrandomänen fehlen, kann nicht aggregieren und ist

demzufolge nicht in der Lage, Zellen zu transformieren (Wang et al., 1988; Liebowitz

et al., 1992). Obgleich LMP1 für eine Signaltransduktion in oligomerisierter Form

vorliegen muss, ist der C-Terminus die für die Signaltransduktion entscheidende

Komponente, da es ohne die letzten 200 Aminosäuren nicht zur Immortalisierung

von B-Lymphozyten kommt (Kaye et al., 1995). Der zytoplasmatische C-Terminus

(AS 187-386) wird funktionell in die C-terminalen Aktivierungsregionen 1 und 2

(CTAR1 und CTAR2) unterteilt (Abb. 1). In Mutationsanalysen wurde festgestellt,

dass CTAR1 für die transformierenden Eigenschaften von LMP1 essentiell ist (Izumi

et al., 1997a; Kaye et al., 1999). CTAR2 scheint hingegen für die Aufrechterhaltung

dieses Phänotyps verantwortlich zu sein, da es ohne sie zwar zu einer Immortali-

sierung von B-Lymphozyten kommt, das Wachstum dieser Zellen aber endlich ist

(Izumi et al., 1997b).

Da der C-Terminus von LMP1 der signalgebende Teil des Proteins ist, stellt die-

ser für eine Vielzahl von Proteinen den Bindungspartner dar. So konnte gezeigt

werden, dass TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren (TRAFs) an CTAR1 (TRAF1,

2, 3, 5) und CTAR2 (TRAF2, 6) binden (Mosialos et al., 1995; Devergne et al.,

1996; Brodeur et al., 1997; Schultheiss et al., 2001; Shirakata et al., 2001). Hierbei

sind für die Bindung von TRAFs an CTAR1 die Aminosäuremotive PxQxT bzw.

PxQxxD notwendig, wobei x für eine beliebige Aminosäure steht (Devergne et al.,

1998; Ye et al., 1999). CTAR2 weist ebenfalls Interaktionspartner auf. An das Ami-
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nosäuremotiv YYD bindet der N-Terminus des TRADD (TNF-Rezeptor-assoziierte

Todesdomäne)-Moleküls. Die Bindung der TRAF-Moleküle erfolgt über TRADD.

Das Motiv YYD sowie ein weiterer Teil in Richtung des N-Terminus von LMP1

sind ebenfalls notwendig für die Bindung von RIP (Rezeptor-interagierendes Prote-

in) (Izumi et al., 1999a). Gires et al. (1999) zeigten, dass sich zwischen den CTARs

Bindestellen für die Januskinase 3 (Jak3) befinden und diese dort mit LMP1 in-

teragiert. Die auch als CTAR3 bezeichnete Region hat aber keinen Einfluss auf die

Transformation von B-Lymphozyten (Izumi et al., 1999b). Da die Jak3-Bindung an

LMP1 in anderen Untersuchungen nicht bestätigt werden konnte, ist dies zur Zeit

Gegenstand kontroverser Diskussionen (Higuchi et al., 2002).

Abb. 1: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von LMP1 und den aktivier-
ten Signalwegen. Das Membranprotein LMP1 besteht aus sechs Transmembrandomänen, einem
zytoplasmatischen N- und einem zytoplasmatischen C-Terminus. Funktionell wird der C-terminale
Bereich in die Domänen CTAR1, CTAR2 und CTAR3 unterteilt. Diese sind durch die Konsen-
susmotive PxQxT in der CTAR1 und YDD in der CTAR2 Bindungspartner für unterschiedliche
Moleküle und tragen so zur Aktivierung von Signalwegen bei.
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2.2.2 LMP1-aktivierte Signalwege

Der wohl am besten untersuchte, durch LMP1 aktivierte Signalweg ist der NF-κB-

Signalweg. Dieser spielt in Zellen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Apop-

tose, Proliferation, Wachstum, Inflammation und Onkogenese. LMP1 induziert die

Aktivierung von NF-κB durch die direkt an CTAR1 oder indirekt über TRADD

an CTAR2 gebundenen TRAF-Moleküle (Abb. 1). Somit tragen beide CTARs zur

NF-κB-Aktivierung bei, wobei CTAR2 stärker involviert ist (Huen et al., 1995; Mit-

chell und Sugden, 1995). Infolge der NF-κB-Aktivierung kommt es zur Expressi-

on der anti-apoptotischen Gene A20 und cIAP, der Zelloberflächen-Antigene CD40

und CD54 sowie der Zytokine IL-6 und IL-8 (Eliopoulos und Young, 2001). Luf-

tig et al. (2003) fanden heraus, dass die Aktivierung von NF-κB durch LMP1 in

Abhängigkeit von TRAF6 und IRAK1 geschieht. Anhand ihrer Experimente in em-

bryonalen Mäusefibroblasten (MEFs) konnten sie in TRAF6-knock out-MEFs keine

Aktivierung von NF-κB durch LMP1 wohl aber durch TNF zeigen. Eine direk-

te Bindung von TRAF6 an LMP1 wurde noch nicht nachgewiesen. Es wird daher

vermutet, dass die Rekrutierung von TRAF6 über Adapterproteine an die CTAR2

erfolgt (Luftig et al., 2003). Schultheiss et al. (2001) postulieren ebenfalls eine indi-

rekte Interaktion von LMP1 und TRAF6. Jedoch sehen sie TRAF6 als Bestandteil

des signalgebenden Komplexes aggregierter LMP1-Moleküle.

Betrachtet man die Interaktionspartner und die Signalwege von LMP1, so kann

man Gemeinsamkeiten mit den Rezeptoren der TNF-Familie feststellen. Funktionell

wird LMP1 als CD40-Homolog gesehen, da auch hier TRAF-Moleküle an das gleiche

Konsensusmotiv binden, wie sie es an CTAR1 im LMP1 tun (Uchida et al., 1999).

Durch die neueren Erkenntnisse von Luftig et al. (2003) sind nun ebenfalls Gemein-

samkeiten mit den Signalkaskaden der Toll-like-Rezeptoren (TLR), im Speziellen

des IL-1-Rezeptors, zu finden. Die durch LMP1 aktivierten Signalwege beinhalten

Komponenten der Signalwege sowohl des TNF- als auch des TL-Rezeptors. LMP1

kann deshalb nicht mehr ausschließlich als TNF-Rezeptor-Homolog gesehen werden.

In der Literatur gib es Hinweise, dass LMP1 den Jak/STAT-Signalweg (siehe 2.3)

aktivieren kann. So können Gires et al. (1999) eine direkte Interaktion von Jak3 mit

LMP1 zeigen. In diesem Zusammenhang konnte ebenfalls eine erhöhte Bindungs-
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aktivität von STAT1 an die DNA nachgewiesen werden. Neben STAT1 kann aber

auch STAT3 EBV-abhängig in lymphoblastoiden Zelllinien (LCL) von Patienten mit

einer lymphoproliferativen Erkrankung infolge einer Transplantation konstitutiv ak-

tiv vorliegen (Nepomuceno et al., 2002). Es wird vermutet, dass dies im Zusammen-

hang mit der autokrinen IL-10-Produktion dieser Zellen steht. Eine Aktivierung von

STAT-Proteinen (STAT3, STAT5), die durch LMP1 verursacht wird, konnte eben-

falls in Nasopharynx-Karzinom-Zelllinien beobachtet werden (Chen et al., 2003). Die

Aktivierung von STAT3 ist hier im Zusammenhang mit einer von IL-6 abhängigen,

positiv regulierten Feedbackschleife zu sehen.

Zu den Signalwegen, die durch LMP1 aktiviert werden, gehören auch die der Mito-

gen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Familie. Diese Kinasen, zu denen die Grup-

pen der JNKs (c-Jun N-terminale Kinase), p38/MAPKs und ERKs (engl.: extra-

cellular signal regulated kinase) gehören, werden infolge der MAPK-Kaskade ak-

tiviert. Auslöser dieser Signalwege können Wachstumsfaktoren, Zytokine oder zel-

lulärer Stress sein. Die Aktivierung von JNK durch LMP1 erfolgt ausschließlich über

CTAR2, wobei TRAF2 involviert zu sein scheint (Eliopoulos et al., 1999a; Kieser

et al., 1999). Dies führt zur Aktivierung von AP-1 (Kieser et al., 1997). Hierbei

handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die in Form von Homo- oder Heterodi-

meren aus Komponenten der Transkriptionsfaktorfamilien ATF, Jun und Fos beste-

hen und eine Rolle bei der Zellproliferation und der Apoptose spielen (Shaulian et

al., 2001). p38/MAPKs können innerhalb der MAPK-Kaskade durch die MAPKK

MKK3 und MKK6 aktiviert werden. Für eine Induktion von p38 durch LMP1 ist so-

wohl die CTAR1 als auch die CTAR2 erforderlich (Eliopoulos et al. (1999b); Abb. 1).

Über TRADD, TRAF2 und die Rekrutierung von TRAF6 in den signalgebenden

Komplex aggregierter LMP1-Moleküle kommt es zur Aktivierung von p38 durch

MKK6 (Schultheiss et al., 2001). Dies wiederum führt zur Aktivierung von ATF-2

und der Expression von Zytokinen wie IL-6 bzw. IL-8 in epithelialen Zellen (Elio-

poulos et al., 1999b). Die p38/MAPK-abhängige Induktion von IL-10 konnte in

LMP1-exprimierenden Burkitt-Lymphomzellen nachgewiesen werden (Vockerodt et

al., 2001). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass p38 eine Rolle in der posttranslatio-

nalen Modifikation spielt. Für das Chemokin IL-8, das ein AU-reiches cis-Element

(ARE) im 3’-untranslatierten Bereich der mRNA besitzt, konnte eine Stabilisierung
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der mRNA in Abhängigkeit von p38 und MK2 (MAP-Kinase-aktivierte Proteinkina-

se 2) festgestellt werden (Winzen et al., 1999). MK2 ist ein direktes Ziel von p38 und

wird durch Phosphorylierung aktiviert. Für die Stabilisierung der ARE-enthaltenden

mRNAs durch p38 werden ARE-bindende Proteine benötigt. Es wurde bereits eine

Vielzahl dieser Proteine identifiziert. Dennoch ist unklar, welches der identifizierten

Proteine zusammen mit p38 eine Rolle bei der Stabilisierung der mRNA spielt (De-

an et al., 2004). Aufbauend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zu p38 und IP-10

(IFN-γ induzierbares Protein, 10kDa) werden in dieser Arbeit weitere Studien zu

p38 im Zusammenhang mit der mRNA-Stabilisierung in Burkitt-Lymphomzelllinien

durchgeführt.

Es gibt Hinweise, die auf einen Zusammenhang zwischen der Expression des Onko-

gens LMP1 und der Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges hindeuten. Demnach

ist es wahrscheinlich, dass die Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges eine wichtige

Rolle bei der EBV-vermittelten Tumorentstehung spielt. Dennoch ist nicht vollkom-

men geklärt, wie die Aktivierung erfolgt. Dies näher zu untersuchen, ist Gegenstand

dieser Arbeit. Im Folgenden wird daher der Jak/STAT-Signalweg näher erläutert.

2.3 Der Jak/STAT-Signalweg

Insbesondere Zellen des Immunsystems benötigen für die Übermittlung von Signa-

len Zytokine. Dies sind kleine Proteine (15–25kDa), die von den Zellen des Im-

munsystems sezerniert werden und somit Stärke und Dauer einer Immunreaktion

steuern. Infolge ihrer Arginin- und Uracil-reichen Sequenzen im 3’-Bereich der mR-

NA besitzen sie eine geringe Halbwertszeit (Roitt et al., 1993). Das Auslösen einer

Signalkaskade geschieht durch Bindung des Zytokins an seinen Rezeptor. Man un-

terscheidet zwei strukturell verwandte Zytokinrezeptorfamilien: Typ 1- und Typ 2-

Zytokinrezeptoren. Diese Rezeptoren besitzen keine intrinsische Kinaseaktivität wie

beispielsweise Rezeptortyrosinkinasen und sind deshalb abhängig von Kinasen wie

etwa den Januskinasen (Jaks). Neben Jak/STAT können aber auch noch andere

Signalwege, beispielsweise MAPK- und PI3K-Signalwege, durch Zytokine aktiviert

werden. Die Januskinasen sind eine Familie von Tyrosinkinasen mit den vier Mit-

gliedern Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2, welche mit den Zytokinrezeptoren assoziiert
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sind (Ortmann et al., 2000). Die Bindung an den Rezeptor erfolgt mit dem N-

Terminus der Jaks, die je nach Zytokinrezeptor in verschiedenen Kombinationen

(z.B. Jak1/Jak2) an die Untereinheiten des Rezeptors binden. Die sich C-terminal

befindende Kinasedomäne des Rezeptors ist für die weitere Signalübertragung durch

Phosphorylierung verantwortlich. Die Pseudo-Kinasedomäne der Jaks ist für die

Kinaseaktivität erforderlich und fördert die Bindung der STAT-Moleküle (engl.: si-

gnal transducer and activator of transcription) (Steelman et al., 2004). Diese Fami-

lie von Transkriptionsfaktoren besteht aus 7 Mitgliedern (STAT1, STAT2, STAT3,

STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6). Zur Aktivierung der STATs müssen diese spe-

zifisch phosphoryliert werden. Dies geschieht durch die Übertragung einer Phos-

phatgruppe auf Tyrosin durch die Januskinasen oder auf Serin durch MAPKinasen

(Goh et al., 1999; Lim et al., 1999). Es gibt zwei DNA-Motive, an welche die STAT-

Moleküle binden können: das Interferon-stimulierte DNS-Bindungsmotiv (ISRE) so-

wie das γ-aktivierte Sequenzelement (GAS).

Die Signaltransduktion durch den Jak/STAT-Signalweg ist in Abbildung 2 schema-

tisch dargestellt. Die Bindung eines Zytokins an seine entsprechende Rezeptorun-

tereinheit führt zur Dimerisierung der Untereinheiten. Die an die Rezeptorunter-

einheiten gebundenen Jaks kommen nun in räumliche Nähe zueinander, was eine

Abb. 2: Schematische Darstellung des Jak/STAT-Signalweges. Die Bindung von Zytoki-
nen an ihre Rezeptoruntereinheiten führt zur Dimerisierung des Rezeptors. Die daran gebundenen
Januskinasen werden autophosphoryliert und können daraufhin den Rezeptor phosphorylieren, an
welchen dann die STAT-Moleküle mit ihrer SH2-Domäne binden können. Diese werden darauf-
hin ebenfalls von den Januskinasen phosphoryliert. In diesem aktivierten Zustand dissoziieren die
STATs vom Rezeptor und wandern nach erfolgreicher Dimerisierung in den Zellkern, wo sie als
Transkriptionsfaktoren verschiedene Zielgene aktivieren. Quelle: Janeway et al. (2005)
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Autophosphorylierung der Jaks zur Folge hat. Dies führt im weiteren Verlauf zur

spezifischen Tyrosin-Phosphorylierung der Rezeptoruntereinheiten und damit zur

Bildung von Bindestellen für die STATs. Diese binden mit ihrer SH2-Domäne an

den Rezeptor und werden ebenfalls von den Januskinasen an Tyrosinen phosphory-

liert. In diesem Zustand dissoziieren die STATs vom Rezeptor, bilden Homo- oder

Heterodimere und wandern in den Zellkern, wo sie die Transkription verschiede-

ner regulatorischer Gene etwa für Wachstum, Apoptose und Angiogenese der Zelle

aktivieren (Bromberg et al., 2002).

2.3.1 Rückkopplungsmechanismen zur Hemmung des Jak/STAT-Signal-

weges

Die Hemmung des Jak/STAT-Signalweges kann durch verschiedene Mechanismen

erfolgen. Die wichtigste Gruppe der Negativregulatoren des Jak/STAT-Signalweges

stellen die SOCS-Proteine (engl.: suppressor of cytokine signaling) dar. Diese wer-

den von den STATs selbst aktiviert und sind somit Bestandteil einer negativen

Rückkopplungsschleife (Feedbackloop) (Hilton et al., 1999). Diese Proteinfamilie, die

durch Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren innerhalb kürzester Zeit aktiviert

werden kann, besitzt als strukturelles Merkmal ebenfalls eine SH2-Domäne (Krebs et

al., 2000). Die Familie der SOCS-Proteine besteht aus acht Mitgliedern (CIS, SOCS1,

SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6, SOCS7). Mit Hilfe der SH2-Domäne bin-

den die SOCS-Moleküle entweder an die phosphorylierten Jaks oder die aktivierten

Rezeptoren (Sasaki et al., 1999; Schmitz et al., 2000). Ein weiteres Strukturmerk-

mal ist die C-terminal gelegene SOCS-Box. Über die Bindung von Elongin C wird

eine E3-Ligase rekrutiert, was zur Ubiquitinierung sowohl von SOCS-gebundenen

Proteinen als auch von SOCS selber und dem damit verbundenen Proteinabbau im

Proteasom führt (Kamura et al., 1998; Zhang et al., 1999). Die Bindung von Elon-

gin C an SOCS könnte aber nicht nur mit dem Abbau sondern auch mit der Stabi-

lisierung von SOCS in Zusammenhang stehen. So zeigten Haan et al. (2003), dass

eine Phosphorylierung von SOCS3 zur Zerstörung des SOCS-Elongin C-Komplexes

führt und SOCS3 dadurch schneller abgebaut wird.

Eine weitere Möglichkeit, um den Jak/STAT-Signalweg zu inhibieren, besteht in der
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Dephosphorylierung von Jaks und STATs durch Phosphatasen. Es handelt sich hier-

bei um SHP-1 und SHP-2 aus der Familie der SH-Phosphatasen (SHP). Diese binden

mit ihrer N-terminalen SH2-Domäne die phosphorylierten Tyrosine von Januskina-

sen oder Zytokinrezeptoren und führen mit Hilfe ihrer C-terminalen Protein-Tyrosin-

Phosphatase-Domäne zur Dephosphorylierung der gebundenen Tyrosine (Wormald

et al., 2004). Für die Inhibierung des IL-6-Signalweges ist es unter anderem notwen-

dig, dass SHP2 an ein spezifisches Tyrosin der gp130-Rezeptoruntereinheit bindet

(Stahl et al., 1995). Chung et al. (1997) und Liu et al. (1998) konnten zeigen, dass

die Transkriptionsaktivierung von STAT1 und STAT3 durch die Bindung von PIAS-

Molekülen (engl.: protein inhibitor of activated STATs) inhibiert wird. Die Familie

der PIAS-Proteine besteht mittlerweile aus 5 Mitgliedern: PIAS1, PIAS3, PIASxα,

PIASxβ und PIASy (Shuai et al., 2000). Alle Moleküle besitzen eine E3-SUMO-

Ligase-Aktivität, was zur Sumoylierung der gebundenen Proteine führt. Bei SUMO

(engl.: small ubiquitin-related modifier) handelt es sich um ein 11kDa-Protein, wel-

ches als posttranslationale Modifikation kovalent an Lysine gebunden wird. Inner-

halb der PIAS-Familie gibt es unterschiedliche Strategien, um die Aktivität der

STATs zu inhibieren. Für PIAS1 und PIAS3 wurde gezeigt, dass sie die Bindung

von STAT1 und STAT3 an die DNA inhibieren (Wormald et al., 2004).

2.3.2 Der Jak/STAT-Signalweg in Tumoren

Kurz nach seiner Entdeckung wurde eine Fehlregulation des Jak/STAT-Signalweges

mit verschiedenen Tumorentitäten in Zusammenhang gebracht. So kommt es bei-

spielsweise durch chromosomale Veränderungen zu einem Fusionsprotein, beste-

hend aus Jak2 und der Oligomerisierungsdomäne des Ets-Transkriptionsfaktors (Tel-

Jak2), was eine Liganden-unabhängige, konstitutiv aktive Januskinase 2 zur Folge

hat (Lacronique et al., 1997; Peeters et al., 1997). Dies führt dann zu einer per-

manenten Aktivierung von STAT-Proteinen, die durch die Aktivierung von anti-

apoptotischen, Wachstums- und Angiogenese-fördernden Genen zur malignen Ent-

artung der Zellen beitragen. Das Tel-Jak-Fusionsprotein findet man besonders häufig

in Leukämien (ALL, CML). Eine anormale Aktivierung von STAT-Proteinen, ins-

besondere von STAT3, STAT5 und STAT1, ist in einer Reihe von soliden Tumoren,
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Leukämien und Lymphomen nachgewiesen worden (Bromberg et al., 2002), wo-

bei deren Aktivierung nicht allein auf die Januskinasen zurückzuführen ist. STAT3

und STAT1 sind auch deshalb von besonderem Interesse, weil sie sowohl Homo-

als auch Heterodimere bilden können. Auch andere Kinasen, wie Rezeptortyrosin-

kinasen (EGF, RET, KIT) und zytoplasmatische Kinasen (Src, Abl), spielen bei

der Aktivierung der STATs eine Rolle und können bei Fehlregulation zu einer per-

manenten STAT-Aktivierung führen (Bromberg et al., 2002; Bowman et al., 2000).

STAT3 ist das am häufigsten in Tumoren und Tumorzelllinien dereguliert vorlie-

gende STAT-Protein. Es konnte gezeigt werden, dass Tumorzelllinien von einem

konstitutiv aktiven STAT3 abhängig sind und dessen Inhibierung zu Zellarrest und

Apoptose führt (Bromberg et al., 2002). Wie bereits erwähnt, darf aber nicht außer

Acht gelassen werden, dass einer Deregulation von STAT-Proteinen eine Fehlregu-

lation der aktivierenden Kinase vorausgehen kann.

Eine ständige Aktivierung von STAT-Proteinen kann auch durch eine Fehlregulation

der Inhibitoren des Jak/STAT-Signalweges ausgelöst werden. So zeigten Yoshikawa

et al. (2001), dass eine Methylierung des SOCS1-Gens und die damit verbundene In-

hibierung der Transkription des Gens zu einer konstitutiven STAT3-Aktivierung in

Leberzellkarzinom-Zelllinien führt. Die Hypermethylierung des SOCS3-Promotors

führt ebenfalls zum Verlust der inhibierenden Funktion von SOCS3 in Mamma-

karzinom- und Lungenkarzinom-Zelllinien (He et al., 2003). Es wird auch vermu-

tet, dass die Herunterregulation des STAT-Inhibitors PIAS3 im Anaplastisch-Groß-

zelligen-Lymphom für die hohen Level an aktiviertem STAT3 verantwortlich sein

könnte (Zhang et al., 2002).
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2.4 Aufgabenstellung

Die Expression des Latenten Membranproteins 1 (LMP1) des Epstein-Barr-Virus

(EBV) ist für die Transformation einer mit EBV infizierten humanen B-Zelle essen-

tiell. Im Zusammenspiel mit anderen viralen Faktoren trägt LMP1 durch die von

ihm aktivierten Signalwege zur Immortalisierung und malignen Entartung von EBV-

infizierten Zellen bei. Einer dieser Signalwege ist der Jak/STAT-Signalweg, wobei

dessen Aktivierung bislang nur unzureichend geklärt ist.

Grundlage dieser Arbeit ist die Hypothese, dass der durch EBV aktivierte

Jak/STAT-Signalweg auch zu einer Aktivierung der negativen Rückkopplungsme-

chanismen in Form von SOCS3 in Burkitt-Lymphomzellen führt.

Zur Klärung dieser Annahme soll die Beantwortung folgender Fragestellungen bei-

tragen:

- Wie ist der Jak/STAT-Signalweg in EBV-positiven und -negativen Burkitt-

Lymphomzellen aktiviert?

- Ist die Expression des viralen Onkoproteins LMP1 ausreichend, um den

Jak/STAT-Signalweg zu aktivieren?

- Führt die EBV/LMP1-vermittelte STAT3-Aktivierung zur Expression von

SOCS3, eines Negativregulators des Jak/STAT-Signalweges?

- Welcher Mechanismus liegt der EBV-abhängigen Aktivierung des Jak/STAT-

Signalweges und von SOCS3 zu Grunde?

a) Gibt es einen direkten Mechanismus, der den p38/MAPK-Signalweg und

damit die Regulation der mRNA-Stabilität mit einbezieht?

b) Wird der Jak/STAT-Signalweg indirekt über EBV/LMP1-induzierte Zy-

tokine aktiviert?
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3 Material

3.1 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tab. 3: verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellursprung Referenz

BHK Fibroblast, Baby-Hamsterniere MacPherson et al. (1962)

BHK-CD40L Fibroblast, Baby-Hamsterniere Hess et al. (1995)

BL2 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Bertrand et al. (1981)

BL2P3HR1 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL2B95-8 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL30 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL30P3HR1 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL30B95-8 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL41 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Lenoir et al. (1985)

BL41P3HR1 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL41B95-8 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Calender et al. (1987)

BL36 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Lenoir et al. (1985)

BL74 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Nilsson et al (1975)

BL60 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Lenoir et al. (1985)

Ramos B-Zelle, Burkitt-Lymphom Klein et al. (1975)

L660 B-Zelle, Burkitt-Lymphom Lenoir et al. (1985)

IARC304 B-Zelle, LCL Lenoir et al. (1985)

L428 B-Zelle, Hodgkin-Lymphom Schaadt et al. (1979)

HDLM2 T-Zelle, Hodgkin-Lymphom Diehl et al. (1985)

L1236 B-Zelle, Hodgkin-Lymphom Wolf et al. (1996)

L540 T-Zelle, Hodgkin-Lymphom Diehl et al. (1981)

L591 B-Zelle, Hodgkin-Lymphom Diehl et al. (1982)

KM-H2 B-Zelle, Hodgkin-Lymphom Kamesaki et al. (1986)

3.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien

Nachstehend (Tab. 4) sind alle regelmäßig verwendeten Geräte und deren Her-

steller aufgeführt. Artikel des täglichen Laborbedarfs, wie Pipettenspitzen, Reak-

tionsgefäße, Zellkulturflaschen, Röntgenfilme, Sterilfilter, etc. wurden von den Fir-

men GE Healthcare (München), Braun (Melsungen), Eppendorf (Hamburg), Bec-
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ton Dickinson (Heidelberg), Greiner (Nürtingen), Nunc (Wiesbaden) und Sarstedt

(Nümbrecht) bezogen.

Tab. 4: Geräte

Geräte Hersteller

Biofuge pico Heraeus Instruments, Hanau

Brutschrank Cytoperm Heraeus Instruments, Hanau

Brutschrank BBD 6220 Heraeus Instruments, Hanau

Consort E734 Power Supply Schütt Labortechnik, Göttingen

Elektrophoreseeinheit BioRad, München

Elektroporationsgerät Easyject Geneflow Ltd, Staffordshire, UK

FACScan Gerät Becton Dickinson, Heidelberg

Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg

Hera-Freez -80 °C Kühleinheit Heraeus Instruments, Hanau

IKAMAG RCT Magnetrührer/Heizplatte IKA, Staufen

Incudrive Inkubator Schütt Labortechnik, Göttingen

Inkubator Certomat® H B. Braun Biotech International, Göttingen

Inverses Durchlichtmikroskop (Telaval 31) Zeiss, Jena

Inverses Fluoreszenzmikroskop (Leitz DM IL) Leica, Wetzlar

Microflow Laminar Downflow Workstation Bioquell, Andover, UK

Multifuge 3 L-R Heraeus Instruments, Hanau

Power Pac 300 Power Supply BioRad, München

Spektrometer Eppendorf, Hamburg

TaqMan 7900HT Real-Time-PCR-System Applied Biosystems, Foster City, USA

Tischzentrifuge 1-15k SIGMA-Laborzentrifugen, Osterode

Tischzentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg

Trio-Thermoblock mit Deckelheizung Biometra, Göttingen

Überkopfmischer Heidolph Instruments, Schwabach

Ultra Low -152 °C Kühleinheit Sanyo, Gunma, Japan

Ultraschallbad Branosonic 220 Lab Extreme Inc, Kent City, USA

Vortex Genie 2 Schütt Labortechnik, Göttingen

Wasserbad Kötterman Labortechnik, Hänigsen
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3.3 Chemikalien

In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tab. 5: Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid 40% BioRad, München

Actinomycin D Merck, Darmstadt

Agar Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Agarose Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Borsäure Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bradford-Reagenz BioRad, München

Brij97 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BSA Serva, Heidelberg

BSA (Zellkultur getestet) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Complete Mini Roche, Mannheim

D-MEM Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DTT Serva, Heidelberg

dNTP-Mix (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) Promega, Mannheim

EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Essigsäure (p.a.) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethanol 96% (p.a.) J.T. Baker, Deventer, Holland

Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Facs Flow Becton Dickinson, Heidelberg

FBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ficoll 400 Pharmacia, Uppsala, Schweden

Geneticin Invitrogen, Karlsruhe

Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe

Glycerin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glycin Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Invitrogen, Karlsruhe

HEPES-Puffer Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hygromycin B Invitrogen, Karlsruhe

Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin-Lösung Sigma-Aldrich, Taufkirchen

MACSelect LNGFR MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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Chemikalien Hersteller

Magermilchpulver BioRad, München

Membrane Blocking Agent GE Healthcare, München

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Methanol 100% (p.a.) J.T. Baker, Deventer, Holland

µMACS Protein A MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Natriumacetat Serva, Heidelberg

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumdeoxycholat Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat Merck, Darmstadt

Natriumfluorid Roth, Karlsruhe

Natriumvanadat Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Nonidet P40 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PBS Invitrogen, Karlsruhe

PMSF Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ponceau S Sigma-Aldrich, Taufkirchen

RPMI-1640 Zellkulturmedium Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Protein-Standard für SDS-PAGE GE Healthcare, München

Re-Blot Plus Mild Chemicon International, Hofheim

Salzsäure 37% Merck, Darmstadt

SB202190 Merck, Darmstadt

Schwefelsäure J.T. Baker, Deventer, Holland

TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tris Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypsin-EDTA-Lösung PAA, Cölbe

Trypton Becton Dickinson, Heidelberg

Tween 20 Serva, Heidelberg

Xylencyanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen

100bp DNA Leiter Invitrogen, Karlsruhe

1kbp DNA Leiter Invitrogen, Karlsruhe

3.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme (
”
Kits”)

Nachstehend (Tab. 6) sind die verwendeten Kits aufgeführt.

Tab. 6: Reaktionssysteme

Kits Hersteller

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v1.1 Applied Biosystems, Foster City, USA

ECLTM-Western Blotting Reagenz GE Healthcare, München
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Kits Hersteller

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

CD4-Multi Sort Kit Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega, Mannheim

IL-6 Eli-pair ELISA Kit Diaclone, Giessen

IL-10 Eli-pair ELISA Kit Diaclone, Giessen

PathDetect® in Vivo Signal Transduction Path-
way trans-Reporting Systems

Promega, Mannheim

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Taqman Reverse Transcriptase Kit Applied Biosystems, Foster City, USA

Taqman Universal PCR Mastermix Applied Biosystems, Foster City, USA

TOPO -TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe

3.5 Antikörper

Die Primär- und Sekundärantikörper für die Proteindetektion im Immunoblot sowie

die Antikörper zur Analyse zellbiologischer Parameter, die in dieser Arbeit Verwen-

dung fanden, sind in den Tabellen 7 und 8 aufgelistet.

Tab. 7: Antikörper für die Proteindetektion im Immunoblot

Antigen Artikel-Nr. Spezifität Hersteller

Aktin MAB1501 monokl. Maus IgG Chemicon International, Hofheim

Jak1 sc-277 polykl. Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Jak2 sc-294 polykl. Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Jak3 sc-513 polykl. Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

LMP1 M 0897 monokl. Maus IgG Dako, Hamburg

P-STAT1 9172 polykl. Kaninchen IgG Cell Signaling Technologies, Frankfurt
a.M.

P-STAT3 9131 polykl. Kaninchen IgG Cell Signaling Technologies, Frankfurt
a.M.

P-Tyrosin 05-321 monokl. Maus IgG Upstate, Lake Placid, USA

P-Tyk2 9321 polykl. Kaninchen IgG Cell Signaling Technologies, Frankfurt
a.M.

STAT1 9171 polykl. Kaninchen IgG Cell Signaling Technologies, Frankfurt
a.M.

STAT3 9132 polykl. Kaninchen IgG Cell Signaling Technologies, Frankfurt
a.M.

SOCS3 sc-7009 polykl. Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
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Antigen Artikel-Nr. Spezifität Hersteller

SOCS3 18395 polykl. Kaninchen IgG IBL, Gunma, Japan

Tyk2 sc-169 polykl. Kaninchen IgG Cell Signaling Technologies, Frankfurt
a.M.

Kaninchen-
HRP

sc-2313 polykl. Esel IgG Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg

Maus-HRP sc-2005 polykl. Ziege IgG Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg

Ziege-HRP P0449 polykl. Kaninchen IgG Dako, Hamburg

Tab. 8: Antikörper für die Anwendung in der Zellkultur

Antigen Artikel-Nr. Spezifität Hersteller

CD4-PE A07751 monokl. Maus Beckman Coulter, Krefeld

CD54-FITC MCA1616F polykl. Maus IgG Serotec, Düsseldorf

CD126-FITC 852.031.010 monokl. Maus IgG (B-R6) Diaclone, Giessen

CD130-FITC 852.061.010 monokl. Maus IgG (B-R3) Diaclone, Giessen

gp130 852.060.000 monokl. Maus IgG Diaclone, Giessen

IL-10 855.100.005 monokl. Maus IgG Diaclone, Giessen

Isotyp-Kontrolle 857.080.000 monokl. Maus IgG Diaclone, Giessen

Isotyp-Kontrolle
PE/FITC

342409 monokl. Maus IgG Diaclone, Giessen

LNGFR-FITC 130-091-917 monokl. Maus IgG Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach

Maus IgG/IgM 115-005-068 polykl. Ziege Dianova, Hamburg

3.6 Zytokine und Inhibitoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Zytokine und Hemmstoffe sind in Tabelle 9 auf-

geführt.

Tab. 9: Zytokine/Inhibitoren

Zytokin/Inhibitor Hersteller

AG490 Merck, Darmstadt

Actinomycin D Merck, Darmstadt

Interleukin 6 PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

Interleukin 10 PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

MG-132 Merck, Darmstadt

SB 202190 Merck, Darmstadt

WHI-P131 Merck, Darmstadt
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3.7 Plasmide und Bakterienstämme

Zur Transformation der Plasmide, die in Tabelle 10 aufgeführt sind, wurde der Bak-

terienstamm E. coli XL1-Blue (Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44

relA1 lac [F’ proAB laclqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]) aus der Stammsammlung der Ar-

beitsgruppe verwendet.

Tab. 10: Plasmide

Plasmid Resistenz Bezugsquelle

pCR 2.1-TOPO Amp, Kan Invitrogen, Karlsruhe

EGFP C1 GFP Kan, Neo Clontech, Heidelberg

pcDNA3.1 Amp, Neo Invitrogen, Karlsruhe

pcDNA-hSOCS3 Amp S. Haan; Hörtner et al. (2002)

pFACHOP Kan, Neo Stratagene, Amsterdam

pFRLUC Amp Stratagene, Amsterdam

pGL2basic Amp Promega, Mannheim

pGL3control Amp Promega, Mannheim

pMACS4.1 Amp Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

pRL0 Amp Promega, Mannheim

pSG5 Amp Stratagene, Amsterdam

pSG5-LMP1 Amp E. Kieff; Devergne et al. (1996)

pSG5-LMP1 CTAR1mut Amp M. Vockerodt; Vockerodt et al. (2001)

pSG5-LMP1 CTAR2mut Amp M. Vockerodt; Vockerodt et al. (2001)

pSG5-LMP1 CTAR1/2mut Amp M. Vockerodt; Vockerodt et al. (2001)

TGL-IP10 Amp R.M. Ransohoff; Majumder et al. (1998)

TGL-IP10κB2mut Amp R.M. Ransohoff; Majumder et al. (1998)

3.8 Enzyme

Folgende Enzyme wurden in dieser Arbeit eingesetzt.

Tab. 11: Enzyme

Enzym Hersteller

DNAse I Qiagen, Hilden

Bam HI Roche, Mannheim

Superscript II Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe

Taq Polymerase Promega, Mannheim
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3.9 Oligonukleotide

In Tabelle 12 sind die in dieser Arbeit verwendeten Sequenzen der Oligonukleotide

und deren Bezugsquellen aufgeführt.

Tab. 12: Primersequenzen

Name Sequenz 5´-3´ Orientierung Hersteller

ABL fw GGCCAGTAGCATCTGACTTTG sense IBA, Göttingen

ABL rv ATGGTACCAGGAGTGTTTCTCC antisense IBA, Göttingen

GL1 fw TGTATCTTATGGTACTGTAACTG sense Eurogentec, Köln

GL2 rv CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC antisense Eurogentec, Köln

hSOCS3 fw ATGGTCACCCACAGCAAGTTTC sense IBA, Göttingen

hSOCS3 rv GTTAAAGCGGGGCATCGTACT antisense IBA, Göttingen

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC sense IBA, Göttingen
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Analysen

4.1.1 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Anzucht der eukaryotischen Zellen erfolgte in RPMI-1640-Medium und je nach

Zelldichte in 25cm2-, 75cm2- oder 175cm2-Zellkulturflaschen mit Belüftungskappe.

Die Dichte betrug je nach Art der Zellen zwischen 3x105 und 5x105 Zellen/ml. Die

Kultivierung der in Suspension wachsenden Zellen fand steril in einem Inkubator bei

37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit statt. Da die Zellen nicht-adhärent auf dem

Boden der Kulturflasche wuchsen, konnten sie ohne den sonst erforderlichen Trypsi-

nierungsschritt durch Zugabe von frischem Medium oder durch einfaches Umsetzen

in eine neue Kulturflasche versorgt werden. Die Häufigkeit, mit der das Medium er-

neuert wurde, richtete sich nach der Proliferationsrate und der Stoffwechselaktivität

der jeweiligen Zelllinie.

Nährmedium: RPMI-1640

10% FBS

200U/ml Penicillin

200µg/ml Streptomycin

4mM L-Glutamin

4.1.2 Kultivierung von adhärenten Zellen

Die Anzucht der adhärent wachsenden Zellen erfolgte weitestgehend analog zu der

in Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Methode. Allerdings mussten die Zellen bei je-

dem Umsetzen vom Boden der Zellkulturflaschen gelöst werden. Hierfür wurde das

Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend wurde für

fünf Minuten bei 37°C mit einer Trypsin-EDTA-Lösung (Trypsin 0,5mg/ml; EDTA

0,22mg/ml [Verhältnis 1:250]) inkubiert. Der Prozess des Ablösens der Zellen wur-

de mikroskopisch überprüft. Nach erfolgreicher Ablösung wurde die Reaktion durch

Zugabe von DMEM gestoppt. Nach einem Zentrifugationsschritt (5min, 800rpm)
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wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und die Zellen abschließend

im gewünschten Verhältnis in neue Flaschen umgesetzt.

Nährmedium: DMEM

10% FBS

200U/ml Penicillin

200µg/ml Streptomycin

4mM L-Glutamin

4.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Bevor Zellen zur Langzeitaufbewahrung, der sogenannten Kryokonservierung, ein-

gefroren werden können, müssen sie sich in einem guten Allgemeinzustand und der

logarithmischen Wachstumsphase befinden. War diese Voraussetzung erfüllt, wurden

ca. 5x106 Zellen bei 4°C und 750rpm für 5min zentrifugiert, das Medium abgenom-

men und die Zellen in 1,5ml Einfriermedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde

in Einfrierröhrchen überführt und in einer Einfrierbox für 24h bei -80°C eingefroren.

Das in der Einfrierbox enthaltene Isopropanol ermöglicht das Abkühlen der Zellsus-

pension um 1°C pro Minute und verhindert zusammen mit dem im Einfriermedium

enthaltenen DMSO eine Zerstörung der Zellen durch zu schnelle Eiskristallbildung.

Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte dann bei -150°C.

Zum Auftauen wurden die Zellen in ein Wasserbad bei 37°C gestellt, anschließend in

10ml Zellkulturmedium überführt und 5min bei 750rpm zentrifugiert. Dieser Wasch-

schritt und das schnelle Auftauen der Zellen verhindern zytotoxische Effekte, die

durch DMSO entstehen können. Nach der Sedimentation der Zellen wurde das Me-

dium abgenommen und die Zellen zur Kultivierung in einer entsprechenden Menge

Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt.

Einfriermedium: 90% FBS

10% DMSO



4 METHODEN 28

4.1.4 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10µl Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau-Lö-

sung versetzt und 10µl davon in eine Neubauer-Zählkammer gegeben. Dieses System

ermöglicht die Bestimmung der Zellzahl pro ml bei bekanntem Volumen der Zähl-

kammer. Das Auszählen der Zellen erfolgte unter Zuhilfenahme eines Mikroskops.

Durch die Färbung mit Trypanblau-Lösung kann man lebende von toten Zellen gut

unterscheiden, da die Zellmembran toter Zellen im Gegensatz zu der der lebenden

für den Farbstoff Trypanblau permeabel ist.

4.1.5 Einbringen von fremd-DNA in Zellen

Das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen wird Transfektion genannt und

wurde mit Hilfe der Elektroporation durchgeführt. Hierbei wird die DNA mittels

elektrischer Impulse in die Zellen eingebracht. 24h vor der Transfektion wurden die

Zellen mit einer Zelldichte von 3x105–5x105 Zellen/ml in frisches Medium einge-

streut. Am folgenden Tag wurden sie dann zentrifugiert (750rpm, 4°C, 5min) und

das Zellpellet in Medium resuspendiert. Ein Aliquot dieser Zellsuspension wurde

entnommen, um die Zellzahl zu ermitteln. Nach erneuter Zentrifugation wurde eine

Zelldichte von 4x107 Zellen/ml mit RPMI-1640-Medium, das 25mM HEPES ent-

hielt, eingestellt. Alle Reagenzien hatten eine Temperatur von 4°C. Die Elektropo-

rationsküvetten wurden für die Transfektion ebenfalls auf Eis vorgekühlt. Für einen

Transfektionsansatz wurden 1x107 Zellen verwendet, die mit 5–13µg entsprechender

Plasmid-DNA vermischt (maximal 20µg Gesamt-DNA-Menge) und entsprechend

den in Tab. 13 angegebenen Bedingungen elektroporiert wurden. Sollten die Zel-

len später einer Anreicherung unterzogen werden, dann enthielten die 20µg DNA

zusätzlich 7µg pMACS 4.1, ein Plasmid um die Zellen für die Separation zu mar-

kieren (siehe 4.1.6). Nach der Transfektion wurden die Zellen direkt in 10ml RPMI-

1640-Medium mit 10mM HEPES transferiert und für 24h kultiviert. Um die Effizi-

enz der Transfektion zu bestimmen, wurde bei allen Reaktionen ein Ansatz mit 5µg

EGFP-Plasmid transfiziert und die Proteinexpression nach 24h im Durchflusszyto-

meter analysiert.
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Tab. 13: Elektroporationsbedingungen

Zelllinie Zellzahl/Ansatz Volumen/Ansatz Spannung Kapazität

BL2 1x107 250µl 250V 1350µF

BL36 1x107 500µl 270V 1800µF

L428 1x107 500µl 250V 1650µF

4.1.6 Magnetische Zellseparation

Um die Anzahl der transfizierten Zellen zu erhöhen und damit eine Analyse zu

ermöglichen, wurde das Prinzip der magnetischen Zellseparation (engl.: MACS -

magnetic cell separation) angewandt. Bei der Transfektion wurden daher in die

Zellen neben dem gewünschten Plasmid auch das pMACS 4.1-Plasmid kotransfi-

ziert, so dass auf der Zelloberfläche die extrazelluläre Domäne des CD4-Antigens

exprimiert werden kann. Bei CD4 handelt es sich um einen T-Zellmarker, der auf

humanen B-Zellen natürlicherweise nicht vorkommt. Somit kann spezifisch zwischen

transfizierten und nicht-transfizierten Zellen unterschieden werden. Die spezifisch

markierten Zellen werden an einen gegen CD4 gerichteten Antikörper gekoppelt,

der seinerseits an einen superparamagnetischen Partikel gebunden ist. In einem

Magnetfeld können nun die markierten von den nicht-markierten Zellen getrennt

werden. Dafür wurden 24h nach der Transfektion die Zellen zentrifugiert (750rpm,

4°C, 5min) und einmal mit MACS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden 1x107

Zellen mit 20µl CD4 Multisort Beads und 80µl entgastem MACS-Puffer für 15min

bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin mit dem 10fachen Färbevolumen an

entgastem MACS-Puffer gewaschen und das Zellpellet nach der Sedimentation in

500µl MACS-Puffer resuspendiert und auf die sich in einem Magnetfeld befindende,

bereits mit 500µl entgastem MACS-Puffer äquilibrierte Separationssäule mit Vorfil-

ter gegeben. Nach dreimaligem Waschen der Säule (einmal mit und zweimal ohne

Vorfilter) mit jeweils 500µl entgastem MACS-Puffer wurden anschließend außerhalb

des Magnetfeldes die markierten Zellen mit 500µl entgastem MACS-Puffer eluiert.

Die Anreicherung wurde durch eine CD4-Färbung im FACScan (siehe 4.1.10) ana-

lysiert. Je nach experimentellem Ansatz wurden die Zellen in definierter Zellzahl bis

zur Zellernte weiterkultiviert.
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MACS-Puffer: 1xPBS (pH7,4)

0,5% (w/v) BSA

2mM EDTA (pH8,0)

sterilfiltrieren des Puffers

4.1.7 Manipulation der Zellen mit Inhibitoren

Für die Behandlung der Zellen mit dem p38-Inhibitor SB202190 wurden diese sedi-

mentiert und in einer Dichte von 3x105 Zellen/ml in frisches Medium eingestreut. Es

erfolgte die Zugabe des Hemmstoffes in einer Konzentration von 1µM. Als Kontroll-

ansatz wurde das gleiche Volumen an Lösungsmittel, hier DMSO, zu den Zellen

gegeben. Dadurch kann man unspezifische Effekte, die durch DMSO hervorgerufen

werden könnten, ausschließen. Im Anschluss an eine 24stündige Kultivierung wurden

die Zellen als Trockenpellet geerntet (siehe 4.1.9). Um zu klären, wie die Stabilität

der mRNA spezifischer Gene mit der von p38/MAPK zusammenhängt, wurde fol-

gender Versuch durchgeführt. Die Zellen wurden wie bereits beschrieben für 24h mit

SB202190 bzw. DMSO behandelt. Anschließend wurde der Transkriptionsinhibitor

Actinomycin D zu den Zellen gegeben und diese dann nach definierten Zeitpunkten

geerntet.

Für einen weiteren experimentellen Ansatz wurden die Zellen mit den Kinase-In-

hibitoren AG490 (Jak2-Inhibitor) und WHI-P131 (Jak3-Inhibitor) behandelt. Am

Tag vor der Zugabe der Hemmstoffe wurden die Zellen pelletiert und mit einer Zell-

dichte von 3x105 Zellen/ml in frisches Medium eingestreut. Die Behandlung erfolgte

dann für einen vordefinierten Zeitraum mit 100µM AG490 bzw. 200µM WHI-P131.

Da beide Hemmstoffe in DMSO gelöst worden waren, diente auch hier der experi-

mentelle Ansatz mit DMSO als Kontrolle. Die Ernte der Zellen erfolgte, wie unter

Abschnitt 4.1.9 beschrieben.
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4.1.8 Behandlung der Zellen mit Zytokinen und neutralisierenden An-

tikörpern

Für den Stimulierungsversuch mit Zytokinen wurden die Zellen am Vortag mit einer

Zelldichte von 4x105 Zellen/ml in frisches Medium in eine 24-Loch-Zellkulturplatte

eingestreut. Die Zugabe der Zytokine IL-6 oder IL-10 erfolgte in einer Konzentration

von 100ng/ml für einen definierten Zeitraum (30min bis 6h). Die Ernte der Zellen als

Trockenpellet für die RNA- bzw. Proteinisolation wurde, wie unter Abschnitt 4.1.9

beschrieben, durchgeführt.

Um eine Signaltransduktion durch die Zytokine zu verhindern, wurden die Zellen

mit neutralisierenden Antikörpern behandelt. Die Zugabe der Antikörper zu den

Zellen erfolgte für 24h, nachdem diese mit definierter Zellzahl in frisches Medium in

eine 24-Loch-Zellkulturplatte eingestreut worden waren. Der neutralisierende, gegen

die β-Untereinheit des IL-6-Rezeptors (gp130) gerichtete Antikörper wurde mit ei-

ner Konzentration von 200µg/ml eingesetzt; ebenso der neutralisierende Antikörper

gegen IL-10. Etwaige unspezifische Effekte wurden mit Hilfe der sogenannten Isotyp-

Kontrolle (200µg/ml) ausgeschlossen. Hierbei handelt es sich um einen Antikörper,

der unspezifisch gegen IgG gerichtet ist und somit Aufschluss über unspezifische

Effekte der neutralisierenden Antikörper gibt.

4.1.9 Zellernte

Die Zellen wurden am Tag vor der Ernte mit einer definierten Zellzahl zwischen

3x105 und 5x105 Zellen/ml in frisches Medium eingestreut. Je nach experimentellem

Ansatz wurden die Zellen zusätzlich mit Hemmstoffen, Zytokinen, etc. behandelt.

Erfolgte die Ernte der Zellen mit dem Ziel der RNA-Isolation, so wurden diese

zentrifugiert (750rpm, 4°C, 5min), das Zellpellet mit Waschpuffer gewaschen und

als sogenanntes Trockenpellet bis zum Zellaufschluss bei -80°C gelagert.

Sollte aus den Zellen hingegen Protein isoliert werden, so wurden diese für 3h mit

einem Proteasomeninhibitor (MG132 10µM) inkubiert. Dies dient der Proteinstabi-

lisierung (insbesondere von SOCS3) durch die Inhibierung des Proteinabbaus durch

das Proteasom. Die weitere Ernte der Zellen erfolgte wie oben beschrieben.
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Waschpuffer: 1xPBS (pH7,4)

1mM Natriumorthovanadat

4.1.10 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch FACS (engl.: fluorescense activated cell sorting) ge-

nannt, ermöglicht das Sichtbarmachen von Zellen durch deren Anfärbung mit Fluo-

rochrom-markierten Antikörpern bzw. durch deren Expression von fluoreszierenden

Proteinen. Das zur Analyse genutzte FACScan-Gerät detektiert neben der Größe

und Granularität der Zellen auch die durch einen Laser angeregten Signale der

Fluorochrome. Von den zu untersuchenden Zellen wurde ein Aliquot entnommen

und zusammen mit 2ml FACS-Puffer in speziell für die FACS-Analyse notwendi-

ge 5ml-Rundbodenröhrchen überführt und zentrifugiert (750rpm, 4°C, 5min). Der

Überstand wurde abgenommen und die Zellen anschließend für 15min mit einem

Fluorochrom-markierten Antikörper in einer 1:10-Verdünnung bei 4°C im Dunkeln

inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 2ml FACS-Puffer gewaschen, um nicht

gebundene Antikörper zu entfernen. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das

Zellpellet in 500µl FACS-Puffer resuspendiert und bis zur Analyse im FACScan bei

4°C in Dunkelheit aufbewahrt. Zellen, die bereits einen fluoreszierenden Marker tra-

gen, wie etwa GFP-exprimierende Zellen, wurden wie oben beschrieben pelletiert

und anschließend direkt in 500µl FACS-Puffer resuspendiert. Vor der Analyse im

FACScan wurde den Proben im Verhältnis 1:100 Propidiumjodid (2µg/ml in PBS)

zugefügt. Propidiumjodid interkaliert mit den Nukleinsäuren einer Zelle und färbt

somit spezifisch tote Zellen an, da deren Zellmembran permeabel für diesen Farbstoff

ist. Der FACScan ist in der Lage, mehrere Fluoreszenzen gleichzeitig zu detektieren,

was Doppelfärbungen mit Antikörpern gekoppelt an unterschiedliche Fluorochrome

ermöglicht.

FACS-Puffer: 1xPBS (pH7,4)

0,5% (w/v) BSA

sterilfiltrieren des Puffers
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4.1.11 Reportergenanalyse

Um den Einfluss verschiedener Faktoren auf bestimmte Gene bzw. Proteine nachzu-

weisen, macht man sich die Expression von Reportergenkonstrukten zunutze. Diese

Konstrukte bestehen aus dem zu untersuchenden Gen oder Genabschnitt und einem

Reportergen. Die Aktivität des Konstruktes in den Zellen wird anhand des leicht

detektierbaren Reportergens nachgewiesen und gibt so Aufschluss über die Akti-

vität des zu untersuchenden Gens. Man verwendet diese Technik insbesondere bei

der Analyse von Promotoren. In dieser Arbeit wurden Konstrukte verwendet, um

den IP-10-Promotor zu untersuchen: das Plasmid TGL-IP10, welches Abschnitte des

IP-10-Promotors mit einer Bindestelle für NF-κB enthält sowie das Plasmid TGL-

IP10κB2mut, in welchem eine mutierte NF-κB-Bindestelle vor dem Reportergen

Luciferase vorliegt. Das Enzym Luciferase des Glühwürmchens weist eine besonders

hohe Sensitivität auf und kann deshalb auch zur Untersuchung schwächerer Promo-

toren herangezogen werden. Zur Analyse wurden BL2-Zellen mit den Konstrukten

und einem zusätzlichen Plasmid (pRL0, 1µg/Ansatz), welches für die Luciferase ei-

ner Quallenart kodiert, transfiziert (siehe 4.1.5). Dieses System der Expression zweier

Luciferasen (Dual-Luciferase Reporter Assay der Fa. Promega), die unterschiedliche

Substrate umsetzen, ermöglicht das Mitführen eines internen Standards. Zur Un-

tersuchung der unterschiedlichen IP-10-Promotorkonstrukte (10µg/Ansatz) wurden

diese in Anwesenheit von pSG5 (100ng/Ansatz) bzw. pSG5-LMP1 (100ng/Ansatz)

transfiziert. Zur Untersuchung des CD40-Signalweges wurden BL2-Zellen mit je-

weils einem IP-10-Promotorkonstrukt transfiziert und in Anwesenheit von BHK-

bzw. BHK-CD40L-Zellen kultiviert. Als Positivkontrolle für die Funktion der Luci-

ferase wurde ein Kontrollansatz mit dem pGL3control-Plasmid (10µg/Ansatz) und

als Negativkontrolle mit dem pGL2basic-Plasmid (10µg/Ansatz) transfiziert.

Eine weitere Möglichkeit, Gene mit Hilfe von Luciferase-Reportergenen zu unter-

suchen, bietet das Pathfinder-System (PathDetect® in Vivo Signal Transducti-

on Pathway trans-Reporting Systems, Promega). Hierbei wird die Funktion eines

Gens/Proteins (z.B. pSG5-LMP1, 100ng/Ansatz) über die indirekte Analyse eines

spezifischen Substrats dieses Gens untersucht. Die Gensequenz des Substrats liegt als

zweiter Teil eines Fusionsproteins mit GAL4dbd im sogenannten Transaktivierungs-
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plasmid pFA (pFA-CHOP, 500ng/Ansatz) vor. Wird dieses Fusionsprotein durch

Phosphorylierung aktiviert, bindet es als Dimer mit GAL4dbd an seinen Promotor

GAL4. Dieser befindet sich im Reporterplasmid pFR-Luc (10µg/Ansatz) und kon-

trolliert die Transkription des Luciferasegens. Auch hier wird als interner Standard

pRL0 (1µg/Ansatz) in allen Ansätzen mitgeführt sowie pGL2basic (10µg/Ansatz)

als Negativ- und pGL3control (10µg/Ansatz) als Positivkontrolle.

4.1.12 Luciferaseassay

24h nach der Transfektion wurden die Zellen zentrifugiert und das Zellpellet pro

Ansatz in 50µl (für 5x106 Zellen) bzw. in 100µl (bei 1x107 Zellen) Passiv-Lysepuffer

(1fach konzentriert) resuspendiert. Nach kräftigem Mischen wurden die Proben bis

zum Vermessen, jedoch mindestens für 24h, bei -20°C gelagert. Zur Ermittlung

der Luciferaseaktivität wurden die Proben langsam auf Eis aufgetaut und mehr-

fach kräftig gemischt. Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und

3000rpm für 15min. 16µl des Überstandes wurden in eine 96-well-Platte zur Mes-

sung von Fluoreszenz (Polysorb-Platte der Fa. NUNC) pipettiert. Dem zur Messung

vorbereiteten Luminometer wurden dann automatisch die nach den Herstelleranga-

ben gemischten Reagenzien zur Bestimmung der Enzymaktivität hinzugefügt. Hier-

bei wird zuerst das Substrat des Glühwürmchen-Luciferase-Enzyms zugegeben und

die resultierende Lichtemission gemessen. Die Lichtemission ist dabei proportional

zur Luciferasemenge. Danach wird das Substrat für die Quallen-Luciferase hinzu-

gefügt, welches gleichzeitig die Reaktion der Glühwürmchen-Luciferase stoppt. Ab-

schließend wird der Quotient aus den gemessenen Werten von Glühwürmchen- und

Quallen-Luciferase gebildet. Die so gewonnenen Daten spiegeln die unterschiedlichen

Aktivitäten der Luciferasekonstrukte wider.
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4.2 Proteinbiochemische Analysen

4.2.1 Proteinisolation und Proteinbestimmung

Für die Proteinisolation wurden die als Pellet geernteten Zellen in einem entspre-

chenden Volumen RIPA-Puffer resuspendiert und für 15min auf Eis inkubiert. Die

Volumina richteten sich hierbei nach der Größe der Zellpellets und schwankten zwi-

schen 30µl und 150µl. Nach erneutem Durchmischen wurden die Proben zweimal

für jeweils 5min im Ultraschallbad bei 4°C beschallt. Zwischen den Beschallungen

erfolgte ein 5minütiger Inkubationsschritt auf Eis. Im Anschluss daran wurden die

Proben 15min bei 14000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neu-

es Gefäß überführt und die Konzentration der darin enthaltenen Proteine bestimmt.

Die Lagerung der Proteine erfolgte bei -80°C.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test durchgeführt.

Hierzu wurden im Doppelbestimmungsverfahren 2µl Proteinlösung mit A.bidest

1:500 verdünnt und anschließend im Verhältnis 5:1 mit einem Farbstoff-Konzentrat

(Protein-Assay, Bio-Rad, München) gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 10min

wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 595nm photometrisch bestimmt.

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve, die

zuvor mit BSA bestimmt worden war.

RIPA-Puffer: 1xPBS (pH7,4)

1% (v/v) Nonidet P-40

0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat

0,1% (w/v) SDS

frisch zugeben: 10µM PMSF

1mM Natriumvanadat

Proteaseinhibitoren-Mix (complete mini, Fa. Roche)
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4.2.2 Western Blot-Analyse

Gelelektrophorese und Proteintransfer. Die Auftrennung der Proteine nach

ihrer Größe erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE. Trenn- und Sammelgel

hatten eine Dicke von 0,75mm. Ihre Zusammensetzung ist in Tab. 14 aufgeführt.

Zur Analyse wurden 30µg Protein aufgetragen, welches zuvor 1:1 mit SDS-Lämmli-

Puffer bzw. bei größeren Volumina 1:3 mit 4fach-Probenpuffer (Roti®-Load, Roth,

Karlsruhe) versetzt und 5min bei 95°C denaturiert worden war. Die Proben wurden

aufgetragen und die SDS-PAGE bei einer konstanten Stromstärke von 35mA, einer

maximalen Spannung von 180V und einer Laufzeit von ca. 1,5h durchgeführt. Es

wurden je nach Größe des zu untersuchenden Proteins Gele zwischen 10% und 15%

Acrylamidkonzentration verwendet. Zum späteren Größenvergleich der Proteinban-

den wurde ein Protein-Molekulargewichtsstandard (Full Range Rainbow Molecular

Weight Marker, GE Healthcare, München) mitgeführt.

Tab. 14: Ein Beispiel für die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel 11% Sammelgel 5%

Trenngelpuffer 2,5ml -

Sammelgelpuffer - 1,25ml

Acrylamid/Bisacrylamid 40% 2,8ml 0,625ml

A.bidest 4,7ml 3,125ml

10% SDS 0,1ml 0,045ml

10% APS 0,04ml 0,02ml

TEMED 0,013ml 0,008ml

SDS-Lämmli-Puffer (2x): 100mM Tris/HCL pH 6,8

100mM DTT

4%(w/v) SDS

20%(v/v) Glycerol

0,05%(w/v) Bromphenolblau

Trenngelpuffer: 1M Tris pH8,8

Sammelgelpuffer: 1M Tris pH6,8
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Laufpuffer(1x): 25mM Tris

192mM Glycin

1% (w/v) SDS

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond-

C-extra, GE Healthcare, München) wurde mittels Nassblot-Verfahren durchgeführt.

Hierzu wurden die folgenden, in Transferpuffer getränkten Komponenten auf ein

Trägergestell in der angegebenen Reihenfolge geschichtet, wobei Lufteinschlüsse zu

vermeiden waren.

Kathode (Minuspol)

Schwamm

drei Lagen Filterpapier

SDS-Gel

Nitrozellulosemembran

drei Lagen Filterpapier

Schwamm

Anode (Pluspol)

Anschließend wurden die Proteine in einer mit Transferpuffer gefüllten Kammer

mit voreingestellten Geräteparametern (Stromstärke: 300mA, Spannung: 100V, Leis-

tung: 300W) im elektrischen Feld innerhalb von 4h auf die Membran übertragen.

Puffer und Kühlaggregat wurden hierbei nach 2h erneuert, um die Temperatur kon-

stant bei 4°C zu halten. Nach Beendigung des Blots wurde die Membran mit Pon-

ceau S-Lösung angefärbt, um die Transfereffizienz und eventuelle Konzentrations-

unterschiede bei den Proteinen vorab zu überprüfen. Hierfür wurde die Membran

ca. 3min mit Ponceau S-Lösung inkubiert und danach mehrmals mit A.bidest gewa-

schen bis der Hintergrund entfärbt war. Die vollständige Entfärbung der Membran

wurde durch das Waschen mit TBS-Tween erreicht.

Transferpuffer(1x) pH8,3: 25mM Tris

192mM Glycin

15% (v/v) Methanol
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Ponceau S-Lösung: 5% (v/v) Eisessig

0,5% (w/v) Ponceau S

Proteinnachweis mittels spezifischer Antikörper. Die Nitrozellulosemem-

bran wurde nach dem Blotvorgang in 5% Milchpulver-TBS-Tween bzw. 5% Blocking

Agent-TBS-Tween für 1h bei Raumtemperatur geblockt, um unspezifische Bin-

dungen der Antikörper zu reduzieren. Anschließend wurde die Primärantikörperver-

dünnung zugegeben und zusammen mit der Membran, wie in Tabelle 15 angegeben,

schüttelnd inkubiert. Danach wurde dreimal mit TBS-Tween für jeweils 10min gewa-

schen. Die Sekundärantikörperverdünnung wurde zugegeben und die Membran für

1h bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Es schlossen sich drei weitere Wasch-

schritte für jeweils 15min mit TBS-Tween an. Um die spezifisch gefärbten Protein-

banden sichtbar machen zu können, wurde für 1min ECL-Western Blotting-Reagenz

A und B im Verhältnis 1:1 auf die Membran gegeben. Hierbei handelt es sich um das

Substrat für die an den Sekundärantikörper gekoppelte Peroxidase. Die Detektion

der Chemilumineszenz, die durch die Enzymreaktion entsteht, erfolgte durch Aufle-

gen und Entwickeln von autoradiographischen Filmen. Die Belichtungszeit richtete

sich hierbei nach der Stärke der zu erwartenden Proteinbanden.

Tab. 15: Antikörperverdünnungen

Antikörper Verdünnung Lösungsmittel Inkubation

Aktin 1:20000 1% Milchpulver-TBS-T 1h, RT

Jak1 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
Jak2 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
Jak3 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
LMP1 1:100 1% Milchpulver-TBS-T üN, 4°C
P-STAT1 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
P-STAT3 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
P-Tyrosin 1:1000 1% Milchpulver-TBS-T üN, 4°C
P-Tyk2 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
STAT1 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
STAT3 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
SOCS3 (Santa Cruz) 1:750 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
SOCS3 (IBL) 1:100 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
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Antikörper Verdünnung Lösungsmittel Inkubation

Tyk2 1:1000 5% BSA-TBS-T üN, 4°C
Kaninchen-HRP 1:2000 5% BSA-TBS-T 1h, RT

Maus-HRP 1:2000 1% Milchpulver-TBS-T 1h, RT

Ziege-HRP 1:2000 5% BSA-TBS-T 1h, RT

Wiederverwendung der Membran. Um eine Membran mit mehreren Antikör-

pern zu testen, mussten die bereits gebundenen Antikörper wieder entfernt werden.

Hierzu wurde die Membran für 30min bei Raumtemperatur mit einer Lösung beste-

hend aus Re-Blot plus Mild (Chemicon, Hofheim) und A.bidest im Verhältnis 1:10

schüttelnd inkubiert. Die Membran wurde danach 15min mit TBS-Tween gewaschen.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die Membran in TBS-Tween im Kühlschrank

bei 4°C oder im getrockneten Zustand bei Raumtemperatur aufbewahrt.

TBS(1x) pH7,6: 20mM Tris Base

137mM Natriumchlorid

TBS-Tween(1x) pH7,6: 1xTBS

0,1% (v/v) Tween-20

4.2.3 Immunpräzipitation

Um ein Protein aus der Gesamtheit aller zellulären Proteine zu isolieren und an-

zureichern, nutzt man das Prinzip der Immunpräzipitation. Hierfür wurden aus

einem Zellpellet, das mindestens 1x107 Zellen enthält, die Proteine isoliert. Das

Zellpellet wurde in 500µl Jak-Immunpräzipitationspuffer resuspendiert und 30min

auf Eis inkubiert. Nach erneutem Mischen folgte für 15min ein Zentrifugations-

schritt bei 14000rpm und 4°C. Den Überstand überführte man in ein neues Gefäß

und entnahm 4µl für die Proteinbestimmung (siehe 4.2.2). Anschließend wurde 1µg

Antikörper zugegeben und das Gemisch über Nacht rotierend inkubiert. Nach ca.

16h wurden 50µl Protein A MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) zu-

gegeben und für 30min auf Eis inkubiert. Das Protein A, welches an den Fc-Teil
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des Antikörpers bindet, ist an paramagnetische Partikel gekoppelt und ermöglicht

so eine Isolierung des gewünschten Proteins mittels magnetischer Separation. Die

dafür ebenfalls notwendigen Säulen (µColumns, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

wurden in die Magnethalterung gegeben (µMACSTM Separator, Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach) und mit 200µl Jak-Immunpräzipitationspuffer äquilibriert. Die

nachfolgenden Schritte fanden im Kühlraum bei 4°C statt. Das Gemisch aus Protein,

Antikörper und Protein A wurde auf die Säulen gegeben und nach dem Durchlaufen

viermal mit 200µl Jak-Immunpräzipitationspuffer gewaschen. Die Apparatur wurde

aus dem Kühlraum unter einen Abzug bei Raumtemperatur verbracht. Anschlie-

ßend wurden 20µl SDS-Lämmli-Puffer (2x, 95°C) auf die Säulen gegeben, um die

Antikörper-Protein A-Bindung zu lösen. Nach einer Inkubationszeit von 5min wur-

de mit 50µl SDS-Lämmli-Puffer (2x, 95°C) das gewünschte Protein in ein neues

Gefäß eluiert. Zur weiteren Analyse wurden die Proben einer SDS-PAGE mit an-

schließendem Transfer und Immunfärbung mit spezifischen Antikörpern unterzogen

(siehe 4.2.2).

Jak-Immunpräzipitationspuffer: 200mM Tris/HCL pH7,6

150mM Natriumchlorid

10mM Natriumfluorid

1mM EDTA

1% ( v/v) Brij97

frisch zugeben: 10µM PMSF

1mM Natriumvanadat

Proteaseinhibitoren-Mix (complete mini,

Fa. Roche)

4.2.4 ELISA

Die Methode der ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay)-Analyse wurde an-

gewendet, um im Zellkulturüberstand das von den Zellen sekretierte Zytokin In-

terleukin 6 nachzuweisen. Dafür wurde von den entsprechenden experimentellen
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Ansätzen zellfreies Kulturmedium entnommen und bis zur Analyse bei -80°C ge-

lagert. Die Durchführung des ELISAs erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

4.3 Molekularbiologische Analysen

4.3.1 Transformation von E.coli - Zellen

Um Plasmid-DNA zu vermehren, wird diese in E.coli - Zellen eingebracht. Für die

Transformation wurden chemisch kompetente Zellen genutzt. 50µl der Zellsuspensi-

on wurden auf Eis langsam aufgetaut, mit ca. 100ng Plasmid-DNA vorsichtig ver-

mischt und für 30min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42°C für 50s.

Danach wurden die Zellen für weitere 3min auf Eis gelagert. Anschließend wurden

250µl LB-Medium auf die Zellen gegeben und für eine Stunde bei 37°C schüttelnd

inkubiert. Das Ausplattieren des Transformationsansatzes (25µl und 75µl) erfolgte

auf LB-Selektionsagar (Ampicillin 50ng/ml bzw. Kanamycin 20ng/ml) mit anschlie-

ßender Inkubation bei 37°C über Nacht.

4.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Von der bewachsenen Agarplatte wurden einzelne Kolonien entnommen und für

eine Vorkultur in 5ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum gegeben. Die

Vorkulturen wurden dann für 6–8h bei 37°C schüttelnd (200 U/min) kultiviert. Die

Hauptkultur (120ml LB-Medium mit Antibiotikum) wurde mit 1ml der Vorkultur

angeimpft. Die Anzucht der Bakterien erfolgte schüttelnd bei 37°C über Nacht (ca.

16h). Von der Hauptkultur wurde ein Aliquot als Glycerol-Stock (20% Glycerol

(v/v)) bei -80°C eingelagert. Die Plasmide wurden mit Hilfe des EndoFree Plasmid

Maxi-Kits nach den Angaben der Fa. Qiagen isoliert. Die präzipitierte Plasmid-DNA

wurde dann in Abhängigkeit der Größe des Präzipitats in einem entsprechenden

Volumen Endotoxin-freien Wassers aufgenommen und ihre Konzentration ermittelt

(siehe 4.3.4).
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4.3.3 Isolation von Gesamt-RNA und reverse Transkription

Um die Gesamt-RNA aus den zuvor geernteten Zellpellets (siehe 4.1.9) zu isolieren,

wurde das RNeasy Mini-Kit der Fa. Qiagen verwendet. Die Isolation erfolgte ent-

sprechend der Vorgaben des Herstellers. Im Anschluss an die Isolation wurde die

Konzentration der RNA bestimmt (siehe 4.3.4) und diese dann bei -80°C gelagert.

Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der reversen Transkription in cDNA

umgeschrieben. Die Synthese erfolgte mittels reverser Transkriptase, einer DNA-

Polymerase, die von einer Einzelstrang-RNA oder -DNA einen komplementären

DNA-Strang synthetisiert. In dieser Arbeit wurden zwei Protokolle für die cDNA-

Synthese angewandt. Das Umschreiben der RNA erfolgte mit dem Superscript II-Kit

von Invitrogen, wobei pro 20µl-Ansatz 12µl RNA mit 0,2µl Random Hexamer Pri-

mern (50mM) für 10min bei 70°C inkubiert wurden. Danach kam die Probe auf Eis

und wurde mit 4µl First Strand-Puffer (5x), 1µl dNTP (10mM), 2µl DTT (0,1M)

und 1µl reverser Transkriptase (Superscript II) versetzt (Tab. 16). Es folgten der

Syntheseschritt bei 42°C für 1h, die Inaktivierung bei 65°C für 10min und das Her-

unterkühlen der Probe auf 4°C.

Tab. 16: Reaktionsansatz für die reverse Transkription

RNA 12µl

Random Hexamere (50mM) 0,2µl

5x Erststrang-Puffer 4µl

dNTP (10mM) 1µl

DTT (0,1M) 2µl

reverse Transkriptase (Superscript II) 1µl

Das zweite Protokoll, das Verwendung fand, war das Taqman Reverse Transcriptase-

Kit der Fa. Applied Biosystems. Hierfür wurden für einen 10µl-Ansatz 1µl Puf-

fer (10x), 2,2µl Magnesiumchlorid (25mM), 0,4µl Random Hexamer Primer, 0,1µl

Oligo-dT Primer und 3,7µl RNA (1µg) vermischt und für 30s bei 90°C sowie für

7min bei 70°C inkubiert. Während des nächsten Schrittes (10min, 25°C) wurde dem

Ansatz 2µl dNTP, 0,2µl RNase-Inhibitor (RNasin) und 0,25µl reverse Transkriptase

hinzugefügt. Es folgten 30min bei 48°C, 5min bei 94°C und abschließend das Her-

unterkühlen der Probe auf 4°C. Die so gewonnenen cDNAs konnten dann sowohl
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für konventionelle als auch Real-Time-PCR-Reaktionen verwendet werden. Die La-

gerung der Proben erfolgte bei -20°C.

4.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Die Menge und die Reinheit der isolierten Nukleinsäuren wurden durch Messung

der Extinktion bei 260nm und 280nm mit Hilfe eines Photospektrometers ermittelt.

Hierfür wurden die Proben 1:50 verdünnt und gegen den Leerwert des Lösungsmittels

gemessen. Der Quotient beider OD-Werte (OD260nm / OD280nm) der jeweiligen Probe

zeigt, ob eine Verunreinigung mit Proteinen vorliegt. Werte zwischen 1,8 und 2

weisen auf einen besonders hohen Reinheitsgrad hin. Die Konzentration der RNA

ergibt sich aus folgender Beziehung: Eine OD260nm von 1 entspricht einer RNA-

Konzentration von 40µg/ml. Die Konzentration der DNA wird wie folgt ermittelt:

Eine OD260nm von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50µg/ml.

4.3.5 Quantitative Real-Time-PCR

Diese Methode dient der Quantifizierung von Nukleinsäuren. Die Menge an spezifi-

scher mRNA wurde mittels Real-Time-PCR bestimmt, indem diese zuerst in cDNA

umgeschrieben (siehe 4.3.3) und daraufhin nach dem Taqman-Prinzip analysiert

wurde. Der Reaktionsansatz und die Reaktionsbedingungen für die Real-Time-PCR

sind in den Tabellen 17 und 18 dargestellt.

Tab. 17: Reaktionsansatz für die Real-Time-PCR

TaqMan Universal PCR Master-Mix (2-fach konzentriert) 5µl

genspezifischer Primer/Sonden-Mix 0,5µl

β2M-Primer/Sonden-Mix 0,5µl

cDNA 1

A.bidest ad 10µl

1Es wurden 4µl einer 1:4 verdünnten cDNA aus der reversen Transkription nach dem Pro-
tokoll der Fa. Applied Biosystems (siehe 4.3.3) oder 1µl einer 1:10 bzw. 1:20 verdünnten
cDNA nach dem konventionellen cDNA-Synthese-Protokoll (siehe 4.3.3, Tab. 16) eingesetzt.

Das Taqman-Prinzip beruht darauf, in der PCR neben den Standardprimern auch

Oligonukleotide einzusetzen, an denen sich am 5’ - und 3’ - Ende je ein Fluoro-
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Tab. 18: Reaktionsbedingungen für die Real-Time-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Denaturierung 50°C 2min 1

Primer-Anlagerung 95°C 10min 1

Synthese 95°C 15s 55

Denaturierung 60°C 1min 55

chrom mit unterschiedlichem Anregungs- und Emissionsspektrum befindet. Diese

markierten Primer werden auch als Sonden bezeichnet. Die Emissionswellenlänge

des einen Fluorochroms entspricht dabei der Anregungswellenlänge des anderen

Fluorochroms. Man nennt dieses Prinzip Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer.

Wird nun infolge der Polymerasekettenreaktion und der 5’-3’ - Exonukleaseaktivität

der Polymerase das Fluorochrom-markierte Oligonukleotid abgebaut, kommt es zu

einer räumlichen Trennung beider Fluorochrome. Bei gleichbleibender Anregungs-

wellenlänge ändert sich nun die detektierbare Emissionswellenlänge. Die Stärke der

Signale nimmt mit der Menge an synthetisierter DNA zu. Analog zur konventio-

nellen PCR ist die Menge an Nukleotiden und Enzym limitierend und es wird nach

einer exponentiellen Phase eine Plateauphase erreicht. Mit der Real-Time-PCR kann

jedoch nicht die absolute Menge an entstandenem PCR-Produkt bestimmt werden.

Man macht sich daher die Kinetik dieser Reaktion zunutze. In dem Bereich, in dem

die Amplifikation exponentiell verläuft, werden die sogenannten CT -Werte bestimmt,

die der Zyklenzahl bei einem deutlichen Fluoreszenzsignal entsprechen. Die Anwen-

dung dieser Methode erfordert die Mitführung eines internen Standards. Für diesen

wurde hier β2M verwendet. Unter Berücksichtigung dieses internen Standards konn-

ten die für das zu untersuchende spezifische Gen bestimmten CT -Werte anhand der

nachfolgenden Berechnung untereinander verglichen werden.

∆CT = CTZielgen
− CTStandard

(1)

∆∆CT = ∆CTt −∆CTt=0 (2)

Der ∆∆CT -Wert wird hierbei vor dem Auftrag im Diagramm (siehe Abbildun-

gen 30 und 25) normiert (Berechnung von 2−∆∆CT ), um die prozentuale Abnahme

der mRNA-Menge und somit auch deren Halbwertszeit bestimmen zu können.

Entsprechend dem in Tab. 17 angegebenen Schema wurden die 10µl-Ansätze in eine
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384-Loch-Platte pipettiert sowie das PCR-Programm und die Messung der Fluo-

reszenz im TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgeführt. Mit der

Software SDS2.1 wurden die erhaltenen Werte anschließend analysiert.

4.3.6 PCR

Neben der Real-Time-PCR wurde auch das Standard-PCR-Verfahren zur Analy-

se der cDNA (siehe 4.3.3) angewandt. Der Reaktionsansatz und die Reaktionsbe-

dingungen für die SOCS3-PCR sind in den Tabellen 19 und 20 aufgeführt. Ne-

ben der SOCS3-PCR wurde auch eine ABL-PCR durchgeführt. Die Amplifikation

des ABL-Gens (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), ein sogenann-

tes
”
housekeeping”-Gen, diente als Positivkontrolle und zum späteren Vergleich der

Proben untereinander. Der Reaktionsansatz und die Reaktionsbedingungen für die

ABL-PCR sind mit Ausnahme der Primer-Anlagerungstemperatur, welche bei 60°C

liegt, identisch zu denen der SOCS3-PCR.

Tab. 19: Reaktionsansatz für die SOCS3-PCR

5x Reaktionspuffer 10µl

MgCl2 (25mM) 4µl

dNTP (2,5mM) 4µl

hSOCS3 fw (10mM) 1µl

hSOCS3 rv (10mM) 1µl

Taq Polymerase (5U/µl) 0,2µl

cDNA 500ng

A.bidest ad 50µl

Tab. 20: Reaktionsbedingungen für die SOCS3-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Denaturierung 95°C 5min 1

Primer-Anlagerung 58°C 3min 1

Synthese 72°C 3min 1

Denaturierung 95°C 1min 34

Primer-Anlagerung 58°C 1min 34

Synthese 72°C 1min 34

Renaturierung 72°C 10min 1

Kühlung 4°C
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4.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur optischen Begutachtung wurden die PCR-Produkte und die Plasmide auf ein

1%iges Agarosegel aufgetragen, welches Ethidiumbromid (0,5ng/ml) enthielt. Vor

dem Auftragen wurde das PCR-Produkt bzw. Plasmid in DNA-Auftragspuffer auf-

genommen. Die Elektrophorese erfolgte in TBE-Puffer (1x). Um die Größe der Ban-

den abschätzen zu können, wurde ein 100bp- bzw. 1kbp-DNA-Längenstandard auf-

getragen. Nach dem Gellauf konnten die Banden unter UV-Licht analysiert werden,

da Ethidiumbromid mit Nukleinsäuren interagiert und durch UV-Licht angeregt

werden kann.

TBE (1x): 89mM Tris

89mM Borsäure

2mM EDTA pH8,0

DNA-Auftragspuffer (10x): 18% (w/v) Ficoll400

0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,25% (w/v) Xylencyanol

4.3.8 Sequenzierung

Um die Sequenz der Plasmide zu überprüfen, wurde eine Sequenzierungsreaktion un-

ter Verwendung von Fluoreszenz-markierten 2´3´-Desoxynukleotiden (BigDye Ter-

minator Cycle Sequencing-Kit v1.1) durchgeführt. Der 10µl-Ansatz wurde nach den

Angaben des Herstellers pipettiert. So wurden 2µl Sequenzierungspuffer (5-fach kon-

zentriert), 1,5µl Sequenzierungsmix, 5pmol spezifischer Primer sowie 500ng Plasmid-

DNA gemischt und soweit erforderlich mit A.bidest auf das entsprechende Volumen

aufgefüllt. Nach der PCR (siehe Tab. 21) musste die Sequenzierungsreaktion auf-

gereinigt werden. Dies erfolgte durch Zugabe von 40µl A.bidest und 150µl Ethanol

(100%), kräftigem Durchmischen und einem Zentrifugationsschritt von 20min bei

13000rpm und Raumtemperatur. Nach der Fällung des PCR-Produkts wurde der

Überstand abgenommen und das Pellet nach dem Trocknen in 20µl A.bidest resus-

pendiert. 10µl dieses Ansatzes wurden daraufhin mit 10µl Formamidpuffer versetzt
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und zur Analyse in den Sequenzer (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems,

Foster City, USA) überführt.

Tab. 21: Reaktionsbedingungen für die Sequenzierungs-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Denaturierung 96°C 30s 25

Primer-Anlagerung 50°C 15s 25

Synthese 60°C 4min 25

Kühlung 4°C
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5 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der noch unzureichend erforschte EBV-aktivierte

Jak/STAT-Signalweg näher untersucht werden. Grundlage ist dabei die Hypothe-

se, dass der durch EBV aktivierte Jak/STAT-Signalweg auch zu einer Aktivie-

rung der negativen Rückkopplungsmechanismen in Form von SOCS3 in Burkitt-

Lymphomzellen führt.

5.1 Der Jak/STAT-Signalweg in Lymphomen

Die STAT-Moleküle, die unter anderem durch Januskinasen aktiviert werden, spielen

als Transkriptionsfaktoren bei der Regulation von Wachstum und Differenzierung

von Zellen eine essentielle Rolle (siehe 2.3). In verschiedenen Tumorentitäten wurde

eine permanente Aktivierung unterschiedlicher STAT-Moleküle nachgewiesen (sie-

he 2.3.2). Zur Beantwortung der eingangs gestellten Fragen werden in diesem Kapitel

zunächst STAT1, STAT3 und Januskinasen auf ihre Expression in EBV-positiven

und -negativen Burkitt-Lymphomzelllinien untersucht.

5.1.1 STAT1 und STAT3 werden EBV-abhängig in Burkitt-Lymphom-

zelllinien exprimiert

Die Untersuchung der zwei STAT-Proteine hinsichtlich ihrer Expression und Aktivie-

rung wurde mittels Western Blot-Analyse durchgeführt. Bei den analysierten Tumor-

zelllinien handelte es sich um verschiedene Burkitt-Lymphomzelllinien. Die Zelllinie

Ramos ist eine primär-EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie, wohingegen BL60

eine EBV-positive Zelllinie ist, die eine nicht suffiziente LMP1-Expression aufweist.

L660, BL74 und BL36 sind primär-EBV-positive Burkitt-Lymphomzelllinien, die

LMP1 exprimieren. Bei IARC304 handelt es sich um die zu der Burkitt-Lymphom-

zelllinie BL2 analoge lymphoblastoide Zelllinie (LCL).

In Abbildung 3 ist das Ergebnis der Untersuchung für STAT3 dargestellt. Die Zell-

linien BL60 und Ramos zeigen keine Tyrosin-Phosphorylierung und somit keine

Aktivierung des STAT3-Proteins. Die Zelllinien L660, BL74, BL36 und IARC304
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Abb. 3: STAT3-Expression in verschiedenen Burkitt-Lymphomzelllinien. Aus den
Burkitt-Lymphomzelllinien BL60, Ramos, L660, BL74, BL36 und der LCL IARC304 wurde nach
der Zellernte das Gesamtprotein isoliert und mittels Western Blot-Verfahren analysiert. Die Im-
munfärbung wurde mit den spezifischen Antikörpern gegen P-STAT3, STAT3 (86kDa) und Aktin
(43kDa) durchgeführt.

zeigen hingegen eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierungsbande von STAT3, wenn-

gleich sich deren Intensität zwischen den Zelllinien unterscheidet. Bei der unteren der

beiden Banden, die mit dem P-STAT3-Antikörper nachgewiesen wurden, könnte es

sich um den unspezifischen Nachweis einer Isoform von STAT3, vermutlich STAT3-β

handeln. Ein Vergleich der ebenfalls in den Zelllinien untersuchten STAT3-Protein-

Expression zeigt minimale Unterschiede zwischen den Zelllinien. Dies könnte auf

eine ineffiziente Immunfärbung zurückzuführen sein, da die Aktinfärbung, welche

als interner Standard fungiert, einen Vergleich der Proben untereinander zulässt. In

Abhängigkeit von EBV sind deutliche Unterschiede in der Aktivierung und Expres-

sion von STAT3 zu erkennen.

Analog zu STAT3 wurden die zuvor genannten Zelllinien hinsichtlich der Expression

und Aktivierung von STAT1 untersucht. Der in Abbildung 4 dargestellte Western

Blot zeigt eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierung in den Zelllinien L660, BL74,

BL36 und IARC304, die alle LMP1 exprimieren. Die stärkste STAT1-Aktivierung

zeigt BL74, während sowohl BL60 als auch Ramos keinerlei STAT1-Aktivierung

erkennen lassen. Auch die Menge an exprimiertem STAT1-Protein ist bei den unter-

suchten Burkitt-Lymphomzelllinien unterschiedlich. So weisen die Zelllinien BL60

und Ramos eine wesentlich geringere Proteinexpression von STAT1 auf als die Zell-

linien L660, BL74, BL36 und IARC304. Auch hier kennzeichnet die obere Bande den

Nachweis von STAT1. Die zusätzlichen Proteine, die der P-STAT1- und der STAT1-
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Abb. 4: STAT1-Expression in verschiedenen Burkitt-Lymphomzelllinien. Aus den
Burkitt-Lymphomzelllinien BL60, Ramos, L660, BL74, BL36 und der LCL IARC304 wurde nach
der Zellernte das Gesamtprotein isoliert und mittels Western Blot-Verfahren analysiert. Die Im-
munfärbung wurde mit den spezifischen Antikörpern gegen P-STAT1, STAT1 (91kDa) und Aktin
(43kDa) durchgeführt.

Antikörper detektieren, können eine Isoform von STAT1 darstellen (STAT1-β). So-

wohl die Phosphorylierung von STAT3 als auch die Proteinexpression von STAT1

in den untersuchten Burkitt-Lymphomzelllinien lassen sich mit der Expression des

Epstein-Barr-Virus-Onkoproteins LMP1 assoziieren.

Dieser Zusammenhang wird anhand von Abbildung 5 weiter verdeutlicht, in wel-

cher EBV-positive Zellen mit unterschiedlicher LMP1-Expression aber gleichem ge-

netischen Ursprung verglichen werden. Die primär-EBV-negativen Burkitt-Lym-

phomzelllinien BL2 und BL30 zeigen hierbei keine Phosphorylierung von STAT3.

a) b)

Abb. 5: STAT3-Expression in den Burkitt-Lymphomzelllinien BL2 und BL30 sowie
ihren EBV-infizierten Analoga. Das Gesamtprotein der Zellen wurde mittels Western Blot
analysiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit den spezifischen Antikörpern gegen P-STAT3,
STAT3 und Aktin. In a) ist diese Analyse für BL2, BL2P3HR1 und BL2B95-8 dargestellt, in b)
für BL30, BL30P3HR1 und BL30B95-8.
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Auch die mit dem EBV-Stamm P3HR1 infizierten Zellen weisen keine STAT3-

Phosphorylierungsbande auf. Der Virusstamm P3HR1 ist durch eine Deletion von

EBNA2 und EBNA-LP im Virusgenom gekennzeichnet, aufgrund dessen LMP1

nicht mehr suffizient exprimiert werden kann. Demgegenüber stehen die mit dem als

Wildtyp-Stamm bezeichneten EBV-Stamm B95-8 infizierten BL2- und BL30-Zellen.

Diese exprimieren LMP1 und zeigen im Western Blot eine Aktivierung von STAT3.

Die Analyse der Proteinexpression von STAT3 und Aktin diente der Kontrolle.

Zusätzlich zur Analyse von STAT3 wurde auch STAT1 hinsichtlich seiner Abhängig-

keit von der LMP1-Expression in diesen Zellen untersucht. In Abbildung 6 ist zu

erkennen, dass STAT1 in allen Zellen exprimiert wird. Bei vergleichbarer Aktin-

Proteinexpression zeigen die Zelllinien BL2B95-8 und BL30B95-8 eine größere Men-

ge an STAT1-Protein als BL2, BL2P3HR1, BL30 und BL30P3HR1. In diesen beiden

Zelllinien ist auch die Phosphorylierungsbande von STAT1 am intensivsten.

a) b)

Abb. 6: STAT1-Expression in den Burkitt-Lymphomzelllinien BL2 und BL30 sowie
ihren EBV-infizierten Analoga. Das Gesamtprotein der Zellen wurde mittels Western Blot
analysiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit den spezifischen Antikörpern gegen P-STAT1,
STAT1 und Aktin. In a) ist diese Analyse für BL2, BL2P3HR1 und BL2B95-8 dargestellt, in b)
für BL30, BL30P3HR1 und BL30B95-8.
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5.1.2 EBV hat einen Einfluss auf die Aktivierung der Januskinasen in

Burkitt-Lymphomzelllinien

Als wesentlicher Bestandteil des Jak/STAT-Signalweges wurden die Januskinasen

Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 im Hinblick auf ihren Expressionsstatus untersucht.

Die dafür verwendeten Zelllinien waren die EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie

BL2, deren mit dem EBV-Stamm B95-8 transformiertes Äquivalent BL2B95-8 sowie

die primär-EBV-positive Zelllinie BL36. Die für die Analyse notwendige Anreiche-

rung der Januskinasen erfolgte durch eine Immunpräzipitation mit Hilfe spezifischer

Antikörper (siehe 4.2.3). Der Nachweis der Phosphorylierung und damit der Akti-

vierung der unterschiedlichen Januskinasen erfolgte mit einem spezifischen, gegen

phosphorylierte Tyrosine in Proteinen gerichteten Antikörper.

Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 7 dargestellt. Für die Januskinase 2

(Abb. 7a) ergeben sich bei gleichbleibender Jak2-Proteinkonzentration deutliche In-

tensitätsunterschiede hinsichtlich der Tyrosin-Phosphorylierung zwischen den un-

a) b)

c)

Abb. 7: Erhöhte Aktivität der Januskinasen in EBV-positiven Burkitt-Lymphomzell-
linien. Zur Analyse der Januskinasen wurden die Zellen für 24h kultiviert und die Januskina-
sen durch Immunpräzipitation angereichert. Der Nachweis der Aktivierung erfolgte mit einem
Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper im Western Blot. Abbildung a) zeigt die Analyse der Ja-
nuskinase 2, Abbildung b) die der Januskinase 3 und Abbildung c) die von Tyk2.
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tersuchten Zelllinien. Die EBV-positiven Zelllinien BL2B95-8 und BL36 zeigen im

Vergleich zur EBV-negativen BL2 ein erhöhtes Niveau an phosphoryliertem Jak2.

Die ebenfalls analysierten Januskinasen Jak3 (Abb. 7b) und Tyk2 (Abb. 7c) zeigen

in den Zelllinien BL2B95-8 und BL36 gleichfalls ein höheres Phosphorylierungsni-

veau im Vergleich zu BL2. Von den beiden untersuchten EBV-positiven Zelllinien

weist BL36 die intensivere Tyrosin-Phosphorylierung auf und scheint daher stärker

aktiviert zu sein. Sowohl bei dem aktivierten Jak3 als auch bei dem aktivierten Tyk2

handelt es sich jeweils um die obere der beiden Banden. Die zweite Bande ist als Un-

spezifität der Antikörper zu betrachten. Aufgrund eines insuffizienten Antikörpers

konnte die Analyse der Januskinase 1 noch nicht durchgeführt werden.

Da die Januskinasen 2 und 3 in den untersuchten Zelllinien hinsichtlich ihrer Akti-

vierung von den drei analysierten Januskinasen am stärksten beeinflusst scheinen,

galt es zu klären, wie sich ein gezieltes Ausschalten der Jaks auf die nachfolgenden

Komponenten im Jak/STAT-Signalweg, die STATs, auswirkt.

5.1.3 Die Januskinasen 2 und 3 sind in die Aktivierung des Jak/STAT-

Signalweges involviert

Um den Einfluss der Januskinasen auf den Jak/STAT-Signalweg und die Aktivie-

rung von STAT3 in EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien genauer zu beleuch-

ten, wurden die Januskinasen mit spezifischen Inhibitoren gehemmt (siehe 4.1.7).

Dies erfolgte mit Hilfe von chemischen Substanzen. Die Januskinase 2 wurde durch

Zugabe des Tyrphostins AG490 gehemmt. In einem zweiten experimentellen Ansatz

wurde die Januskinase 3 mit Hilfe von WHI-P131 inhibiert. Die Analyse wurde mit

den EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL74 und BL36 durchgeführt. Die

Hemmstoffe wurden für eine, drei bzw. sechs Stunden zu den Zellen gegeben. Letz-

tere wurden anschließend geerntet und RNA bzw. Protein daraus isoliert. In den

Abbildungen 8 und 9 ist die Western Blot-Analyse der STAT3-Expression nach Be-

handlung der Zelllinien BL74 und BL36 mit dem Jak2-Inhibitor AG490 dargestellt.

In beiden Abbildungen wird deutlich, dass es durch die Zugabe des Jak2-Inhibitors

AG490 im Vergleich zu den Kontrollansätzen (DMSO-behandelte Zellen) in den

Burkitt-Lymphomzelllinien BL74 und BL36 innerhalb von sechs Stunden zu einer
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Abb. 8: Die Hemmung der Januskinase 2 durch AG490 in BL74. Die Burkitt-
Lymphomzelllinie BL74 wurde für eine, drei bzw. sechs Stunden mit dem Tyrphostin AG490 bzw.
dessen Lösungsmittel DMSO behandelt. Nach der Ernte der Zellen wurde das Protein isoliert und
im Western Blot mittels spezifischer Antikörper analysiert.

Abb. 9: Die Hemmung der Januskinase 2 durch AG490 in BL36. Die Burkitt-
Lymphomzelllinie BL36 wurde für eine, drei bzw. sechs Stunden mit dem Tyrphostin AG490 bzw.
dessen Lösungsmittel DMSO behandelt. Nach der Zellernte wurde das Protein isoliert und nach
der Western Blot-Analyse im Immunoblot mittels spezifischer Antikörper analysiert.

stufenweisen Reduktion der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 kommt. Die Ab-

nahme der Intensität der Phosphorylierungsbande war nach sechs Stunden am ausge-

prägtesten. Die mit DMSO behandelten Proben zeigen hingegen keine Veränderung

der Aktivierung von STAT3. Die Proteinexpression von STAT3 bleibt in allen un-

tersuchten Proben von BL74 und BL36 unverändert. Ein gleichmäßiger Auftrag der

Proben wurde überprüft, indem mittels Immunoblot auch die Menge an exprimier-

tem Aktin nachgewiesen wurde.

Um zu untersuchen, in wie weit das Tyrphostin AG490 spezifisch auf die Janus-

kinase 2 in den Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74 wirkt, wurden die Ja-
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nuskinasen nach dreistündiger Behandlung der Zellen mittels Immunpräzipitation

angereichert und deren Phosphorylierungsstatus durch eine Immunfärbung mit ei-

nem phospho-spezifischen Antikörper nachgewiesen. Die in Abb. 10 gezeigte Im-

munpräzipitation der AG490-behandelten Zellen wurde für Jak2 und Jak3 durch-

geführt. Bei beiden Zelllinien ist zu beobachten, dass die Tyrosin-Phosphorylierung

der Januskinase 2 nach der Tyrphostinbehandlung abnimmt, wobei bei BL74 eine

stärkere Abnahme der Signalintensität festzustellen ist als bei BL36. Die Tyrosin-

Phosphorylierung der Januskinase 3 bleibt nach der Behandlung mit AG490 in BL36

weitgehend unverändert, scheint sich jedoch in BL74 etwas zu intensivieren. Die

Menge der Jak-Proteine bleibt in allen Proben unverändert. Eine Analyse der Pro-

teinproben vor der Immunpräzipitation zeigt ebenfalls eine deutliche Reduktion der

Abb. 10: Jak-Immunpräzipitation AG490-behandelter Burkitt-Lymphomzelllinien.
Nach dreistündiger Behandlung der Burkitt-Lymphomzelllinien wurde das daraus isolierte Pro-
tein für die Jak2- und Jak3-Immunpräzipitation eingesetzt. Im Anschluss erfolgte die Western
Blot-Analyse mit spezifischen Antikörpern.
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STAT3-Phosphorylierung bei gleichbleibenden STAT3- und Aktin-Mengen, was den

Einfluss von AG490 auf den Aktivierungszustand von STAT3 nochmals bestätigt.

Allerdings scheint das Tyrphostin AG490 die Signalwege in den Zellen nicht aus-

schließlich über die Hemmung von Jak2 zu beeinflussen, da Jak2 durch AG490 nicht

ausreichend inhibiert wird.

Für das spezifische Ausschalten der Funktion der Januskinase 3 wurde der Jak3-

Inhibitor WHI-P131 eingesetzt. Die Kultivierung der Burkitt-Lymphomzelllinien

BL36 und BL74 wurde für eine, drei oder sechs Stunden in Anwesenheit des In-

hibitors bzw. dessen Lösungsmittel DMSO durchgeführt. Die Analyse der STAT3-

Expression erfolgte mittels spezifischer Antikörper. In Abb. 11 sind die Ergebnisse

für die EBV-positive Burkitt-Lymphomzelllinie BL74 dargestellt. Es ist zu erken-

Abb. 11: Die Hemmung der Januskinase 3 durch WHI-P131 in BL74. Die Burkitt-
Lymphomzelllinie BL74 wurde für eine, drei bzw. sechs Stunden mit dem Jak3-Inhibitor oder dem
Lösungsmittel DMSO behandelt. Anschließend wurde das zelluläre Protein isoliert und mittels
Western Blot analysiert.

nen, dass es infolge der Zugabe von WHI-P131 zu einer Abnahme der Tyrosin-

Phosphorylierung von STAT3 kommt, wobei die STAT3-Proteinexpression unver-

ändert bleibt. Der Effekt der reduzierten Phosphorylierung ist nach sechs Stunden

am ausgeprägtesten. Der Nachweis von Aktin und dessen unveränderte Expression in

allen Proben bestätigte einen gleichmäßigen Probenauftrag. Auch die EBV-positive

Burkitt-Lymphomzelllinie BL36 zeigt bei gleichbleibender STAT3-Proteinexpression

eine Reduktion der STAT3-Tyrosin-Phosphorylierung nach WHI-P131-Behandlung

(Abb. 12). Der Nachweis von Aktin diente hier ebenfalls der Überprüfung eines
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Abb. 12: Die Hemmung der Januskinase 3 durch WHI-P131 in BL36. Die Burkitt-
Lymphomzelllinie BL36 wurde für eine, drei bzw. sechs Stunden mit dem Jak3-Inhibitor oder dem
Lösungsmittel DMSO behandelt. Anschließend wurde das zelluläre Protein isoliert und mittels
Western Blot analysiert.

gleichmäßigen Probenauftrags.

In wie weit der Jak3-Inhibitor WHI-P131 in diesen Zellen spezifisch auf die Ja-

nuskinase 3 wirkt, wird anhand von Abb. 13 verdeutlicht. Im Anschluss an eine

dreistündige Behandlung der Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74 mit WHI-

P131 erfolgte die Anreicherung der Januskinase 3 mittels Immunpräzipitation. Durch

die Immunfärbung mit spezifischen Antikörpern konnte bei gleichbleibender Jak3-

Proteinexpression gezeigt werden, dass unter WHI-P131-Behandlung die Tyrosin-

Phosphorylierung von Jak3 nach drei Stunden deutlich abnimmt. Die Färbung der

Proben vor der Immunpräzipitation zeigt eine Abnahme der Phosphorylierung von

STAT3 bei gleichbleibenden STAT3- und Aktin-Proteinmengen und ist somit eben-

falls als Kontrolle für die Wirksamkeit des Inhibitors zu betrachten.
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Abb. 13: Jak-Immunpräzipitation WHI-P131-behandelter Burkitt-Lymphomzell-
linien. Die Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74 wurden für drei Stunden mit dem Jak3-
Inhibitor WHI-P131 behandelt. Die Januskinase 3 wurde mittels Immunpräzipitation angereichert
und ihr Phosphorylierungsstatus im Western Blot analysiert.

5.2 LMP1 ist für die STAT1- und STAT3-Aktivierung aus-

reichend

Der C-terminale Bereich von LMP1 ist für die Aktivierung von Signalwegen in der

EBV-positiven Lymphomzelle verantwortlich. Man kann den C-Terminus funktionell

in die C-terminalen Aktivierungsregionen CTAR1 und CTAR2 unterteilen. Beide

Bereiche sind für die Aktivierung bestimmter Signalwege in der Zelle verantwort-

lich. Es galt daher zu untersuchen, ob LMP1 bei der Aktivierung von STAT3 und

STAT1 eine Rolle spielt und welche CTAR in diesen Prozess involviert ist. Um

diese Frage zu klären, wurde die EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 mit

verschiedenen Plasmiden transfiziert, die entweder für den Wildtyp LMP1 (pSG5

LMP1), LMP1 mit mutierter CTAR1 (pSG5 LMP1 CTAR1mut), LMP1 mit mu-

tierter CTAR2 (pSG5 LMP1 CTAR2mut) oder LMP1 mit mutierter CTAR1 und

CTAR2 (pSG5 LMP1 CTAR1/2mut) kodierten. Als Kontrolle wurde pSG5 als Leer-

plasmid mitgeführt. Die Zellen wurden 24h nach der Transfektion angereichert (sie-

he 4.1.5 und 4.1.6) und für weitere 24h kultiviert. Nach der Zellernte und der Pro-
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teinisolation wurde die Western Blot-Analyse durchgeführt.

Die Immunfärbung der Proben auf STAT3 ist in Abbildung 14 dargestellt. Ein Ver-

gleich der Proben untereinander zeigt, dass nur bei BL2, welche Wildtyp-LMP1 ex-

primiert, phosphoryliertes STAT3 nachgewiesen werden kann. Die als Kontrolle die-

nende Transfektion mit dem Leervektor sowie die Proben, die mutiertes LMP1 expri-

mieren, weisen keine Phosphorylierungsbande von STAT3 auf. Allerdings findet man

in allen Proben zusätzlich eine durch den Antikörper verursachte unspezifische Ban-

de. Das STAT3-Proteinlevel weist leichte Schwankungen auf. Die Aktinfärbung ist

mit Ausnahme der Probe pSG5 LMP1 CTAR1/2mut, welche eine schwächere Bande

aufweist als die anderen Proben, vergleichbar. Dies untermauert die Aussage, dass

nur Wildtyp-LMP1 STAT3 aktivieren kann. Die Immunfärbung auf LMP1 zeigt,

dass die pSG LMP1 CTAR2mut- und pSG LMP1 CTAR1/2mut-exprimierenden

Zellen ein höheres Niveau an LMP1-Protein aufweisen.

Die Analyse der LMP1-Mutanten erfolgte ebenfalls für STAT1. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 15 dargestellt. Das STAT1-Protein wird in allen Zellen exprimiert.

Allerdings ist das Niveau in den BL2-Zellen, welche LMP1 exprimieren, deutlich

erhöht. Die gleiche Beobachtung kann bei der Untersuchung des Aktivierungszustan-

Abb. 14: Analyse der STAT3-Expression in mit LMP1-Mutanten transfizierten BL2-
Zellen. Dargestellt ist die Western Blot-Analyse der EBV-negativen Burkitt-Lymphomzelllinie
BL2, die mit LMP1 wt und LMP1 mit Mutationen im C-terminalen Bereich transfiziert wurde.
Nach MACS und Proteinisolation wurden die Proben mittels SDS-PAGE und Immunfärbung mit
spezifischen Antikörpern analysiert. Zusätzlich zu P-STAT3 und STAT3 wurden auch Aktin und
LMP1 gefärbt.
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Abb. 15: Analyse der STAT1-Expression in mit LMP1-Mutanten transfizierten BL2-
Zellen. Dargestellt ist die Western Blot-Analyse der EBV-negativen Burkitt-Lymphomzelllinie
BL2, die mit LMP1 wt und LMP1 mit Mutationen im C-terminalen Bereich transfiziert wurde.
Nach MACS und Proteinisolation wurden die Proben mittels SDS-PAGE und Immunfärbung mit
spezifischen Antikörpern analysiert. Neben P-STAT1 und STAT1 wurde auch auf Aktin und LMP1
gefärbt.

des von STAT1 gemacht werden. Eine deutlich ausgeprägte Tyrosin-Phosphorylie-

rung zeigt lediglich die LMP1 wt-Probe. Sowohl Protein als auch Phosphorylierung

von STAT1 sind bei allen anderen Proben auf vergleichbarem Niveau. Der Nachweis

von Aktin bestätigte eine gleichmäßige Beladung des Gels.

Im Anschluss an diese Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, ob SOCS3

als Negativregulator des Jak/STAT-Signalweges über die LMP1-vermittelte Akti-

vierung von Jak/STAT in Lymphomzellen induziert wird.
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5.3 Die Analyse der SOCS3-Expression in Lymphomzell-

linien

Bei der negativen Regulation des Jak/STAT-Signalweges spielen die SOCS-Proteine

eine wesentliche Rolle. Sie inhibieren diesen Weg in Form einer negativen Rückkop-

plungsschleife. Sie werden durch STAT-Moleküle aktiviert und interagieren entwe-

der mit den Januskinasen oder den Zytokinrezeptoren. Aus der Familie der SOCS-

Moleküle wird SOCS3 durch STAT3 aktiviert und steht daher im Fokus dieser Ana-

lyse. Um den Status von SOCS3 in den Lymphomzelllinien zu bestimmen, wurden

diese auf RNA- und Protein-Ebene hinsichtlich der Expression von SOCS3 unter-

sucht. Die Zellen wurden hierfür, wie unter 4.1.1 und 4.1.9 beschrieben, kultiviert

und geerntet. Im Anschluss an die Isolation von RNA und Protein (siehe 4.3.3, 4.2.1)

wurden diese dann mittels Western Blot-Analyse, Real-Time-PCR und konventio-

neller PCR (siehe 4.2.2, 4.3.5, 4.3.6) untersucht.

5.3.1 SOCS3 wird in EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien expri-

miert

Abbildung 16 zeigt die Analyse der SOCS3-mRNA-Expression der EBV-negativen

Burkitt-Lymphomzelllinie Ramos, der EBV-positiven Zelllinien BL60, L660, BL36

und BL74 sowie der EBV-positiven lymphoblastoiden Zelllinie (LCL) IARC304, wo-

bei die vier letztgenannten das virale Protein LMP1 exprimieren. Die Zelllinien BL60

und Ramos weisen nach der PCR mit SOCS3-spezifischen Primern kein spezifisches

SOCS3-Produkt auf, während in IARC304, L660, BL36 und BL74 SOCS3 nachge-

wiesen werden kann. Die Intensität der SOCS3-Bande ist bei L660 und IARC304

schwächer als bei BL36 und BL74, bei vergleichbarer Stärke des spezifischen PCR-

Produktes für das sogenannte
”
housekeeping”-Gen ABL, dessen Nachweis als Kon-

trolle dient. Die Ergebnisse verdeutlichen ebenfalls den Zusammenhang zwischen der

Expression des viralen Onkoproteins LMP1 und dem Vorhandensein von SOCS3-

mRNA in den Burkitt-Lymphomzelllinien.

Bei der Analyse weiterer Burkitt-Lymphomzelllinien konnte dies ebenfalls beobach-

tet werden. Dargestellt sind in Abb. 17 die Zelllinien BL2, BL2P3HR1, BL2B95-8,



5 ERGEBNISSE 62

Abb. 16: SOCS3-Expression auf RNA-Ebene in Burkitt-Lymphomzelllinien. Dargestellt
sind die Ergebnisse einer PCR mit SOCS3- bzw. mit ABL-spezifischen Primern, die mit aus Burkitt-
Lymphomzelllinien gewonnener cDNA durchgeführt wurde. Die hier verglichenen Zellen zeigen
deutliche Unterschiede in der Menge an vorhandener SOCS3-mRNA in den Zellen. Dies verdeutlicht
auch die PCR mit dem Kontrollgen ABL.

BL30, BL30P3HR1, BL30B95-8, BL41, BL41P3HR1 und BL41B95-8. Bei BL2B95-8

(Abb. 17a) und BL30B95-8 (Abb. 17b) ist sehr deutlich eine Induktion der SOCS3-

mRNA erkennbar, während BL41B95-8 (Abb. 17c) eine nur sehr schwache SOCS3-

Bande aufweist. Ein spezifisches SOCS3-PCR-Produkt ist bei den parentalen Zellen

und denen, die mit dem insuffizienten Virusstamm P3HR1 infiziert sind, nicht oder

nur äußerst schwach nachweisbar.

Neben der konventionellen PCR wurden die cDNA-Proben ebenfalls mittels Real-

Time-PCR analysiert. Die so gewonnenen Daten bestätigen die bereits beobachtete

SOCS3-Induktion auf RNA-Ebene in Abhängigkeit von EBV in den untersuchten

Burkitt-Lymphomzelllinien. In Tabelle 22 sind die Daten in Form der Differenz aus

dem Mittelwert der Zyklenzahl, bei der das SOCS3-Produkt im Laufe der PCR-

Reaktion auftritt, und dem Mittelwert der Zyklenzahl des internen Standards (β2M)

dargestellt (∆CT -Wert). Zusätzlich sind in Spalte 2 die Mittelwerte der Zyklenzahl

von SOCS3 (CT -Werte) aufgelistet, wobei ab einem CT -Wert von ≥ 40 oder einem

”
unbestimmt” davon auszugehen ist, dass sich in dieser Probe keine nachweisba-

re Menge an SOCS3 befunden hat. Es gilt somit: Je geringer der CT -Wert, desto

schneller konnte während der PCR-Reaktion das Produkt detektiert werden.

Die vorliegenden Daten (Tab. 22) lassen den Schluss zu, dass die untersuchten Zell-

linien BL2, BL2P3HR1, BL30, BL30P3HR1, BL41, BL41P3HR1, Ramos und BL60
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a) b)

c)

Abb. 17: SOCS3-Nachweis auf RNA-Ebene mittels PCR. Die aus den Burkitt-
Lymphomzelllinien isolierte RNA wurde mit Hilfe der reversen Transkription in cDNA umge-
schrieben und in einer PCR-Reaktion mit SOCS3-spezifischen Primern eingesetzt. Die Ergebnisse
für die Zelllinien BL2, BL2P3HR1 und BL2B95-8 sind in Abb. a), die für BL30, BL30P3HR1 und
BL30B95-8 in Abb. b) sowie die für BL41, BL41P3HR1 und BL41B95-8 in Abb. c) dargestellt. Als
Kontrolle wurde parallel eine PCR durchgeführt, um das ABL-Genprodukt mit einer Größe von
296bp nachzuweisen. Die gleichmäßige Bandenintensität des ABL-Genprodukts lässt somit einen
Vergleich der SOCS3-Banden untereinander zu.

keine nachweisbare SOCS3-mRNA enthalten. Dieser Befund gilt jedoch auch für

BL41B95-8, obwohl die Zelllinien BL2B95-8 und BL30B95-8 wie erwartet positiv

für SOCS3 waren. Die Unterschiede in der SOCS3-Expression in BL41B95-8, die

zwischen der Real-Time-PCR und der konventionellen PCR zu beobachten sind,

können aufgrund der unterschiedlichen eingesetzten cDNA-Mengen zustande gekom-

men sein. Die Zelllinien BL74, BL36, L660 und IARC304 liegen mit ihren Zyklenzah-

len deutlich unterhalb von 40, was einem Nachweis von SOCS3-mRNA entspricht.

Mit Hilfe der Real-Time-PCR konnte somit mit Ausnahme von BL41B95-8 in allen

LMP1-exprimierenden Zellen SOCS3-mRNA nachgewiesen werden. Der Vergleich

der Zyklenzahl zeigt auch unter Berücksichtigung des Standards (Tab. 22, Spalte 2
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Tab. 22: Analyse der Burkitt-Lymphomzelllinien mittels Real-Time-PCR

Zelllinie CT -Wert SOCS3 ∆CT -Wert

BL2
”
unbestimmt”

”
unbestimmt”

BL2P3HR1 41,9 21,17

BL2B95-8 37,2 17,85

BL30 40,03 19,5

BL30P3HR1 43,9 23,8

BL30B95-8 35,06 14,52

BL41 39,69 19,88

BL41P3HR1 41,24 21,52

BL41B95-8 41,13 21,5

Ramos 40,59 19,66

BL60 40,1 19,37

L660 36,3 17,97

IARC304 36,36 18,04

BL36 31,28 11,6

BL74 26,6 7,99

und 3), dass BL74 die größte Menge an SOCS3-mRNA enthält.

Die Abhängigkeit der Expression des SOCS3-Proteins von EBV und der Expres-

sion von LMP1 wird in Abbildung 18 am Beispiel der Burkitt-Lymphomzelllinien

BL2 und BL30 bzw. deren mit den Virusstämmen P3HR1 und B95-8 infizierten Zel-

len weiter verdeutlicht. Die relativ schwache, aber noch erkennbare SOCS3-Protein-

bande von 25kDa ist nur in den B95-8-konvertierten Zellen erkennbar. Zusätzlich auf-

tretende Banden sind als Unspezifität des Antikörpers zu betrachten. Als Kontrolle

für eine starke SOCS3-Expression wurde die Hodgkin-Lymphomzelllinie HDLM2

zusätzlich aufgetragen. Die starke Bande für SOCS3 bei HDLM2 zeigt allerdings

auch, dass für den Nachweis im Western Blot eine gewisse Menge an SOCS3 vor-

handen sein muss. Dies war insbesondere bei schwach-SOCS3-exprimierenden Zellen

mit dem uns zur Verfügung stehenden, relativ unspezifischen Antikörper nicht im-

mer möglich.
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a)

b)

Abb. 18: SOCS3-Western Blot-Analyse in BL2- und BL30-Zellen. Das aus den Zellen iso-
lierte Protein wurde mit Hilfe von Western Blot und Immunfärbung mit spezifischen Antikörpern
auf SOCS3 und Aktin gefärbt. Unter a) ist die Analyse von BL2, BL2P3HR1 und BL2B95-8 dar-
gestellt, wobei nur BL2B95-8 eine SOCS3-Proteinbande zeigt. Unter b) ist die Analyse von BL30,
BL30P3HR1 und BL30B95-8 dargestellt, wobei sich auch hier nur bei BL30B95-8 eine SOCS3-
Proteinbande nachweisen lässt. Die Hodgkin-Lymphomzelllinie HDLM2 diente als Positivreferenz
für eine SOCS3-Expression.

5.3.2 Die Januskinasen 2 und 3 sind in die Aktivierung von SOCS3

involviert

In Kapitel 5.1.3 wurde der Einfluss der Inhibitoren AG490 und WHI-P131 auf die

Januskinasen 2 und 3 und auf die Aktivierung von STAT3 untersucht. Für die EBV-

positive Burkitt-Lymphomzelllinie BL74 werden hier die Abbildungen 8 und 11 er-

neut dargestellt, jedoch erweitert um die Analyse von SOCS3. Da die Abbildungen in

Kapitel 5.1.3 bereits ausführlich beschrieben wurden, wird im Folgenden lediglich auf

die Expression von SOCS3 in Abhängigkeit vom jeweilig eingesetzten Jak-Inhibitor

eingegangen.

In Abbildung 19a wird deutlich, dass bereits nach einstündiger AG490-Behandlung
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der BL74-Zellen die Proteinmenge an SOCS3 reduziert ist. Dieser Effekt verstärkt

sich zusätzlich, wenn die Zellen für 3h oder 6h mit dem Jak2-Inhibitor AG490 be-

handelt werden. Der Nachweis von SOCS3-Protein ist dann im Western Blot nicht

mehr möglich. In Abbildung 19b ist die Untersuchung der EBV-positiven Burkitt-

Lymphomzelllinie BL74 nach Behandlung mit dem Jak3-Inhibitor WHI-P131 dar-

gestellt. Für SOCS3 ergibt sich das gleiche Bild wie bei der Behandlung der Zellen

mit AG490. Die Menge an SOCS3-Protein nimmt nach einstündiger WHI-P131-

Behandlung ab und ist nach 3h oder 6h mittels Immunoblot nicht mehr nachweisbar.

a)

b)

Abb. 19: Die Hemmung der Januskinasen 2 und 3 durch AG490 und WHI-P131
in BL74-Zellen. Die Burkitt-Lymphomzelllinie BL74 wurde für eine, drei oder sechs Stunden
mit dem Jak2-Inhibitor AG490 bzw. dem Jak3-Inhibitor WHI-P131 und als Kontrolle mit dem
Lösungsmittel DMSO behandelt. Anschließend wurde das zelluläre Protein isoliert und mittels
Western Blot analysiert.
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5.3.3 SOCS3 wird in Hodgkin-Lymphomzelllinien exprimiert

Die Untersuchung der SOCS3-Expression wurde auf Hodgkin-Lymphomzelllinien

ausgeweitet. Die Hodgkinzellen sind unter anderem durch eine permanente Ak-

tivierung von STAT3 gekennzeichnet (Kube et al., 2001). Das Ergebnis der Un-

tersuchung der SOCS3-Expression auf RNA- bzw. cDNA-Ebene in den Hodgkin-

Lymphomzelllinien mittels SOCS3-spezifischer PCR ist in Abbildung 20 dargestellt.

Die Analyse zeigt, dass in allen untersuchten Zellen SOCS3-Transkript nachgewie-

sen werden kann. Vergleicht man die Hodgkin-Lymphomzelllinien untereinander,

so weist HDLM2 das höchste und KM-H2 das niedrigste Niveau an spezifischem

SOCS3-PCR-Produkt bei gleicher Bandenintensität des Kontrollgens ABL auf.

Abb. 20: SOCS3-Expression auf RNA-Ebene in Hodgkin-Lymphomzelllinien. Die aus
den Hodgkin-Lymphomzelllinien gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diese für
eine konventionelle PCR-Reaktion mit SOCS3-spezifischen Primern eingesetzt. Das entstandene
PCR-Produkt hat eine Größe von 678bp und ist in allen untersuchten Zellen nachweisbar. Um
die Proben untereinander vergleichen zu können, wurde eine zweite PCR mit ABL-spezifischen
Primern durchgeführt. Das entstandene PCR-Produkt hat eine Größe von 296bp und zeigte keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Proben.

Die cDNAs wurden ebenfalls mittels Real-Time-PCR auf das Vorhandensein von

SOCS3 untersucht. Die gewonnenen Daten sind in Tabelle 23 aufgelistet. Wie an-

hand der CT - und ∆CT -Werte deutlich wird, erweist sich wiederum HDLM2 als die

Zelllinie mit dem höchsten Niveau an SOCS3-mRNA und KM-H2 als diejenige mit

dem niedrigsten Niveau. Die Proben wurden zusätzlich zu SOCS3 auch hinsichtlich

der SOCS1-, SOCS2- und SOCS5-Expression analysiert (Daten nicht gezeigt). Für

SOCS2 und SOCS5 konnte in den Zellen keine mRNA nachgewiesen werden, wo-

hingegen die Auswertung für SOCS1 ergab, dass in allen Zellen eine große Menge

dieser mRNA vorliegt.
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Tab. 23: Analyse der Hodgkin-Lymphomzelllinien mittels Real-Time-PCR

Zelllinie CT -Wert SOCS3 ∆CT -Wert

HDLM2 25,34 5,83

L428 29,42 7,25

L1236 29,19 8,85

KM-H2 34,8 15,06

L591 29,44 10,22

Abbildung 21 zeigt die Western Blot-Analyse der Hodgkin-Lymphomzelllinien. Es

ist zu erkennen, dass in fünf der sechs untersuchten Zelllinien eine Expression von

SOCS3 nachweisbar ist. Die Hodgkin-Lymphomzelllinie KM-H2 zeigt als einzige kein

nachweisbares SOCS3-Protein, während HDLM2 das höchste Niveau an SOCS3-

Protein in den Zellen aufweist. Der Abgleich mit Aktin zeigt Unterschiede in den auf-

getragenen Proteinmengen. Werden diese Unterschiede berücksichtigt, ergibt sich ein

ähnliches Bild wie das der RNA-Analyse. Durch die starke SOCS3-Proteinexpression

in einigen Hodgkin-Lymphomzelllinien war es möglich, diese auch mittels Western

Blot-Analyse nachzuweisen.

Abb. 21: SOCS3-Expression auf Protein-Ebene in Hodgkin-Lymphomzelllinien. Zur
Analyse der SOCS3-Proteinexpression wurde das aus den Zellen isolierte Protein mittels SDS-
PAGE, Western Blot und anschließender Immunfärbung untersucht. Die detektierte SOCS3-Bande
von 25kDa konnte mit unterschiedlicher Intensität in allen Proben nachgewiesen werden. Als Kon-
trolle diente die Immunfärbung gegen Aktin (43kDa).

Zusammenfassend lässt sich anhand beider Abbildungen (Abb. 20 und 21) fest-

stellen, dass in den Hodgkin-Lymphomzelllinien sowohl auf Protein- als auch auf

RNA-Ebene eine signifikante Menge an SOCS3 vorhanden ist.
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5.3.4 Die Expression von LMP1 ist ausreichend, um SOCS3 zu induzie-

ren

Um der Frage nachzugehen, ob die Expression von LMP1 neben der Aktivierung

von STAT3 (siehe 5.2) auch für die Induktion von SOCS3 ausreichend ist, wurde

die EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 mit dem Expressionsplasmid für

LMP1 transfiziert. Aufgrund der geringen Transfektionseffizienz wurden die Zellen

24h nach der Elektroporation mittels MACS (4.1.6) angereichert, um eine ausrei-

chende Anzahl LMP1-exprimierender Zellen zu erhalten. Nach weiteren 24h wur-

den die Zellen geerntet und RNA bzw. Protein isoliert. Abbildung 22a zeigt deut-

lich die Tyrosin-Phosphorylierungsbande von STAT3 bei gleichbleibender STAT3-

Proteinkonzentration in den mit LMP1 transfizierten Zellen. Im Kontrollansatz wur-

de hingegen nur der Leervektor pSG5 exprimiert, was nicht zu einer Aktivierung von

STAT3 führt.

a) b)

Abb. 22: Induktion von P-STAT3 und SOCS3 durch LMP1. Die Burkitt-Lymphomzelllinie
BL2 wurde mit LMP1 transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen angereichert und für weitere 24h
kultiviert. Nach der Zellernte wurde Protein und RNA isoliert. a) zeigt die Western Blot-Analyse
und die Immunfärbung mit spezifischen Antikörpern gegen P-STAT3 und STAT3. In b) ist die
PCR mit SOCS3-Primern dargestellt. Die spezifische Produktbande hat eine Größe von 678bp.
Als Kontrolle wurde mittels PCR das ABL-Gen amplifiziert, welches ein Produkt mit einer Größe
von 298bp lieferte.

Um zu überprüfen, ob eine Transfektion von LMP1 ebenfalls zu einer Induktion von

SOCS3-RNA führt, wurde die aus den Zellen isolierte RNA in cDNA umgeschrie-

ben und mit Hilfe der Real-Time-PCR sowie der konventionellen PCR analysiert.

Die Daten der Real-Time-PCR in Tabelle 24 zeigen, dass das SOCS3-Produkt in

LMP1-exprimierenden Zellen viel schneller detektiert werden kann als in Zellen, die

nur den Leervektor exprimieren. Der CT -Wert für BL2pSG5 von 40,77 zeigt an,
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dass sich in diesen Zellen kein SOCS3 nachweisen lässt. Der Wert von 33,11 für

die LMP1-exprimierenden Zellen weist hingegen deutlich auf ein Vorhandensein von

SOCS3-Transkript hin. Dies konnte auch, wie in Abbildung 22b dargestellt, mit-

tels konventioneller PCR beobachtet werden. Die SOCS3-spezifische PCR ergibt

in den LMP1-exprimierenden Zellen eine Produktbande, welche in den Leervektor-

transfizierten Zellen nicht nachweisbar ist. Als Standard wurde die PCR mit ABL-

Primern durchgeführt. Das Transkript des ABL-Gens zeigt keinen Unterschied in

seiner Bandenintensität.

Tab. 24: Analyse der veränderten SOCS3-Expression mittels Real-Time-PCR

Zelllinie CT -Wert SOCS3 ∆CT -Wert

BL2pSG5 40,77 20,32

BL2pSG5-LMP1 33,11 12,46

5.3.5 Die Überexpression von SOCS3 führt nicht zu einer vollständigen

Hemmung von STAT3 in der EBV-positiven Burkitt-Lymphom-

zelllinie BL36

Um zu überprüfen, welchen Effekt eine Überexpression von SOCS3 auf die STAT3-

Aktivierung hat, wurde in BL36-Zellen SOCS3 exprimiert. Hierfür wurden die Zellen

mit einem Expressionsplasmid für SOCS3 bzw. mit dem Leervektor transfiziert.

24h nach der Transfektion wurden die positiv-transfizierten Zellen mittels MACS

angereichert und für weitere 24h kultiviert. Anschließend wurden die Zellen geerntet

und Protein isoliert, welches dann im Western Blot analysiert wurde. Das Ergebnis

der Untersuchung ist in Abbildung 23 dargestellt. Die Überexpression ist deutlich an

der starken SOCS3-Proteinbande erkennbar. Die Probe, die mit dem Kontrollvektor

transfiziert wurde, zeigt eine nur sehr schwache Expression von SOCS3. Betrachtet

man nun die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3, so ist zu erkennen, dass die

Intensität der Proteinbande in der SOCS3-überexprimierenden Probe im Vergleich

zur Kontrolle etwas schwächer ist. Die Proteinmenge von STAT3 ist bei beiden

Proben vergleichbar, ebenso die Menge an Aktin.
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Abb. 23: SOCS3-Überexpression in BL36. Zur Analyse der SOCS3-Überexpression wur-
de die EBV-positive Burkitt-Lymphomzelllinie BL36 mit einem Expressionsplasmid für humanes
SOCS3 bzw. einem Kontrollplasmid transfiziert. Das aus den Zellen isolierte Protein wurde dann
mittels SDS-PAGE, Western Blot und anschließender Immunfärbung untersucht. Die spezifischen
Antikörper waren gegen P-STAT3, STAT3, SOCS3 und Aktin gerichtet.

5.4 Der LMP1-abhängig aktivierte p38/MAPK-Signalweg

beeinflusst die Regulation des Chemokins IP-10 und des

Jak/STAT-Signalweges in Burkitt-Lymphomzelllinien

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Expression von LMP1 in Burkitt-Lymphom-

zellen zur Induktion von IL-10 führt und dabei der p38/MAPK-Signalweg involviert

ist (Vockerodt et al., 2001). Für das Chemokin IP-10 (Interferon-γ induzierbares

Protein-10kDa) wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass eine Hemmung des p38/MAPK-

Signalweges einen Einfluss auf die LMP1-vermittelte IP-10-Aktivierung hat (Vocke-

rodt et al., 2004) und dass NF-κB bei der Aktivierung des IP-10-Promotors durch

LMP1 eine wichtige Rolle spielt.

5.4.1 CD40 als funktionelles Homolog zu LMP1 reguliert NF-κB-abhän-

gig den Promotor des Chemokins IP-10

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es durch die LMP1-Expression zu einer

Induktion von IP-10 in Lymphomzellen kommt (Vockerodt et al., 2004). Die Pro-

duktion von IP-10, die auch durch CD40 aktiviert wird, motivierte die Frage, ob
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CD40 als funktionelles Homolog zu LMP1 ebenfalls einen vergleichbaren Einfluss

auf den IP-10-Promotor hat.

Um diese Frage zu klären, wurde die Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 mit dem Repor-

terplasmid TGL-IP10 bzw. TGL-IP10κB2mut transfiziert (siehe 4.1.11). Das TGL-

IP10-Plasmid kodiert für ein 435bp-Fragment des humanen IP-10-Promotors und

enthält neben einer ISRE- auch zwei Bindungsstellen für NF-κB. Im Falle des TGL-

IP10κB2mut-Reporterplasmids ist eine der beiden Bindungsstellen für NF-κB mu-

tiert (Majumder et al., 1998). Nach der Transfektion wurden die BL2-Zellen auf

den adhärent wachsenden BHK- bzw. BHK-CD40L-Zellen für 24h kultiviert. Die

BHK-CD40L-Zellen sekretieren den CD40-Liganden ins Medium, der dann auf der

Oberfläche der BL2-Zellen binden und den CD40-Signalweg aktivieren kann. Die

BHK-Zellen dienen hier der Kontrolle. Im Anschluss daran wurden die Zellen ge-

erntet, das Pellet in Lysepuffer aufgenommen und die Luciferaseaktivität bestimmt

(siehe 4.1.12). Die gemessene Luciferaseaktivität ist proportional zur Promotorak-

tivität. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 24 dargestellt. Die Höhe der

Abb. 24: CD40 reguliert NF-κB-abhängig den IP-10-Promotor. Die EBV-negative
Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 wurde mit dem Reportergenplasmid für den IP-10-Promotor (TGL-
IP10) bzw. einem Plasmid mit einer Mutation in der NF-κB-Bindestelle innerhalb des Promotors
(TGL-IP10κB2mut) transfiziert. Anschließend wurden die Zellen für 24h in Anwesenheit von BHK-
bzw. BHK-CD40L-Zellen kultiviert. Nach der Zellernte erfolgte der Zellaufschluss und die Bestim-
mung der Promotoraktivität mit Hilfe des Luciferaseassays.
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einzelnen Balken zeigt die relative Promotoraktivität von IP-10 an. Die Transfekti-

on der BL2-Zellen mit TGL-IP10 und die Kultivierung in Anwesenheit von BHK-

CD40L führt zur Aktivierung des Promotors im Vergleich zur Kultivierung auf den

BHK-Zellen. Werden die BL2-Zellen hingegen mit TGL-IP10κB2mut transfiziert,

dann kommt es durch die mutierte NF-κB-Bindestelle im IP-10-Promotor nicht zu

einer Aktivierung, wenn die Zellen mit BHK-CD40L kultiviert werden. Dieses Er-

gebnis deckt sich mit den Untersuchungen von Vockerodt et al. (2004) in Bezug auf

die NF-κB-abhängige IP-10-Promotoraktivierung durch LMP1. Es konnte ebenfalls

gezeigt werden, dass eine Inhibierung von p38/MAPK durch SB202190 keinen Ein-

fluss auf die durch LMP1 induzierte Promotoraktivität von IP-10 hat (Vockerodt et

al., 2004).

5.4.2 LMP1 reguliert p38/MAPK-abhängig die mRNA-Stabilität von

IP-10

Der p38/MAPK-Signalweg spielt für die Aktivierung des IP-10-Promotors durch

LMP1 keine Rolle (Vockerodt et al., 2004). Aufbauend auf diesen Daten sollte die

Wirkung der LMP1-vermittelten p38/MAPK-Aktivierung auf die mRNA-Stabilität

von IP-10 untersucht werden. Hierfür wurden BL2-Zellen mit LMP1 transfiziert

und für 24h mit 2µM p38/MAPK-Inhibitor SB202190 bzw. als Kontrollansatz mit

dessen Lösungsmittel DMSO kultiviert. Anschließend wurde die Transkription mit

Hilfe von Actinomycin D (10µg/ml) gestoppt und die Zellen zu definierten Zeit-

punkten geerntet. Nach der Isolation der Gesamt-RNA aus den Zellen wurde diese

in cDNA umgeschrieben und die Menge an IP-10-Transkript mittels Real-Time-

PCR bestimmt. Abbildung 25a zeigt den zeitlichen Verlauf der IP-10-RNA-Menge.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die mit SB202190 behandelten Proben bereits nach

15min nur noch 30% der ursprünglichen IP-10-RNA-Menge aufweisen und sich nach

90min bei nur noch 10% RNA befinden. Die Halbwertszeit der RNA beträgt somit

weniger als 15min. Proben, die mit DMSO behandelt wurden, zeigen hingegen erst

nach 240min eine Reduktion der IP-10-RNA um 40%. Dieses Experiment wurde mit

freundlicher Unterstützung von Dr. Dieter Kube durchgeführt.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass p38/MAPK bei der IP-10-Aktivierung durch
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CD40 eine untergeordnete Rolle spielt (Vockerodt et al., 2004). Um zu überprüfen,

ob der CD40-Signalweg die IP-10-mRNA durch p38/MAPK-vermittelte Stabilisie-

rung beeinflusst, wurden BL2-Zellen durch die Kokultivierung mit BHK-CD40L-

Zellen stimuliert. Diese Stimulierung von CD40 erfolgte für 3h mit SB202190 bzw.

DMSO. Nach der Zugabe von Actinomycin D und der Zellernte zu definierten Zeit-

punkten wurde auch hier die RNA isoliert und mittels Real-Time-PCR auf IP-10

untersucht. Das Ergebnis dieser Analyse wird in Abbildung 25b gezeigt. Die IP-10-

RNA der mit SB202190 behandelten Proben wird vergleichbar schnell zu der der

LMP1-exprimierenden Zellen (vgl. Abb. 25a) abgebaut. Die Halbwertszeit der RNA

beträgt ca. 15min. Nach 45min sind nur noch 10% der ursprünglichen RNA-Menge

vorhanden. Die mit DMSO-behandelten Proben verhalten sich ganz anders als die

LMP1-transfizierten BL2 Zellen. Der Abbau der RNA geht rascher voran und die

Halbwertszeit beträgt weniger als eine Stunde, was deutlich macht, dass die Re-

gulation der IP-10-mRNA-Stabilität durch CD40 nicht vorrangig über p38/MAPK

läuft.

Die Spezifität des p38/MAPK-Inhibitors SB202190 wurde mit Hilfe des sogenann-

ten
”
Pathfinder”-Systems untersucht. Hierbei wird indirekt die Aktivierung des

p38/MAPK-Targetgens CHOP (C/EBP homologes Protein) untersucht. Hierfür

wurde BL2 mit LMP1 bzw. pSG5, dem Reporterplasmid pFR-Luc oder dem Trans-

aktivatorplasmid pFA-CHOP transfiziert. pFR-Luc besitzt ein Luciferasegen unter

der Kontrolle des GAL4-Promotors. pFA-CHOP kodiert für ein Fusionsprotein be-

stehend aus GAL4dbd (GAL4-DNA-Bindedomäne) und CHOP. Wird dieses Fusi-

onsprotein direkt oder indirekt durch Phosphorylierung aktiviert, dann bindet es als

Dimer an den GAL4-Promotor und das Luciferasegen kann exprimiert werden. Die

transfizierten BL2-Zellen wurden für 24h in Anwesenheit von SB202190 bzw. DMSO

kultiviert. Nach der Zellernte wurde die Luciferaseaktivität (siehe 4.1.12) bestimmt.

Das Ergebnis ist in Abbildung 26 dargestellt. Man erkennt, dass im Gegensatz zur

Probe, die den Kontrollvektor pSG5 exprimiert, die Expression von LMP1 zur Ak-

tivierung von p38 und damit auch von CHOP führt. Wurden die Proben hingegen

mit SB202190 behandelt, dann reduziert sich die relative CHOP-Aktivierung sowohl

in den pSG5- als auch in den LMP1-exprimierenden Zellen. Somit konnte gezeigt

werden, dass die durch LMP1 aktivierte p38/MAPK durch SB202190 hemmbar ist.
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a)

b)

Abb. 25: LMP1-aktivierte p38/MAPK ist in die Stabilisierung der IP-10-mRNA invol-
viert. Die EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 wurde mit LMP1 transfiziert und für 24h
mit SB202190 bzw. DMSO kultiviert. Anschließend wurden die Zellen für verschiedene Zeiten mit
Actinomycin D behandelt und geerntet. Die isolierte RNA wurde nach der reversen Transkription
mittels Real-Time-PCR auf IP-10-Transkript hin untersucht. Die Analyse der mRNA-Stabilität
ist in a) dargestellt. In b) wurden die BL2-Zellen in Anwesenheit von BHK-CD40L-Zellen und
SB202190 bzw. DMSO für 3h kultiviert. Nach der Actinomycin D-Zugabe wurden die Zellen, wie
oben beschrieben, aufgearbeitet und ebenfalls mittels Real-Time-PCR analysiert.
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Abb. 26: Analyse der Spezifität des p38/MAPK-Inhibitors SB202190. BL2 wurde mit
pSG5 (100ng) bzw. LMP1 (100ng), pFR-Luc (10µg) oder pFA-CHOP (500ng) transfiziert und für
24h mit SB202190 bzw. dessen Lösungsmittel DMSO kultiviert. Im Anschluss an die Zellernte
wurde die Luciferaseaktivität und damit die relative CHOP-Aktivierung bestimmt.

5.4.3 Der p38/MAPK-Inhibitor SB202190 beeinflusst den Jak/STAT-

Signalweg in Burkitt-Lymphomzelllinien

Durch den Einsatz des p38-spezifischen Inhibitors SB202190 sollte die Wirkung von

fehlendem p38 auf verschiedene Proteine in EBV-positiven und -negativen Burkitt-

Lymphomzelllinien untersucht werden. Der Inhibitor wurde wie in 4.1.7 beschrie-

ben verwendet. In Abbildung 27 ist der Einfluss des p38-Inhibitors SB202190 auf

die Expression von SOCS3 und die Aktivierung von STAT3 in verschiedenen EBV-

positiven Burkitt-Lymphomzelllinien dargestellt. Um einen Einfluss des Lösungsmit-

tels auszuschließen, wurden die Kontrollproben mit DMSO behandelt. Die Hodgkin-

Lymphomzelllinie HDLM2 diente als Positivreferenz für die SOCS3-Expression. Die

vorhandene, aber sehr schwache SOCS3-Bande bei BL2B95-8 ist nach der SB202190-

Behandlung nicht mehr detektierbar. Bei BL36 und BL74 ist durch die Inhibierung

von p38 ebenfalls eine Reduktion der SOCS3-Expression festzustellen. Diese Zellen

zeigen zudem eine Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 bei gleich-

bleibendem Proteinlevel. Diese Reduktion von P-STAT3 ist bei BL2B95-8 weniger



5 ERGEBNISSE 77

Abb. 27: Einfluss von SB202190 auf SOCS3 und P-STAT3. Die Burkitt-Lymphomzelllinien
BL2B95-8, BL36 und BL74 wurden für 24 Stunden mit dem p38-Inhibitor SB202190 bzw. mit
dessen Lösungsmittel DMSO behandelt. Anschließend wurden die Zellen geerntet und Protein iso-
liert, welches dann für die Western Blot-Analyse eingesetzt wurde. Die Immunfärbung erfolgte mit
spezifischen Antikörpern gegen SOCS3, P-STAT3, STAT3 und Aktin. Die in Spur1 aufgetragene
HDLM2 diente als Positiv-Kontrolle für die SOCS3-Expression.

stark ausgeprägt. Der Nachweis von Aktin in diesen Zellen diente der Kontrolle eines

gleichmäßigen Probenauftrags.

5.4.4 Der p38/MAPK-Inhibitor SB202190 beeinflusst die LMP1-indu-

zierte Phosphorylierung von STAT3 und die SOCS3-Expression

Nachdem der Einfluss von p38/MAPK auf die Expression von SOCS3 und auf die

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 nachgewiesen wurde (siehe Abb. 27), galt es

die Rolle von LMP1 in diesem Prozess zu klären. Zu diesem Zweck wurde BL2 mit

LMP1 bzw. dem entsprechenden Leervektor transfiziert und nach Anreicherung der

Zellen für 24h mit dem spezifischen p38-Inhibitor SB202190 bzw. dem Lösungsmittel

DMSO inkubiert. Das Ergebnis der Analyse der SOCS3-Expression auf RNA-Ebene

ist in Abbildung 28 dargestellt. Die BL2-Zellen, die mit LMP1 transfiziert wur-

den und dieses virale Protein exprimieren, zeigen eine deutliche SOCS3-mRNA-

Expression. In den Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden, lässt sich

hingegen keine SOCS3-mRNA nachweisen. Die Intensität der SOCS3-Banden der

LMP1-exprimierenden Proben weisen Unterschiede hinsichtlich ihrer Behandlung

mit dem p38-Inhibitor bzw. DMSO auf. So zeigt die LMP1-exprimierende Probe
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Abb. 28: Einfluss von SB202190 auf SOCS3. Die Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 wurde mit
LMP1 bzw. dem Kontrollvektor pSG5 transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen durch MACS an-
gereichert und für weitere 24h in Anwesenheit von SB202190 bzw. DMSO kultiviert. Die Zellen
wurden geerntet und die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. Letztere diente als Grundlage für
die PCR mit SOCS3-spezifischen Primern.

nach der SB202190-Behandlung ein deutlich schwächeres SOCS3-PCR-Produkt im

Vergleich zur DMSO-behandelten Probe. Der Nachweis von ABL diente der Kon-

trolle und zeigt, dass das spezifische PCR-Produkt in allen Proben miteinander

vergleichbar ist.

Derselbe experimentelle Ansatz wurde ebenfalls verwendet, um den Einfluss von

SB202190 auf die von LMP1 induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 zu

untersuchen. In Abbildung 29 ist das Ergebnis als Western Blot-Analyse dargestellt.

Die mit LMP1-transfizierten BL2 Zellen zeigen im Gegensatz zu den Zellen, die

den Kontrollvektor erhalten haben, eine Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 bei

vergleichbarem STAT3-Proteinniveau. Die Behandlung der Zellen mit dem spezifi-

schen p38-Inhibitor zeigt bei den LMP1-exprimierenden Zellen eine Reduktion in

der Tyrosin-Phosphorylierung im Vergleich zur DMSO-behandelten Probe. Die Im-

munfärbung auf Aktin diente als Kontrolle für einen gleichmäßigen Probenauftrag.
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Abb. 29: Einfluss von SB202190 auf P-STAT3. Die Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 wurde
mit LMP1 bzw. dem Kontrollvektor pSG5 transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen durch MACS
angereichert und für weitere 24h in Anwesenheit von SB202190 bzw. DMSO kultiviert. Die Zellen
wurden geerntet und das isolierte Protein wurde für die Western Blot-Analyse eingesetzt. Die
Immunfärbung erfolgte mit spezifischen Antikörpern gegen P-STAT3, STAT3 und Aktin.

5.4.5 Die SOCS3-mRNA wird EBV-abhängig über p38/MAPK stabili-

siert

Aus der Literatur ist bekannt, dass p38/MAPK die Stabilität der mRNA beeinflus-

sen kann (Holtmann et al., 1999; Dean et al., 1999). Es stellte sich daher die Fra-

ge, ob der durch LMP1 verstärkt induzierte p38/MAPK-Signalweg einen Einfluss

auf die Stabilität der SOCS3-mRNA besitzt. Für diese Untersuchung wurde die

EBV-positive, LMP1-exprimierende Burkitt-Lymphomzelllinie BL36, wie in 4.1.7

beschrieben, für 24h mit SB202190 bzw. DMSO behandelt. Anschließend wurde der

Transkriptionsinhibitor Actinomycin D zu den Zellen gegeben. Diese wurden nach

definierten Zeitpunkten geerntet und die RNA isoliert. Nach dem Umschreiben der

RNA in cDNA wurde diese sowohl für die Analyse mittels Real-Time-PCR als auch

mittels konventioneller PCR eingesetzt.

Das Ergebnis der quantitativen Real-Time-PCR-Analyse ist in Abbildung 30 dar-

gestellt. Die Graphik zeigt die prozentuale Abnahme der mRNA über die Zeit in

Abhängigkeit von der Art der Behandlung der Zellen. Die hellgrauen Quadrate zei-

gen den Verlauf der Kontroll-Proben, die mit DMSO behandelt wurden. Die schwar-

zen Rhomben stellen den Verlauf für die Proben dar, die SB202190 erhalten haben.

Zum Zeitpunkt Null weisen beide Proben die gleiche Menge an SOCS3-RNA auf.
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Abb. 30: p38/MAPK beeinflusst die mRNA-Stabilität von SOCS3. Nach der Behandlung
der Burkitt-Lymphomzelllinie BL36 für 24h mit dem spezifischen p38/MAPK-Inhibitor SB202190
bzw. dessen Lösungsmittel DMSO wurden die Zellen mit Actinomycin D zur Inhibierung der Trans-
kription versetzt und die Zellen nach definierten Zeitpunkten geerntet. Die aus diesen Zellen isolier-
te RNA wurde mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben und mittels Real-Time-PCR
analysiert. Die graphische Darstellung zeigt den zeitlichen Verlauf der SOCS3-mRNA-Menge. Die
Abnahme der mRNA weist Unterschiede je nach Art der Behandlung der Zellen mit SB202190
oder DMSO auf.

Bereits fünf Minuten nach Inhibierung der zellulären Transkription unterscheidet

sich die Menge an SOCS3-RNA deutlich. So enthält die mit SB202190 behandelte

Probe 44% weniger RNA als die entsprechende Kontrolle. Nach 10min enthalten

die SB202190-behandelten Zellen nur noch 50% der ursprünglichen RNA-Menge.

Während der ersten 30min ist die Menge an RNA in den SB202190-behandelten

Proben stets geringer als in den DMSO-behandelten Proben. Danach nähern sich

die RNA-Mengen einander an.

5.5 Der Einfluss von LMP1 auf die Zytokinsignalwege trans-

formierter B-Lymphozyten

Das virale Protein LMP1 ist in der Lage, eine Vielzahl von Zytokinen zu aktivie-

ren. Neben IL-6 und IL-10 sind dies die Tumor-Nekrosefaktoren α und β (TNF-α,

TNF-β), Interferone (IFN-γ) und Chemokine (IL-8, IP-10) (Eliopoulos et al., 1999b;
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Nakagomi et al., 1994; Ho et al., 1999; Thompson et al., 2003; Vockerodt et al., 2001;

Najjar et al., 2005).

5.5.1 LMP1 aktiviert die IL-6- und IL-10-Produktion in Burkitt-Lym-

phomzelllinien

Die IL-6- und IL-10-Produktion wurde in Abhängigkeit von der LMP1-Expression

untersucht. Die EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 wurde mit Wildtyp-

LMP1 (pSG5-LMP1), den mutierten Varianten LMP1 CTAR1mut, LMP1

CTAR2mut und LMP1 CTAR1/2mut (siehe 5.2) bzw. als Kontrolle mit dem Leer-

plasmid pSG5 transfiziert. Nach der Anreicherung der Zellen und weiteren 24h Kulti-

vierung wurde der Zellüberstand für die Analyse der Zytokine im ELISA (siehe 4.2.4)

eingesetzt.

Tabelle 25 zeigt sehr deutlich, dass weder die Zellen, die das Kontrollplasmid erhal-

ten, noch die, welche die LMP1-Proteine mit mutiertem C-Terminus exprimieren,

eine nachweisbare Produktion von IL-6 aufweisen. Nur die Expression von Wildtyp-

LMP1 führt zu einer Induktion von IL-6 in diesen Zellen in Höhe von 63,34pg/ml.

Tab. 25: Analyse der IL-6-Produktion in transfizierten BL2-Zellen

Probe IL-6 [pg/ml]

BL2pSG5 0

BL2pSG5-LMP1 63,34

BL2pSG5-LMP1 CTAR1mut 0

BL2pSG5-LMP1 CTAR2mut 0

BL2pSG5-LMP1 CTAR1/2mut 0

Die Abhängigkeit der IL-6-Produktion von EBV bzw. der Expression von LMP1

wird deutlich, wenn man die IL-6-Produktion der Burkitt-Lymphomzelllinien BL2,

BL2P3HR1, BL2B95-8, BL30, BL30P3HR1 und BL30B95-8 miteinander vergleicht.

Diese Untersuchung ist in Abbildung 31 dargestellt. Von den sechs analysierten

Zellen kann nur in den LMP1-exprimierenden BL2B95-8 und BL30B95-8 eine IL-6-

Produktion nachgewiesen werden.
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Abb. 31: IL-6-ELISA. Von den Burkitt-Lymphomzelllinien BL2, BL2P3HR1, BL2B95-8, BL30,
BL30P3HR1 und BL30B95-8 wurde der Zellkulturüberstand geerntet und die Menge an IL-6 mittels
ELISA bestimmt.

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass bei der LMP1-abhängigen

IL-6-Produktion p38/MAPK eine Rolle spielt (Eliopoulos et al., 1999b). Gibt man

zur EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinie BL74 für 24h den spezifischen p38-

Inhibitor SB202190, dann reduziert sich die IL-6-Produktion drastisch. Dieses Ver-

halten ist in Abbildung 32 dargestellt. Die ELISA-Daten zeigen für die mit DMSO

behandelte Probe eine IL-6-Menge von 62pg/ml. Nach Zugabe von SB202190 sinkt

dieser Wert auf 5pg/ml ab.

Die Analyse des zweiten Zytokins IL-10 erfolgte ebenfalls aufgrund der Fragestellung,

in wie weit LMP1 dessen Aktivierung beeinflusst. Hierfür wurde die EBV-negative

Burkitt-Lymphomzelllinie BL2 mit LMP1wt, den mutierten Varianten LMP1

CTAR1mut, LMP1 CTAR2mut und LMP1 CTAR1/2mut transfiziert. Als Kontrolle

wurde der Leervektor pSG5 mitgeführt. Die Zellen wurden 24h nach der Transfektion

angereichert und für weitere 24h kultiviert. Der Zellkulturüberstand wurde dann für

die Bestimmung der IL-10-Menge mittels IL-10-spezifischen ELISAs eingesetzt. Die

Daten sind in Tabelle 26 zusammengefasst. Man erkennt, dass sowohl in der Kon-

trollprobe als auch in den Zellen, die LMP1 CTAR1mut bzw. LMP1 CTAR1/2mut

exprimieren, kein IL-10 nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu weisen die Zellen, die

LMP1 CTAR2mut exprimieren, eine IL-10-Menge von 137pg/ml auf. Die Expression
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Abb. 32: p38/MAPK beeinflusst die IL-6-Produktion. Die Zelllinie BL74 wurde für 24h
mit dem p38-Inhibitor SB202190 bzw. dessen Lösungsmittel DMSO als Kontrollansatz behandelt.
Anschließend wurde der Zellkulturüberstand geerntet und die Menge an IL-6 mittels ELISA be-
stimmt.

von Wildtyp-LMP1 führt zur größten IL-10-Produktion (337pg/ml).

Tab. 26: Analyse der IL-10-Produktion in transfizierten BL2-Zellen

Probe IL-10 [pg/ml]

BL2pSG5 0

BL2pSG5-LMP1 337,3

BL2pSG5-LMP1 CTAR1mut 0

BL2pSG5-LMP1 CTAR2mut 136,74

BL2pSG5-LMP1 CTAR1/2mut 0

5.5.2 Die Wirkung von Zytokinen auf STAT3 und SOCS3 in Burkitt-

Lymphomzelllinien

Im Anschluss an die vorangegangenen Untersuchungen galt es die Frage zu klären,

welchen Einfluss eine Zugabe von IL-6 und IL-10 auf EBV-positive und -negative

Burkitt-Lymphomzelllinien hat. Die Zellen wurden, wie in 4.1.8 beschrieben, für

30min mit IL-6 bzw. IL-10 behandelt. Anschließend wurden Protein und RNA aus

den Zellen isoliert und analysiert.
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In Abbildung 33a ist die Western Blot-Analyse der EBV-negativen Burkitt-Lym-

phomzelllinie BL2 dargestellt. Die Analyse des Tyrosin-Phosphorylierungsstatus von

STAT3 zeigt, dass auch nach IL-6-Zugabe keine Aktivierung von STAT3 nachweis-

bar ist. Der Zusatz von IL-10 führt hingegen in der EBV-negativen Zelllinie zur

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3. Die Proteinkonzentration von STAT3 ist in

dieser Probe ebenfalls etwas erhöht. Die unbehandelte und die mit IL-6 behandelte

Probe weisen ein vergleichbares Niveau an STAT3 auf. In den BL2-Zellen konnte

kein SOCS3-Protein detektiert werden. Als Kontrolle für einen gleichmäßigen Pro-

benauftrag wurde Aktin in den Zellen nachgewiesen.

In Abbildung 33b ist die Analyse des SOCS3-Transkripts mittels PCR dargestellt.

Bei gleichbleibender Bandenintensität des Kontrollgens ABL zeigen die BL2-Zellen

nur nach IL-10-Zugabe eine SOCS3-Bande. Weder in der unbehandelten Probe noch

nach IL-6-Zugabe ist SOCS3-Transkript nachweisbar.

Analog zu den EBV-negativen Burkitt-Lymphomzelllinien galt es auch für die EBV-

positiven Burkitt-Lymphomzelllinien zu klären, wie diese auf die Zugabe von Zytoki-

nen reagieren. Hierfür wurden die Zelllinien BL36 und BL74 ebenfalls mit IL-6 bzw.

IL-10 behandelt und mittels Western Blot analysiert. In Abbildung 34a ist das Er-

gebnis für BL36 dargestellt. Diese Zelllinie weist bereits im unbehandelten Zustand

a) b)

Abb. 33: Zytokinstimulation der EBV-negativen Burkitt-Lymphomzelllinie BL2. Die
BL2-Zellen wurden für 30min mit 100ng/ml Zytokin behandelt und anschließend geerntet, um
daraus Protein und RNA zu isolieren. In a) ist die Western Blot-Analyse für unbehandelte bzw.
mit IL-6 oder IL-10 behandelte BL2-Zellen dargestellt. Die Immunfärbung erfolgte mit den spezifi-
schen Antikörpern gegen P-STAT3, STAT3, SOCS3 und Aktin. b) zeigt den Nachweis des SOCS3-
Transkripts mittels PCR. Der Nachweis einer gleichmäßigen Bandenintensität des ABL-Transkripts
erlaubt es, die Proben untereinander zu vergleichen.
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eine Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 auf. Nach der Zugabe von IL-6 bzw.

IL-10 wird diese Phosphorylierung noch verstärkt, wobei IL-10 eine größere Aus-

wirkung auf die Aktivierung von STAT3 hat. Die Proteinkonzentration von STAT3

ist in allen Proben vergleichbar. Dies trifft ebenfalls auf den Nachweis von Aktin

zu. SOCS3-Protein war in allen Proben nachweisbar, wobei die intensivste SOCS3-

Proteinbande in der mit IL-10 behandelten Probe zu finden ist.

Die Untersuchung der EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinie BL74, welche ana-

log zu den Analysen für BL2 und BL36 durchgeführt wurde, wird in Abbildung 34b

gezeigt. Auch diese Zelllinie weist bereits ohne Zytokinzugabe eine Aktivierung

a)

b)

Abb. 34: Zytokinstimulation der EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und
BL74. Die EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74 wurden für 30min mit
100ng/ml IL-6 bzw. IL-10 behandelt. Aus den geernteten Zellen wurde das Gesamtprotein isoliert
und mittels Western Blot analysiert. Der Proteinnachweis erfolgte mit spezifischen Antikörpern
gegen P-STAT3, STAT3, SOCS3 und Aktin.
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von STAT3 auf. Diese lässt sich jedoch durch die Zugabe der Zytokine IL-6 und

IL-10 noch verstärken. Im Gegensatz zu BL36 ist die Tyrosin-Phosphorylierung von

STAT3 bei BL74 nach der Zugabe von IL-6 am stärksten. Die STAT3-Proteinkonzen-

tration ist in allen Proben vergleichbar. Auch der Nachweis von Aktin als Kontrolle

für einen gleichmäßigen Probenauftrag zeigt in allen Proben eine vergleichbare Ban-

denintensität. Das SOCS3-Protein konnte ebenfalls in allen Proben nachgewiesen

werden, wobei die SOCS3-Bande bei der mit IL-6 behandelten Probe am stärksten

ausgeprägt scheint.

5.5.3 Der Einfluss von neutralisierenden Antikörpern in EBV-positiven

Burkitt-Lymphomzelllinien

Nachdem untersucht wurde, welche Effekte die Stimulation mit den Zytokinen IL-6

und IL-10 auf EBV-positive und EBV-negative Zelllinien hat, schließt sich konse-

quenterweise die Frage an, was eine Hemmung dieser Signalwege bewirkt. Dafür

wurden, wie in 4.1.8 beschrieben, neutralisierende Antikörper eingesetzt. Um den

IL-6-Signalweg zu hemmen, wurde ein Antikörper verwendet, der gegen die signalge-

bende β-Untereinheit (gp130) des IL-6-Rezeptors gerichtet ist. Für die Inhibierung

des IL-10-Signalweges wurde ebenfalls ein neutralisierender Antikörper verwendet.

Als Kontrollansatz diente die so genannte Isotyp-Kontrolle. Hierbei handelt es sich

um einen Antikörper, der unspezifisch gegen IgG gerichtet ist. Somit lassen sich

unspezifische Effekte der neutralisierenden Antikörper ausschließen. Für diese Un-

tersuchung wurden die EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74

eingesetzt. Die Zellen wurden 24h mit den neutralisierenden Antikörpern behandelt.

Anschließend wurde aus den geernteten Zellen Protein und RNA isoliert.

Die Western Blot-Analyse der beiden Zelllinien ist in Abbildung 35 dargestellt. Der

Western Blot für BL74 in Abb. 35a zeigt nach Inhibierung des IL-10-Signalweges

eine Reduktion der Tyrosin-Phosphorylierung und des Proteinlevels von STAT3. So-

wohl die Isotyp-Kontrolle als auch die zur Inhibierung des IL-6 Signalweges mit dem

anti-gp130-Antikörper behandelten Zellen weisen keine Veränderungen in der Akti-

vierung oder der Proteinkonzentration von STAT3 auf. Dies trifft ebenfalls für den

Nachweis von SOCS3 zu. Lediglich in der anti-IL-10-behandelten Probe kommt es
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zu einer leichten Reduktion der SOCS3-Proteinbande. Die Immunfärbung auf Aktin,

die für alle drei Proben die gleiche Intensität aufweist, bestätigt den gleichmäßigen

Probenauftrag während der Untersuchung.

In Abbildung 35b ist die Analyse der EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinie BL36

dargestellt. Die Zelllinie wurde mit neutralisierenden Antikörpern (anti-IL-10, anti-

gp130) bzw. der Isotyp-Kontrolle behandelt. Eine deutliche Reduktion der Tyrosin-

Phosphorylierung von STAT3 kann nach der Zugabe von anti-IL-10 beobachtet wer-

den. Eine Abnahme von SOCS3-Protein ist durch die Gabe von anti-IL-10 ebenfalls

erkennbar. Die STAT3-Proteinmenge ist in allen Proben unverändert. Es ist ebenfalls

zu sehen, dass sowohl die Inhibierung des IL-6-Signalweges als auch die Behandlung

a)

b)

Abb. 35: Inhibierung der Zytokinsignalwege durch neutralisierende Antikörper. Die
EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74 wurden für 24h mit 200µg/ml anti-
IL-10-, anti-gp130-neutralisierenden Antikörpern bzw. der Isotyp-Kontrolle behandelt. Nach der
Zellernte wurde das Gesamtprotein isoliert und mittels Western Blot analysiert. Die Immunfärbung
erfolgte mit spezifischen Antikörpern gegen P-STAT3, STAT3, SOCS3 und Aktin.
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der Zellen mit der Isotyp-Kontrolle zu keiner Änderung der Aktivierung von STAT3

oder der Proteinmenge von SOCS3 führt. Der Nachweis von Aktin weist auf einen

gleichmäßigen Probenauftrag hin, da keine Intensitätsunterschiede sichtbar sind.

Der Einfluss der neutralisierenden Antikörper auf das Transkript von SOCS3 wur-

de ebenfalls in den beiden Zelllinien BL36 und BL74 untersucht. Nach Behandlung

und Ernte der Zellen wurde die RNA isoliert. Diese wurde mittels reverser Tran-

skription in cDNA umgeschrieben und das SOCS3-Gen mit spezifischen Primern in

einer PCR-Reaktion amplifiziert. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 36

dargestellt. Abbildung 36a zeigt für die BL36-Zellen eine Abnahme der SOCS3-

Transkriptmenge nach Zugabe des anti-IL-10-Antikörpers zur Zellkultur. Die Inhi-

bierung des IL-6-Signalweges hat keinen Einfluss auf die SOCS3-Transkriptmenge,

wenn man diese mit den Zellen, die die Isotyp-Kontrolle erhalten haben, vergleicht.

In Abbildung 36b wird dieselbe Untersuchung für die BL74-Zellen gezeigt. Es wird

deutlich, dass weder die Behandlung der Zellen mit anti-gp130 noch mit anti-IL-10

eine Änderung der SOCS3-Bandenintensität bewirkt. Die Amplifikation des ABL-

Gens diente dem Nachweis, dass alle PCR-Ansätze die gleiche Konzentration an

cDNA enthielten. Die gleichmäßige Bandenstärke des ABL-Transkripts in beiden

Zelllinien zeigt, dass diese Voraussetzung erfüllt war.

a) b)

Abb. 36: Inhibierung der Zytokinsignalwege durch neutralisierende Antikörper: Ana-
lyse des SOCS3-Transkripts. Die EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74
wurden für 24h mit 200µg/ml anti-IL-10- oder anti-gp130-neutralisierenden Antikörpern bzw. der
Isotyp-Kontrolle behandelt. Nach der Zellernte wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels reverser
Transkription in cDNA umgeschrieben. Diese wurde daraufhin mit spezifischen Primern in einer
PCR-Reaktion auf das Vorhandensein von SOCS3 und ABL hin untersucht.
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6 Diskussion

Ein Zusammenhang zwischen einer EBV-Infektion und dem Auftreten einer Tumor-

erkrankung kann vor allem in Burkitt-Lymphomen, Hodgkin-Lymphomen und Na-

sopharynx-Karzinomen beobachtet werden. Eine entscheidende Rolle bei der Trans-

formation von EBV-infizierten Zellen spielt das virale Onkogen Latentes Mem-

bran Protein 1 (LMP1). LMP1 besitzt funktionelle Homologien zu den TNF- und

Toll-like-Rezeptoren und aktiviert Signalwege, die unter anderem die Apoptosenei-

gung, Wachstum und Differenzierung der Zelle beeinflussen. Zu den bereits inten-

siv erforschten Signalwegen gehören der NF-κB-Signalweg und die Signalwege der

MAPK-Familie. Zu Beginn dieser Arbeit gab es in der Literatur Hinweise, dass der

Jak/STAT-Signalweg EBV-abhängig aktiviert werden kann. So konnten beispiels-

weise Gires et al. (1999) eine direkte Interaktion von Jak3 mit LMP1 zeigen, was

eine verstärkte STAT1-DNA-Bindungsaktivität zur Folge hatte. Die Jak3-Bindung

an LMP1 konnte in anderen Untersuchungen nicht bestätigt werden (Higuchi et al.,

2002). Chen et al. (2003) postulieren eine LMP1-vermittelte STAT3-Aktivierung

in Nasopharynx-Karzinomzellen als Folge eines aktivierten IL-6-Signalweges. Dies

zeigte deutlich, dass die Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges vor allem in EBV-

positiven Lymphomzellen noch nicht vollständig verstanden ist. Zur Aufklärung des

Mechanismus ist es daher notwendig, die Vorgänge in EBV-positiven Tumorzellen

genauer zu analysieren, um den Zusammenhang zwischen den EBV-abhängig akti-

vierten Signalwegen und dem Entstehen eines Tumors besser verstehen zu können.

Aufbauend auf diesem Wissen könnten dann neue und effizientere Strategien in der

Tumortherapie entwickelt werden.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, den Einfluss des Epstein-Barr-Virus auf den

Jak/STAT-Signalweg in Burkitt-Lymphomzellen zu charakterisieren, vor allem im

Hinblick auf die Aktivierung des Negativregulators SOCS3.
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6.1 Der Jak/STAT-Signalweg wird EBV-abhängig in Bur-

kitt-Lymphomzellen aktiviert

Um der Frage nachzugehen, ob der Jak/STAT-Signalweg in Burkitt-Lymphom-

zelllinien EBV-abhängig aktiviert wird, wurden verschiedene Zelllinien untersucht.

Es zeigte sich, dass unabhängig von der STAT3-Proteinexpression die Tyrosin-Phos-

phorylierung und somit der Aktivierungszustand von STAT3 nur in EBV-positiven

Burkitt-Lymphomzellen nachzuweisen ist (Abb. 3). Diese Beobachtung konnte je-

doch nur gemacht werden, wenn die EBV-positiven Burkitt-Lymphomzellen das vi-

rale Onkogen LMP1 exprimierten. War dies nicht der Fall, dann kam es nicht zu einer

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3. Dieser Zusammenhang wird besonders deut-

lich, wenn man EBV-negative Burkitt-Lymphomzelllinien mit ihren EBV-konver-

tierten Analoga vergleicht (Abb. 5). Diese Zellen besitzen den gleichem genetischen

Hintergrund unterscheiden sich jedoch in der Expression von LMP1.

Bei der Expression des ebenfalls untersuchten STAT1-Moleküls wurden Unterschie-

de zwischen den einzelnen Burkitt-Lymphomzelllinien festgestellt. Diese betrafen

sowohl die Proteinexpression als auch die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1

(Abb. 4). Die Menge an STAT1-Protein war in den EBV-positiven und LMP1-

exprimierenden Zelllinien bedeutend größer als in den Zelllinien, die kein LMP1

exprimierten. Eine Aktivierung von STAT1 war ebenfalls nur in den LMP1-ex-

primierenden Burkitt-Lymphomzellen nachzuweisen. Auch für STAT1 wurden die

Untersuchungen auf Zelllinien mit gleichem genetischen Hintergrund, aber unter-

schiedlichen EBV-Stämmen ausgedehnt (Abb. 6). Die Analyse zeigte, dass es durch

die LMP1-Expression sowohl zu einer Zunahme der Proteinexpression als auch zu

einer verstärkten Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 kommt.

Um einen direkten Zusammenhang zwischen der LMP1-Expression und der Akti-

vierung von STAT1 bzw. STAT3 zu zeigen, wurde Wildtyp-LMP1 in einer EBV-

negativen Burkitt-Lymphomzelllinie exprimiert und die STAT-Moleküle anschlie-

ßend analysiert. Der Frage, welche C-terminale Aktivierungsregion (CTAR) von

LMP1 für diese Aktivierung verantwortlich ist, wurde anhand der Expression von

verschiedenen LMP1-Mutanten in diesen Zellen nachgegangen. Die Untersuchung
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von STAT3 zeigte, dass es in den Wildtyp-LMP1-exprimierenden Zellen zu einer

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 kommt. In den LMP1-Mutanten-exprimie-

renden Zellen, in denen die CTARs mutiert vorlagen, konnte diese Phosphorylierung

hingegen nicht nachgewiesen werden (Abb. 14). Die Analyse von STAT1 zeigte eine

sehr starke STAT1-Proteinexpression in der Wildtyp-LMP1-exprimierenden Probe,

während die anderen Proben ein niedrigeres Niveau an STAT1-Protein aufwiesen.

Analog zur Proteinexpressionshöhe zeigte die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1

ebenfalls in den LMP1 exprimierenden Zellen den höchsten Wert (Abb. 15).

Aufbauend auf diesen Analysen lässt sich feststellen, dass in Burkitt-Lymphomzellen

sowohl die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 als auch die Protein-

expression von STAT1 EBV-abhängig ist. Die Untersuchungen zeigen ebenfalls, dass

die Expression des viralen Onkoproteins LMP1 in Burkitt-Lymphomzellen ausreicht,

um STAT3 zu phosphorylieren und sowohl die STAT1-Proteinexpression als auch die

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 zu steigern. Weiterhin wurde gezeigt, dass für

die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 alle CTARs von LMP1 benötigt werden.

Die Beobachtung, dass die Expression von LMP1 in Burkitt-Lymphomzellen aus-

reicht, um STAT3 zu phosphorylieren, korreliert mit der von Chen et al. (2003)

nachgewiesenen LMP1-vermittelten STAT3-Aktivierung in EBV-positiven epithelia-

len Zellen. Eine LMP1-abhängige, NF-κB-Signalweg-vermittelte STAT1-Expression

konnte in Latenztyp III-Zelllinien beobachtet werden (Zhang et al., 2004; Richard-

son et al., 2003). Gezeigt wurde auch, dass es in EBV-immortalisierten Zellen zu

einer Aktivierung von STAT1 kommt (Richardson et al., 2003). Die Gruppe um

Najjar et al. (2005) konnte eine Phosphorylierung von STAT1 in den von ihnen un-

tersuchten Zelllinien (LCLs) zeigen und diese auf die durch den NF-κB-Signalweg

aktivierten Interferone IFN-α und IFN-γ zurückführen. Die in dieser Arbeit gezeigte

Abhängigkeit der STAT1-Proteinexpression von einem funktionsfähigen LMP1-C-

Terminus korreliert gleichfalls mit den Daten von Zhang et al. (2004). Eine EBV-

abhängige Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 und STAT3, wie sie in der vor-

liegenden Arbeit gezeigt wurde, konnte von Zhang et al. (2004) allerdings nicht

nachgewiesen werden.

Die nachgewiesene, aber relativ schwache LMP1-vermittelte Phosphorylierung von
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STAT3 macht deutlich, dass die alleinige Expression von LMP1 nicht ausreicht,

um den Phänotyp der EBV-positiven Latenztyp III-Zelllinien auszuprägen. Dies

weist darauf hin, dass noch andere Mechanismen, beispielsweise die Rolle von Zyto-

kinsignalwegen bei der EBV-vermittelten Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges,

beteiligt sind.

Es bleibt jedoch festzuhalten, dass sowohl für die Expression von STAT1 als auch

für die Aktivierung von STAT3 und STAT1 LMP1 voll funktionsfähig in den Zellen

exprimiert werden muss.

Die Aktivierung der STAT-Moleküle erfolgt durch Übertragung von Phosphat-Grup-

pen durch die Januskinasen. Die Mitglieder dieser Kinase-Familie sind mit den mei-

sten Zytokinrezeptoren assoziiert, die für die Signalweiterleitung auf zelluläre Ty-

rosinkinasen angewiesen sind. Im Gegensatz zu den 3 ubiquitär exprimierten Jaks

(Jak1, Jak2, Tyk2) ist die Expression von Jak3 auf Zellen hämatopoetischen Ur-

sprungs beschränkt (Leonard et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Ja-

nuskinasen in EBV-positiven und -negativen Burkitt-Lymphomzelllinien analysiert.

Es wurde gezeigt, dass die Januskinasen Jak2, Jak3 und Tyk2 in EBV-positiven

Burkitt-Lymphomzelllinien Tyrosin-phosphoryliert vorliegen.

In wie weit die Aktivierung von STAT3 durch die Januskinasen 2 und 3 erfolgt,

sollte durch Inhibitionsversuche geklärt werden. Die Behandlung der primär-EBV-

positiven Zelllinien mit dem Jak2-Inhibitor AG490 zeigte eine deutliche Reduktion

der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 (Abb. 8 und 9). Die Hemmung der Ja-

nuskinase 3 erfolgte mit Hilfe des spezifischen Jak3-Inhibitors WHI-P131. Für die in

dieser Arbeit untersuchten EBV-positiven Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die

Inhibierung der Januskinase 3 zu einer deutlichen Reduktion der STAT3-Tyrosin-

Phosphorylierung führt (Abb. 11 und 12).

Der Tyrosin-Kinase-Inhibitor AG490 hemmt Jak2 und STAT3 (Meydan et al., 1996;

Nielsen et al., 1997). Ebenso ist aus der Literatur eine Beeinflussung von Jak3 durch

AG490 bekannt (Wang et al., 1999). Dies konnte für die in dieser Arbeit untersuchten

Zelllinien jedoch nicht gezeigt werden. Der Hemmstoff WHI-P131 hat keinen Einfluss

auf Jak1 und Jak2 (Sudbeck et al., 1999). Allerdings gibt es Hinweise in der Litera-

tur, dass WHI-P131 nicht ausschließlich Jak3 hemmt, sondern auch andere Kinasen,
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wie p38/MAPK und JNK, beeinflusst (Linwong et al., 2005). Die unvollständige

Inhibierung der STAT3-Phosphorylierung durch die eingesetzten Hemmstoffe kann

aber auch Folge einer zu kurzen Inkubationszeit mit AG490 bzw. WHI-P131 sein. Es

ist daher notwendig, die Zellen über einen längeren Zeitraum mit den Hemmstoffen

zu behandeln. Auch eine Kombination beider Inhibitoren ist denkbar.

Die Januskinasen 2 und 3 sind somit in die EBV-vermittelte Aktivierung des

Jak/STAT-Signalweges involviert. Im Zusammenhang mit dem Auftreten von Leuk-

ämien, Lymphomen und Karzinomen konnte bereits eine Fehlregulation von Janus-

kinasen beobachtet werden (Verma et al., 2003).

Die Analyse von Jak1 konnte aus technischen Gründen nicht durchgeführt werden.

Es ist jedoch notwendig, diese Untersuchung nachzuholen, um einen Überblick über

das Verhalten aller Januskinasen im Zusammenhang mit EBV-infizierten Zellen zu

erhalten, da Jak1 bei der Aktivierung von STAT1 und STAT3 ebenfalls eine wichtige

Rolle spielen kann (Scott et al., 2002).

6.2 Der Negativregulator SOCS3 wird in Abhängigkeit von

EBV in Lymphomzelllinien exprimiert

Ziel dieser Arbeit war es der Frage nachzugehen, ob die durch EBV vermittel-

te Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges ebenfalls zu einer Aktivierung negati-

ver Rückkopplungsmechanismen in Form von SOCS-Molekülen führt. In der EBV-

infizierten Zelle könnte so die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Ak-

tivierung und Inhibierung von Signalwegen zur Regulation von Viruslatenz und

zellulärer Transformation beitragen. In den analysierten EBV-positiven, LMP1-

exprimierenden Burkitt-Lymphomzelllinien wurde eine eindeutige Induktion der

SOCS3-mRNA sowie die Expression von SOCS3-Protein nachgewiesen. Es wurde

erstmals gezeigt, dass die Expression von LMP1 ausreichend ist, um die SOCS3-

Transkription zu induzieren (Abb. 22).

Untersucht wurde auch, ob die Inhibierung der Januskinasen 2 und 3 eine Aus-

wirkung auf die Expression von SOCS3 hat. In den untersuchten EBV-positiven

Burkitt-Lymphomzelllinien war bereits drei Stunden nach der Inhibition von Jak2
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und Jak3 kein SOCS3 mehr nachweisbar (Abb. 19). Sowohl die Hemmung der Janus-

kinase 2 als auch der Januskinase 3 führt in kürzester Zeit zur vollständigen Inhibie-

rung der SOCS3-Expression. Dies zeigt, dass die EBV-vermittelte Phosphorylierung

der Januskinasen 2 und 3 in die Aktivierung der SOCS3-Expression involviert ist. Die

gleichzeitig beobachtete unvollständige Dephosphorylierung von STAT3 gibt einen

Hinweis darauf, dass die Aktivierung der SOCS3-Proteinexpression nicht ausschließ-

lich über STAT3 erfolgt. So wurde bereits eine Aktivierung der SOCS3-Expression

durch STAT1 beschrieben (Ramana et al., 2005; Gatto et al., 2004). Ob die in den

EBV-positiven Zellen beobachtete SOCS3-Expression auf STAT1 zurückzuführen

ist, muss in zukünftigen Experimenten geklärt werden.

6.3 LMP1 reguliert die mRNA-Stabilität von IP-10 und

SOCS3

Unter der Vielzahl von Signalwegen, die durch das virale Onkoprotein LMP1 in den

EBV-infizierten Zellen aktiviert werden, ist der p38/MAPK-Signalweg von besonde-

rem Interesse. Es gibt Hinweise in der Literatur, dass eine Expression von LMP1 in

Burkitt-Lymphomzellen zur Induktion von IL-10 führt und dabei der p38/MAPK-

Signalweg involviert ist (Vockerodt et al., 2001). Wie der p38/MAPK-Signalweg

durch LMP1 beeinflusst wird, ist jedoch noch nicht vollständig geklärt. Aus der

Literatur ist bekannt, dass der p38/MAPK-Signalweg eine Rolle bei der mRNA-

Stabilisierung, beispielsweise von TNF-α, IL-6, IL-8 und Cyclooxygenase-2 (COX2),

spielen kann (Holtmann et al., 1999; Neininger et al., 2002; Dean et al., 1999). Diese

Gene werden unter anderem durch LMP1 reguliert.

Für das Chemokin IP-10 wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass die Hemmung des

p38/MAPK-Signalweges einen Einfluss auf die LMP1-vermittelte IP-10-Aktivierung

hat, sich jedoch nicht auf den IP-10-Promotor auswirkt (Vockerodt et al., 2004).

Daraufhin wurde die Wirkung der LMP1-vermittelten p38/MAPK-Aktivierung auf

die mRNA-Stabilität untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eindeutig gezeigt,

dass die IP-10-mRNA durch den LMP1-aktivierten p38/MAPK-Signalweg stabili-

siert wird (Abb. 25). Der IP-10-Promotor wird sowohl durch LMP1 als auch durch
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CD40 aktiviert, wobei NF-κB eine wichtige Rolle spielt (Vockerodt et al., 2004). Im

Gegensatz zu LMP1 hat CD40 jedoch nur einen geringen Einfluss auf die mRNA-

Stabilisierung von IP-10 (Abb. 25). Somit unterscheiden sich die als funktionelle Ho-

mologe gesehenen CD40 und LMP1 in der Regulation der IP-10-mRNA-Stabilität.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Hemmung des p38/MAPK-

Signalweges in EBV-positiven, LMP1-exprimierenden Burkitt-Lymphomzellen eben-

falls einen Einfluss auf die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 sowie auf die Ex-

pression von SOCS3 hat (Abb. 27 und 28). Im Rahmen dieser Arbeit wurde dar-

aufhin untersucht, welchen Einfluss die EBV-abhängige Induktion von p38/MAPK

und damit LMP1 auf die Halbwertszeit der SOCS3-mRNA hat. Die Untersuchun-

gen ergaben einen stabilisierenden Effekt für die SOCS3-mRNA, wenn p38/MAPK

nicht inhibiert wurde (Abb. 30). Um zu überprüfen, dass dieser Effekt ausschließ-

lich auf LMP1 und dessen Aktivierung von p38/MAPK zurückzuführen ist, sollte

in zukünftigen Experimenten die SOCS3-mRNA-Stabilität in einer EBV-negativen,

LMP1-exprimierenden Burkitt-Lymphomzelllinie untersucht werden.

Die Regulation der mRNA-Stabilität erfordert AU-reiche-Elemente (AREs) im 3’-

Bereich. Diese AREs sind auch in der SOCS3-mRNA zu finden (Ehlting et al.,

2007). Für TNF-α konnte im 3’-Bereich der mRNA neben ARE ein weiteres de-

stabilisierendes Element, das so genannte CDE (engl.: constitutive decay element),

nachgewiesen werden (Stoecklin et al., 2003). Der genaue Mechanismus der durch

p38/MAPK vermittelten mRNA-Regulation ist noch nicht vollständig geklärt. Es

gibt Hinweise, dass das p38/MAPK-Substrat MK2 (MAPK-aktivierte Proteinkina-

se 2) eine Rolle spielt (Winzen et al., 1999). Ehlting et al. (2007) konnten dies

bestätigen und gleichzeitig zeigen, dass für die Regulation der SOCS3-mRNA durch

TNF-α p38/MAPK durch MKK6 aktiviert wird, welches dann seinerseits MK2 ak-

tiviert. In Fibroblasten und Makrophagen wurde gezeigt, dass p38/MAPK für die

Induktion von SOCS3 TNF-α benötigt und dass die mRNA von SOCS3 durch TNF-

α reguliert wird (Bode et al., 1999; Ehlting et al., 2007).

Inzwischen sind auch verschiedene mRNA-bindende Proteine bekannt, die in der Re-

gulation der mRNA-Stabilität eine Rolle spielen. Diese binden AU-reiche Regionen

in der 3’-UTR und können sowohl stabilisierende (HuR) als auch destabilisierende
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(TTP, AUF-1, TIA-1) Wirkung haben (Peng et al., 1998; Zhang et al., 1993; Lai et

al., 1999; Piecyk et al., 2000). Der genaue Mechanismus, mit dem p38/MAPK die

mRNA verschiedener Zielgene beeinflusst, ist noch nicht geklärt und sollte Anlass

zukünftiger Untersuchungen sein.

Die Regulation der Genexpression über die Stabilisierung der mRNA stellt somit eine

Möglichkeit eines direkten Mechanismus dar, wie SOCS3 EBV-abhängig reguliert

werden kann.

6.4 EBV beeinflusst den Jak/STAT-Signalweg durch Zyto-

kine

Noch immer ist ungeklärt, wie der Jak/STAT-Signalweg in EBV-positiven Lym-

phomzellen aktiviert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl die Wirkung

der Zytokine IL-6 und IL-10 als auch die Hemmung dieser Signalwege in EBV-

negativen und -positiven Burkitt-Lymphomzelllinien untersucht. Die EBV-negative

BL2 zeigte nach der Stimulation mit IL-6 weder ein aktiviertes STAT3 noch ei-

ne Induktion von SOCS3. Im Anschluss an die Stimulation der Zellen mit IL-10

konnte hingegen sowohl die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 als auch SOCS3-

mRNA nachgewiesen werden. Die EBV-negative BL2 reagiert somit auf IL-10, nicht

aber auf IL-6. Durch die Expression von LMP1 kommt es nachgewiesenermaßen

zur Aktivierung beider Zytokine (Tab. 25 und 26). Auch der Vergleich von Burkitt-

Lymphomzelllinien mit gleichem genetischen Hintergrund zeigt eine nachweisbare

IL-6-Produktion in den Zellen, die den Virusstamm B95-8 enthalten (Abb. 31).

Die beiden EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien BL36 und BL74 sprechen in-

teressanterweise unterschiedlich auf die Zugabe von IL-6 und IL-10 an. In BL36-

Zellen führt die Zugabe von IL-10 im Vergleich zu IL-6 zu einer stärkeren Akti-

vierung von STAT3. Das umgekehrte Verhalten ist für BL74-Zellen zu beobachten,

wo IL-6 zu einer stärkeren Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 führt. Bei bei-

den Zelllinien kann nach der Stimulation mit den beiden Zytokinen jeweils eine

erhöhte SOCS3-Expression festgestellt werden (Abb 34). Blockiert man hingegen

die Zytokinsignalwege von IL-6 und IL-10, so kann der Einfluss von IL-10 auf BL36
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bestätigt werden. Dieser drückt sich in Form einer Abnahme sowohl der Tyrosin-

Phosphorylierung von STAT3 als auch der SOCS3-Expression aus (Abb. 35). Die

SOCS3-mRNA wird ebenfalls deutlich reduziert. Die Zelllinie BL74 zeigte allerdings

nicht die erwartete Reaktion auf die Hemmung der IL-6- bzw. IL-10-Signalwege. Die

Aktivierung von STAT3 wurde nur minimal gehemmt, wobei der Effekt des neutra-

lisierenden anti-IL-10-Antikörpers stärker scheint. Auf SOCS3 zeigte die Hemmung

der IL-6- und IL-10-Signalwege in BL74 keinerlei Einfluss.

Das unterschiedliche Verhalten der EBV-negativen und -positiven Zellen infolge der

Stimulation mit IL-6 lässt vermuten, dass durch die Expression von LMP1 die

Expression der Rezeptoren verändert wird. Dies sollte in weiterführenden Expe-

rimenten überprüft werden. Das unterschiedliche Ansprechen der EBV-positiven

Burkitt-Lymphomzellen auf die beiden Zytokine ist bei der derzeitigen Datenla-

ge nicht zu erklären. Die Versuche zeigen aber deutlich, dass die EBV-positiven

Burkitt-Lymphomzellen in der Lage sind, auf Zytokine, wie IL-6 und IL-10, mit der

Aktivierung von STAT3 und SOCS3 zu reagieren. Sowohl die Analysen der Stimu-

lierung mit Zytokinen als auch der neutralisierenden Antikörper sollten auf weitere

EBV-positive Burkitt-Lymphomzelllinien ausgeweitet werden.

LMP1 ist in der Lage, verschiedene Interleukine (IL-6, IL-10), Tumor-Nekrose-

faktoren (TNF-α, TNF-β), Interferone (IFN-γ) und Chemokine (IL-8, IP-10) zu ak-

tivieren (Eliopoulos et al., 1999b; Nakagomi et al., 1994; Ho et al., 1999; Thompson

et al., 2003; Vockerodt et al., 2001; Najjar et al., 2005). So postuliert die Arbeitsgrup-

pe um Chen et al. (2003) eine Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges durch eine

positiv regulierte Rückkopplungsschleife in Nasopharynx-Karzinomzellen. Dabei ist

auch das durch LMP1 aktivierte IL-6 für die Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges

verantwortlich. Nepomuceno et al. (2002) vermuten hingegen einen Zusammenhang

zwischen dem Auftreten von konstitutiv aktivem STAT3 und einer autokrinen IL-10-

Produktion in LCLs. Die gezeigten Daten lassen einen durch die LMP1-vermittelte

IL-10-Produktion aktivierten Jak/STAT-Signalweg vermuten. Somit ist ebenfalls ei-

ne EBV-vermittelte Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges und von SOCS3 über

einen indirekten Mechanismus denkbar.

Neben der in der Literatur beschriebenen Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges
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durch Zytokine konnten Gires et al. (1999) zeigen, dass Jak3 in der Lage ist, direkt an

LMP1 zu binden. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Aktivierung des

Jak/STAT-Signalweges in EBV-positiven Burkitt-Lymphomzelllinien durch LMP1-

aktivierte Zytokine erfolgen kann. Dennoch kann zu diesem Zeitpunkt eine direkte

Interaktion der in den EBV-positiven Lymphomzellen vorliegenden aktivierten Ja-

nuskinasen nicht ausgeschlossen werden. Um diese Frage eindeutig beantworten zu

können, bedarf es weiterer Untersuchungen.

6.5 Mögliche Funktionen von SOCS3 in EBV-positiven Bur-

kitt-Lymphomzellen

Die nachgewiesene Expression von SOCS3 in EBV-positiven Burkitt-Lymphom-

zellen lässt die Frage nach dessen Bedeutung in diesen Zellen aufkommen. Es wur-

de deshalb untersucht, welchen Einfluss eine Überexpression von SOCS3 auf die

Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 hat. Diese führte unerwartet nicht zu einer

vollständigen Inhibierung der STAT3-Aktivierung in der EBV-positiven Burkitt-

Lymphomzelllinie BL36 (Abb. 23). Das lässt vermuten, dass nicht das gesamte

phosphorylierte STAT3 in dieser Zelllinie durch Januskinasen aktiviert wurde. So

können auch andere Kinasen für die Aktivierung von STAT3 verantwortlich sein

(Bowman et al., 2000; Wang et al., 1999). Beispielsweise kommt es nach der Stimu-

lation von Zellen mit Interferon-γ zur Aktivierung von STAT3 durch Src-Kinasen,

wobei die Januskinasen 1 und 2 ebenfalls eine Rolle spielen (Qing et al., 2004). Es

sollte außerdem überprüft werden, ob eine SOCS3-Überexpression einen Einfluss

auf STAT1 hat, da STAT1 ebenfalls die SOCS3-Proteinexpression beeinflussen kann

(Ramana et al., 2005; Gatto et al., 2004). Es ist bekannt, dass die Aktivierung des

IL-10-Signalweges zur Induktion von STAT1 und STAT3 führt (Finbloom et al.,

1995). In neutrophilen Zellen konnte aber auch eine STAT-unabhängige Induktion

von SOCS3 durch den IL-10-Signalweg gezeigt werden (Cassatella et al., 1999). Aus

der Literatur ist weiterhin bekannt, dass ein durch IL-10 aktiviertes STAT3 zwar

SOCS3 aktiviert, SOCS3 diesen Signalweg aber nicht durch eine direkte Bindung

an den IL-10-Rezeptor hemmen kann (Niemand et al., 2003).
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Die Bedeutung, die den SOCS-Molekülen als Negativregulatoren des Jak/STAT-

Signalweges in der Regulation des zellulären Gleichgewichts in einer gesunden Zelle

zukommt, wird deutlich, wenn diese Moleküle nicht mehr ihrer Funktion nachkom-

men können. In verschiedenen Tumorentitäten konnte bereits eine Methylierung von

SOCS-Genen in Zusammenhang mit dem Auftreten maligner Tumoren gebracht wer-

den (He et al., 2003; Sutherland et al., 2004; Weber et al., 2005; Tokita et al., 2007).

Bei der EBV-vermittelten SOCS3-Aktivierung stellt sich daher die Frage, ob das Vi-

rus durch die Expression von SOCS3 das Ansprechen der Tumorzelle auf bestimmte

Zytokine beeinflussen kann und somit den transformierten Zustand der Zelle auf-

rechterhält.

6.6 Ausblick

Weiterführend sollte geklärt werden, welche Rolle die Januskinasen bei der EBV-

abhängigen Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges spielen. Daran könnten sich

Bindungsstudien anschließen, die Aufschluss über eine direkte Bindung der Janus-

kinasen an LMP1 in Burkitt-Lymphomzellen geben. In Bezug auf die Aktivierung

der STAT-Moleküle sollte die Rolle anderer Kinasen, wie die Scr-Kinasen, näher

beleuchtet werden.

Bezugnehmend auf die EBV-vermittelte SOCS3-Aktivierung in EBV-positiven Bur-

kitt-Lymphomzellen, sollte der Frage nachgegangen werden, ob und wenn ja wie der

SOCS3-Promotor reguliert wird. Die Arbeitsgruppe um Gatto et al. (2004) analy-

sierte den SOCS3-Promotor in Makrophagen und konnte zeigen, dass die Induktion

von SOCS3 von STAT-Bindungsstellen innerhalb des SOCS3-Promotors abhängt.

Es gibt ebenfalls Studien zur STAT3-Bindung innerhalb des SOCS3-Promotors im

IL-6-induzierten Signalweg (Zhang et al., 2006). Eine andere Arbeitsgruppe konnte

zeigen, dass für die IL-6-vermittelte Aktivierung von SOCS3 die Bindung von SP3

an GC-reiche Regionen des SOCS3-Promotors notwendig ist (Ehlting et al., 2005).

In weiterführenden Projekten sollte deshalb auch die Rolle von Interferon-γ, STAT1

und STAT3 in Bezug auf das LMP1-induzierte SOCS3 untersucht werden.

Weiterhin sollten die Untersuchungen zur mRNA-Stabilisierung von SOCS3 auf wei-
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tere Zelllinien ausgeweitet werden, um eine zusätzliche Bestätigung für den direkten

Effekt von LMP1 auf die Halbwertszeit von SOCS3 zu erhalten.

Aufgrund der vorliegenden Daten sollte geklärt werden, ob sich durch die EBV-

vermittelte SOCS3-Aktivierung das Ansprechverhalten der transformierten B-Zelle

auf verschiedene Zytokine ändert. Dies stellt eine Möglichkeit dar, wie das virale On-

koprotein LMP1 zur Transformation und zur Aufrechterhaltung des transformierten

Zustandes der Zelle beiträgt.
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7 Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war es zu zeigen, dass eine durch das Epstein-Barr-Virus

vermittelte Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges zu einer Aktivierung von SOCS3

als Negativregulator des Jak/STAT-Signalweges in Burkitt-Lymphomzellen führt

und welche Mechanismen dem zugrunde liegen können.

Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass in EBV-positiven, LMP1-exprimie-

renden Burkitt-Lymphomzelllinien eine Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges vor-

liegt. In diesen Prozess sind die Januskinasen 2 und 3 involviert. Es konnte gezeigt

werden, dass in den untersuchten EBV-positiven, LMP1-exprimierenden Burkitt-

Lymphomzelllinien STAT3 aktiviert vorliegt und dass sowohl die Expression als

auch die Phosphorylierung von STAT1 gesteigert wird. Die Aktivierung der STAT-

Moleküle erfordert jedoch einen vollständig funktionsfähigen C-Terminus von LMP1.

Das vom Epstein-Barr-Virus exprimierte LMP1 ist somit ausreichend, um den

Jak/STAT-Signalweg zu aktivieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden verschiedene EBV-positive und -negative Burkitt-

Lymphomzellen hinsichtlich ihrer Fähigkeit, SOCS3 zu exprimieren, untersucht.

Hierbei konnte die eingangs formulierte Hypothese eindeutig bestätigt werden. In

EBV-positiven Burkitt-Lymphomzellen ist SOCS3 exprimiert. Es konnte weiterhin

der Nachweis erbracht werden, dass eine Expression von LMP1 ausreichend ist, um

SOCS3 zu induzieren.

Die EBV-vermittelte Expression von SOCS3 ist als direkter Mechanismus unter

anderem auf die Stabilisierung der SOCS3-mRNA durch den LMP1-aktivierten

p38/MAPK-Signalweg zurückzuführen.

Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges spielen die Zyto-

kine IL-6 und IL-10. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des

Jak/STAT-Signalweges indirekt, das heißt über EBV-abhängig aktivierte Zytokinsi-

gnalwege, reguliert wird. Eine zusätzliche direkte Aktivierung durch eine Interaktion

von Komponenten des Jak/STAT-Signalweges mit LMP1 kann derzeit jedoch noch

nicht völlig ausgeschlossen werden.
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