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Si les virus doivent étre considérés
comme des organismes ou non

est une affaire de goiit

*André Lwoff, Medizin-Nobelpreistriger 1965
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des humanen Cytomegalovirus (HCMV) auf
die Transkription des MHC-kodierten Chaperons Tapasin untersucht, dessen Funktion
essenziell im MHC Klasse 1 Antigenprisentationsweg und damit fiir die effiziente
CDS8" T-Zell-vermittelte Immunantwort ist. In den durchgefiihrten Experimenten konnten
zwel Mechanismen von HCMV gefunden und ndher analysiert werden, die die Funktion von
Tapasin betreffen: Die Inhibition der Tapasintranskription sowie die Generierung einer neuen,
in dieser Arbeit beschriebenen Spleifivariante von Tapasin.

Im Rahmen von Vorarbeiten waren im Verlauf der HCMV-Infektion deutliche Unterschiede
in der Zusammensetzung des, fiir den MHC Klasse I Antigenprédsentationsweg essenziellen,
Peptidbeladungskomplexes (PLC) gefunden worden. Diese Unterschiede bestanden
unabhingig von den bekannten HCMV-kodierten MHC I antagonisierenden Proteinen der
Genregion US2-11 und wurden durch die hier vorgelegte Arbeit auf der Transkriptionsebene
untersucht. So waren die Transkriptgesamtmengen und die Transkriptneusynthese der
PLC-Bestandteile Tapasin, TAP1 und TAP2 im Gegensatz zu den weiteren Bestandteilen
HLA-B und Bom reduziert. Interessanterweise sank ausschlieBlich die Transkriptionsrate von
Tapasin stark unterhalb jener, welche in nicht-infizierten Vergleichszellen gefunden wurde.
Dies deutete auf eine selektive Regulation des Tapasingens hin.

Zusitzlich konnte eine neue alternativ gespleifite Variante des Tapasintranskriptes, NeTT
(neues Tapasintranskript, New Tapasin Transcript), wahrend der Infektion beobachtet
werden. Diese wurde im Gegensatz zum vollstindigen Transkript wihrend der
HCMV-Infektion verstérkt transkribiert. Dem NeTT-Protein fehlt infolge des Ausschlusses
von Exon 3 Cystein 95, welches die fiir die Tapasinfunktion essenzielle Bindung an ERp57
vermittelt. Die Regulation, die zur Entstehung von NeTT fiihrt, konnte mittels
Mutationsanalysen in sogenannten Minigenen durch zwel
Guanosin-Wiederholungen (G-runs) erkldart werden, ohne aber die starke Reduktion der
Tapasintranskriptmenge wihrend der Infektion erkldren zu kdnnen.

Es wurde kein Einfluss der HCMV-Infektion auf die Tapasin-mRNA-Stabilitdt gefunden.
Quantitative PCR-Analysen neu-synthetisierter RNA deuteten dagegen auf eine direkte
Regulation der Transkriptionsrate hin. In weiterfiihrenden SEAP-Reportergen-Analysen
(sezernierte alkalische Phosphatase) mit systematischen Promotor-Verkiirzungsmutanten
gelangen in Verbindung mit in silico Vorhersagen nicht nur neue Einblicke in den Aufbau des
Tapasinpromotors, sondern auch die wéhrend der Infektion mutmaBlich negativ regulierte
Promotorsequenz konnte auf 29 Nukleotide eingeengt werden. Es wurde gezeigt, dass die in
dieser Sequenz vorhandene NF-kB-Bindestelle (nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells) nicht von der Infektion reguliert wird. Es wird vielmehr ein Modell
vorgeschlagen, in dem eine inhibierte Mzf1-Bindung (myeloid zinc finger 1) zur reduzierten

Promotoraktivitat fithrt.
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Abstract

Abstract

Tapasin is a crucial factor of the MHC class I antigen presentation pathway presenting
antigenic peptides to cytotoxic CD8" T cells on the cell surface. The aim of this thesis was to
gain understanding of human cytomegalovirus (HCMYV) transcriptional regulation of the
MHC-encoded chaperon tapasin. The experiments committed revealed two consequences of
HCMV-infection on tapasin: i) inhibition of the tapasin promoter and ii) simultaneous
appearance of a tapasin splice variant.

Preceding infection studies of a AUS2-11 HCMV deletion mutant lacking the genes for
established MHC 1 inhibitors, revealed changes in the constitution of the peptide loading
complex (PLC), which is crucial for MHC class I quality control. In this study the reduction
of tapasin protein in HCMV infection was found to be due to reduced transcript levels of
tapasin. This was also found for TAP1 and TAP2, but not for HLA-B and ,m. However, only
tapasin transcript biosynthesis declined to a level below transcription in mock-infected cells,
pointing at a specific regulation of tapasin by HCMV.

In addition, an alternatively spliced tapasin transcript lacking exon 3 (the new tapasin
transcript, NeTT) was detected in infected cells. Interestingly, the reading frame of NeTT is
not changed upon loss of exon 3 and, furthermore, exon 3 encodes for the cystein 95, which
guarantees the crucial binding to ERp57 and is essential for tapasin function. This raised the
question whether NeTT is able to counteract the function of tapasin. In contrast to tapasin
transcript levels, NeTT was slightly induced upon infection. Splicing analysis of minigenes
revealed that NeTT transcription can be controlled by G-runs located in the intronic sequence
of the exon 3 splice donor, however, the G-runs are not responsible for the negative regulation
of tapasin transcript levels.

Tapasin mRNA stability was not changed in infection. In fact, PCR-analysis of nascent RNA
pointed into the direction of inhibited transcription. Subsequent analysis of the tapasin
promoter via promoter truncations in a genome-integrated SEAP (secreted alkaline
phosphatase) reporter gene assay combined with in silico analysis gave insights into the
constitution of the promoter. Moreover, the negatively regulated sequence could be narrowed
down to 29 nucleotides, which included NF-kB (nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells) and Mzf1 (myeloid zinc finger I) transcription factor binding sites.
No indications for an NF-kB-binding-site regulation by HCMV could be found. Therefore, a
model is proposed where the positive function of Mzfl binding to the promoter is prevented
in infection, leading to the strong down-regulation of tapasin transcriptional activity in
HCMV-infected cells.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Viren

Der erste Versuch, Viren von Bakterien differenziell zu beschreiben, wurde von Martinus
Beijerinck 1898 mit dem Begriff des ,,contagium vivum fluidum* (infektiosen beweglichen
Gegenstandes) getitigt, als er das Tabakmosaikvirus entdeckte und untersuchte (Beijerinck
1898). Dieser ,,Gegenstand*“ war in der Lage Bakterienfilter zu durchdringen und wurde als
ultrafiltrierbar definiert. Der lateinische Begriff Virus (Gift, Saft, Schleim) schien daher am
ndchstliegenden. Zeitgleich beschrieben Loffler und Frosch gleiche Eigenschaften fiir ,,den
Ubertriiger” der Maul- und Klauenseuche (Loeffler and Frosch 1897). Ob es sich bei Viren
dabei um Lebewesen handelt oder nicht, wurde damals von André Lwoff, wohl noch fiir heute
passend, beantwortet: “Whether or not viruses should be regarded as organisms is a matter of
taste” (Lwoff, Horne et al. 1962). Unabhingig von der genauen Einordnung als Lebewesen
ergeben sich fiir Viren zwei eindeutige Alleinstellungsmerkmale, ndmlich die nur minimale
Kodierung fiir Proteine der Translationsmaschinerie sowie solcher eines eigenstdndigen
Energiemetabolismus (Raoult and Forterre 2008). Beides, Translation und Energieversorgung,
werden vom Virus umprogrammiert, um so einzig der Synthese vermeintlich maximaler
Virusmengen zu dienen und die Vermehrung zu gewéhrleisten. ,,.Dieses Programm® ist auf
RNA oder DNA kodiert und ermdglicht, unter Betrachtung der jeweiligen Komposition als
doppelstringig, einzelstringig, negativ oder positiv, zirkuldr oder segmentiert, eine Einteilung
nach David Baltimore (Baltimore 1971).

Betrachtet man das Entweder-oder von DNA und RNA, ergibt sich das erste Kriterium einer
hierarchischen Einteilung nach Lwoff, Horne und Tournier. Die Nukleinsdure wird auflerdem
durch ein Kapsid umgeben, welches entweder ikosaedrisch, helikal oder komplex organisiert
sein kann und damit das zweite Kriterium bildet. Als drittes Kriterium wird die fehlende oder
gegebene Umbhiillung herangezogen, bevor schlussendlich die Grofle des Virions als viertes
und letztes Kriterium dient (Lwoff, Horne ez al. 1962).

Nicht in den genannten Einteilungen inbegriffen sind die mannigfaltigen Mechanismen der
Viren, die infizierten Zellen zum Vorteil (Vermehrung) umzuprogrammieren. Je ldnger eine
Koevolution von Virus und Wirt stattfindet, desto gezielter kann eine Kontrolle der
Wirtszellen durch das Virus erfolgen. Eine Familie der Viren, die der Herpesviren, zeichnet

sich durch eine besonders lange Koevolution aus, wie durch Forschungen von McGeoch und
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Mitarbeitern ausfiihrlich beschrieben (sieche auch folgende Ausziige in 1.1.1) (McGeoch,
Cook et al. 1995).

1.1.1 Herpesviren

Der Begriff Herpesvirus beschreibt eine groBe Gruppe artspezifischer (mit wenigen
Ausnahmen (Greenwood, Tsangaras et al. 2012)) DNA-Viren, welche sowohl in Sdugern,
Amphibien, Reptilien, als auch Fischen vorkommen (McGeoch and Gatherer 2005).
Klassischer Weise wurden Herpesviren als solche auf Grund ihrer Morphologie dieser
Virus-Familie zugeordnet. Dabei wurde das spezifische Erscheinungsbild im
Elektronenrastermikroskop herangezogen, welches sich aus der Struktur und GrofBe
(Durchmesser ca. 200 Nanometer) des Envelopes (Hiille der umbhiillten Viren) ergibt. Sowohl
das Kapsid, als auch das Tegument werden von diesem /ipid bilayer (Lipid-Doppelschicht),
mit hauptsichlich glykosylierten Proteinanteilen, umschlossen (Abbildung 1A).

B pp65
<> puL4T
O pUL4B
A pp150
O pp28
2 pp7i

Abbildung 1: HSV-1- (elektronenmikroskopische Aufnahme) und HCMV- (Skizze) Virionen. (A)
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines HSV-1-Virions, mit dem Envelope (e), dem Tegument (t) und dem
Kapsid (c). Der Balken in der Aufnahme, welche von McGeoch, Rixon et al. 2006 entnommen wurde, entspricht
einer Lange von 100 Nanometern (McGeoch, Rixon et al. 2006). (B) Skizzierter Aufbau eines HCMV-Virions,
entnommen aus Kalejta 2008. Gezeigt sind die abundanten Tegument-Proteine pp65, pUL47, pUL48, ppl150,
pp28 und pp71 (Kalejta 2008 b).

Das Tegument (Abbildung 1A/B) ist eine Ansammlung funktioneller Proteine (auch Matrix
genannt), welche in der frithen und spiten Phase der lytischen Infektion eine entscheidende
Rolle spielen. Sobald die Virushiille mit der Zellmembran verschmolzen ist, gelangen die
zuvor genannten Proteine ins Zytoplasma der Zielzelle und vermitteln zahlreiche
entscheidende Funktionen: a) den weiteren Eintritt des Viruskapsids, b) eine schnelle und
direkte Regulation der Immunantwort, ¢) den Transport der DNA in den Nukleus (shuttling),
d) den Beginn der Transkription viraler mRNA und weiter den Start der viralen Replikation
(Gilbert, Riddell et al. 1996, Kalejta 2008 b, Liu, Zhang et al. 2012, Phillips, Cygnar et al.
2012).

Die DNA ist in einem 20-seitigen Kapsid (Ikosaeder) dicht verpackt, dieses besteht aus
162 Kapsomeren (zu 960 Proteinen) und besitzt damit nach Caspar und Klug die
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Triangulationszahl 16 (Caspar and Klug 1962). Das Kapsid der Herpesviren hat einen
Durchmesser zwischen 115-130 Nanometern (McGeoch, Rixon et al. 2006). Biologisch-
funktionale Merkmale einschlieBlich Artspezifitit und genetischer Verwandtschaft fithren im
Gegensatz zu den morphologischen Charakteristika der Familie zu der Einteilung in die
Unterfamilien der a-, - und y-Herpesviren (Davison, Eberle et al. 2009).

Die klare Zuordnung von Herpesviren zu ihren jeweiligen Wirtsorganismen scheint in ihrer
Evolution begriindet zu sein. Humane Herpesviren etwa unterliefen nicht nur einer
Koevolution mit dem Menschen (Davison 2002). Seit der Entwicklung der verschiedenen
Saugetiere (und auch schon frilher mit Amphibien und Reptilien) entwickelten sich
Herpesviren scheinbar mit den jeweiligen taxonomischen Gruppen koevolutiondr. So konnte
in phylogenetischen Untersuchung deutlich gezeigt werden, dass jeder neuen taxonomischen
Gruppe von Sdugern parallel eine neue taxonomische Gruppe von Herpesviren
gegeniibersteht (McGeoch and Cook 1994, McGeoch, Cook ef al. 1995, McGeoch, Dolan et
al. 2000). Diese Koevolution ist im engeren Sinne auf eine parallele Entwicklung bezogen,
aber hochstwahrscheinlich im weiteren Sinne der Anpassung an und der Entwicklung mit
einander zu sehen (McGeoch, Rixon ef al. 2006). Beziiglich dieser Anpassung kann besonders
ein Herpesvirus, das Cytomegalovirus, als eine Art Paradebeispiel fiir eine umfassende und
rigorose Regulation der Wirtszellen mit der nahezu perfekten Kontrolle dieser angesehen

werden (Noriega, Redmann et al. 2012).

1.1.2 Das humane Cytomegalovirus (HCMV)

Wie bereits erwidhnt, ist HCMV als Herpesvirus strikt wirtsspezifisch (in diesem Fall
humanspezifisch) und gehort zur Unterfamilie der B-Herpesviren. Beim Betrachten infizierter
Zellkulturen durch das Mikroskop wird der Name Cytomegalovirus schnell verstdndlich.
Zellen (auch kytos, altgriechisch fiir Kammer/Hohlung) welche infiziert sind, unterscheiden
sich durch ihren angeschwollenen (also groBen, im Altgriechischen mégas) Zellkorper stark
von gesunden Zellen. Die Durchseuchung mit HCMYV ist, wie bei vielen Herpesviren, mit bis
zu 99% infizierten Menschen (etwa in Entwicklungsldndern) hoch, wobei eine Infektion in
immunkompetenten  Menschen in der Regel asymptomatisch verlduft. Bei
Immunsupprimierten, etwa  wihrend der Behandlung von Leukfimien und
Tumorerkrankungen, nach einer Transplantation oder durch eine HIV-Infektion, kommt es
dagegen vermehrt zu Komplikationen und auch tddliche Verldufe sind moglich. AIDS

(acquired immunodeficiency syndrome)-Patienten konnen durch HCMV ihr Augenlicht
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verlieren (Jabs, Enger et al. 1989) und Transplantationspatienten droht der Verlust des
transplantierten Organs (Reusser, Riddell ef al. 1991). Auch wéhrend einer Schwangerschaft
ist die (Primér)Infektion kritisch, da es nach einer intrauterinen Infektion des Fetus nicht nur
in seltenen Fillen zu Aborten kommen, sondern die Infektion auch folgenschwere
Fehlbildungen (wie Taubheit, Hepatosplenomegalie und Mikrocephalie) des Neugeborenen
zur Konsequenz haben kann (Fowler, Stagno ef al. 1992, van der Strate, Harmsen ef al. 2001).
Auf zelluldrer Ebene vermitteln die Glykoproteine (g fiir glycoprotein) gM (UL100),
gN (UL73), gB (pp65 bzw. ULS83), gH (UL75), gL (UL115) und gO (UL74) die initiale
Bindung an die sowie folgend die Verschmelzung mit der Wirtszelle (Compton 2004).
Tegumentproteine sorgen folgend nicht nur fiir die Translokation des Kapsids zum Nukleus,
sondern anschliefend vermutlich auch fiir die Freigabe des viralen Genoms in denselben
(Kalejta 2008 a, Kalejta 2008 b). Dort beginnt die Expression der viralen Proteine, welche in
immediate early (IE), die sehr friih, early (E), die friih und late (L), die spit exprimierten
Proteine unterteilt werden kann. Das Genom des humanen Cytomegalovirus besitzt eine
ungefdahre GroBe von 230.000 Basenpaaren (Chee, Bankier ef al. 1990) und damit im Schnitt
mehr als ein Viertel der Kodierungskapazitit von symbiontischen Bakterien, darunter zum
Beispiel Mycoplasma genitalium mit 470 kodierenden Genen (Fraser, Gocayne et al. 1995,
Moran and Wernegreen 2000). In Anbetracht der Gendichte und der Mdoglichkeit der
erheblichen Unterschdtzung der tatsdchlichen Kodierungskapazitit von HCMV durch
iberlappende offene Leserahmen (open reading frames, ORFs), durch Nutzung verschiedener
Transkriptionsstartstellen, Spleilereignisse und nicht herkdmmliche Translationsstart und
-endpunkte diirfte die tatsdchliche Anzahl an funktionellen Proteinen und RNAs weit dariiber
liegen (Biegalke, Lester et al. 2004, Cao and Geballe 1996, Gatherer, Seirafian et al. 2011,
Grainger, Cicchini et al. 2010, Qian, Xuan et al. 2008, Stamminger, Gstaiger et al. 2002,
Zhang, Raghavan et al. 2007). Neuere Ergebnisse lassen im Vergleich vom symbiontischen
Bakterium Buchnera sp. CCE mit 396 Proteinen (Gil, Sabater-Mufioz et al. 2002) und HCMV
mit 751 transkribierten offenen Leserahmen (Stern-Ginossar, Weisburd et al. 2012) die
Aussage zu, dass HCMV eine hohere Kodierungskapazitit besitzt als dieser einfache
Prokaryont.

Diese Fiille an offenen Leserahmen erhoht nicht nur die generelle Moglichkeit von HCMV
eine infizierte Zelle umprogrammieren zu konnen, sondern ldsst auch Spielraum fiir die
Kodierung immunevasiver Produkte wie miRNAs und Proteine. Diese sind fiir die
lebenslange Persistenz des Virus im jeweiligen Wirt essenziell, denn nur durch die Kontrolle

des Immunsystems kann diese gewihrleistet werden (Noriega, Redmann et al. 2012).
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Aber mit der Kontrolle der Immunantwort nicht genug, so werden zur Replikation unter
anderem solche Organe (deren Zelltypen) infiziert, welche nur eine schwache Immunantwort
erlauben, bzw. welche nur eine minimale Prisentation von Antigenen erreichen (wie etwa
Epithelzellen der Speicheldriise) und zudem die Verbreitung von HCMV iiber
Korperfliissigkeiten erleichtern. Schlussendlich wird in der latenten (dauerhaften) Infektion
die Expression viraler Proteine soweit wie moglich heruntergefahren, so dass eine sehr
geringe Menge an Antigenen produziert wird und damit die Wahrscheinlichkeit einer
Reaktion des Immunsystems minimal ist. Notig wird dies auch durch die zuvor erwihnte
groBBe Kodierungskapazitit, welche gleichwohl auch fiir eine hohe Anzahl an mdglichen
Antigenen sorgt. Damit wiirde die Présentation zahlreicher viraler Peptide, einhergehend mit
einer schnellen Eliminierung infizierter Zellen und damit HCMV, mdoglich (Hengel, Brune et

al. 1998).

1.2 Die MHC Klasse I Antigenprasentation

Die Aktivierung von CDS8-positiven T-Killerzellen stellt einen wesentlichen und fiir die
(Immun-)Kontrolle von HCMV entscheidenden Mechanismus der antiviralen Immunantwort
dar und wird durch die MHC Klasse I-vermittelte Antigenpridsentation gewdhrleistet
(Borysiewicz, Graham et al. 1988, Reusser, Riddell ef al. 1991). Dabei werden proteasomal
abgebaute Antigene, als Peptide, mit Hilfe des Peptidbeladungskomplexes (PLC, peptide
loading complex) in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Dort sorgt der PLC
fiir die Selektion und Beladung geeigneter antigener Peptide in die Peptidbindungstasche der
MHC Klasse I Komplexe. Diese konnen folgend als terndre Komplexe mittels Golgivesikeln
aus dem ER an die Zelloberfliche gebracht werden (Lie, Myers et al. 1990). Dieser Vorgang
muss, in Anbetracht der schnellen Gen-Expression von Pathogenen, ausreichend rasch
erfolgen. Der Peptid Pool, aus dem nur wenige Peptide (0,1%) tatsdchlich prasentiert werden
und nicht wie die Restlichen wiederverwertet und als Aminosduren der
Translationsmaschinerie zugefithrt werden, kann dabei auf zwei Arten gebildet werden
(Yewdell, Reits et al. 2003). Zum Ersten flieBen komplett gefaltete und intakte Proteine, zum
Zweiten aber auch so genannte fehlerhafte ribosomale Translationsprodukte (DRiPs fiir
defective ribosmal products) in den Pool von Peptiden ein. Fiir virale Infektionen und damit
Proteine scheint Letzteres der Weg zu sein, auf dem virale Peptide (umgehend) in den Pool

gelangen (Esquivel, Yewdell ef al. 1992, Khan, de Giuli ef al. 2001).
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Auf molekularbiologischer Ebene beginnt durch die Interaktion des membrangebundenen
Chaperons Calnexin mit der N-Glykosylierungsstelle (Sequon) der MHC Klasse 1 schweren
Kette (auch HC fiir heavy chain) der Aufbau des PLCs. Das 16sliche beta-2-Mikroglobulin
(Bom) wird mittels dieser Bindung zur schweren Kette geleitet und es bildet sich der MHC
Klasse I Komplex (Paulsson and Wang 2003). Durch die Modulation der rdumlichen
Anordnung dieses Komplexes kommt es schlieBlich zur Trennung vom Calnexin, welches
durch das losliche Chaperon Calretikulin ersetzt wird. Diese Interaktion bringt synchron
Tapasin und die Oxidoreduktase ERp57 ein (Danilczyk, Cohen-Doyle et al. 2000, Zhang and
Salter 1998), um so schlieBlich zusammen mit dem heterodimeren TAP-Transporter (TAP1/2)
den Peptidbeladungskomplex zu vervollstandigen.

Tapasin hat im PLC mehrere entscheidende Rollen. Es stabilisiert die
Transporteruntereinheiten TAP1 und TAP2 (Bangia, Lehner e al. 1999), welche als
TAP-Transporter die Peptide ins ER leiten. Durch die Verbindung des Transporters, iliber
Tapasin, mit den MHC Klasse I Komplexen wird dann die Beladung der Komplexe mit
Peptiden moglich. Weiterfithrend erlaubt Tapasin es, die reduzierende Wirkung von ERp57
auf die MHC Klasse I HC kontrollierbar zu machen, in dem es iiber eine Disulfidbriicke an
die Oxidoreduktase ERp57 bindet. Dieses Heterodimer kann damit im PLC schlieBlich die
essenzielle Auswahl von optimalen Peptiden, fiir die MHC Klasse I Komplexe, vollfithren
(Kienast, Preuss et al. 2007). Optimal oder suboptimal bestimmt sich dabei aus der Affinitit
der Peptidbindungstasche der MHC Klasse I HC fiir die Peptide. Nur die Optimalen werden
durch Tapasin, aus dem Pool aller Peptide, auf den MHC I Komplex geladen (Howarth,
Williams et al. 2004) und stabilisieren diesen in der Folge (Wearsch and Cresswell 2007). Ein
weiterer Mechanismus, der scheinbar ebenfalls zur Peptidoptimierung fiihrt (Paulsson, Jevon
et al. 2006), ist der retrograde Transport der terndren Komplexe vom Golgi zum
Endoplasmatischen Retikulum und damit verbunden wiederholte Durchginge der
MHC Klasse I Komplex Beladung im PLC. Auch dieses wird durch Tapasin vermittelt, indem
es Uber ein Doppel-Lysinmotiv mit COPI (coat protein I) wechselwirkt (Paulsson, Kleijmeer

et al. 2002).
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1.2.1 Inhibition der MHC Klasse I Antigenprisentation durch HCMV

Wie schon erwihnt erlaubt die verhiltnismiBig (fiir Viren) groBe Menge an offenen
Leserahmen von HCMV die Kodierung zahlreicher immunevasiver Produkte. Um etwa die
Kontrolle der Immunantwort durch T-Killerzellen (und auch NK-Zellen (Farrell, Vally et al.
1997)) zu erreichen wird so der MHC Klasse I Antigenpridsentationsweg, als wichtiger Faktor
dieser Immunevasion, durch HCMV stark beeinflusst (Ahn, Angulo et al. 1996). Vier
Inhibitoren (die Genprodukte von US2, US3, US6 und US11) die diesen Einfluss vermitteln
sind bereits detailliert beschrieben worden. Dies sowohl auBerhalb (in Uberexpressions-
systemen) als auch im Viruskontext selbst (Hansen, Powers et al. 2010):

Die exakte Wirkungsweise, durch die das US3-Genprodukt die Antigenprésentation inhibiert,
konnte bisher nicht entschliisselt werden. Gezeigt wurde aber, dass es in der Lage ist mit
Tapasin und den MHC Klasse I Komplexen zu interagieren wodurch eine optimale Beladung
dieser verhindert wird (Ahn, Angulo et al. 1996, Jones, Wiertz et al. 1996, Park, Kim et al.
2004).

Fiir das US6-Genprodukt wurde als biochemischer Vorgang bereits friith die, durch eine
fehlende ATP-Bindung verursachte, Arretierung des TAP-Transporters und in der
Konsequenz ein Abbruch des Peptidtransportes vorgeschlagen (Hengel, Koopmann et al.
1997). Es konnte gezeigt werden, dass gpUS6 dafiir an die ER-luminal exponierten Bereiche
der Transmembrandominen von TAP1 und TAP2 bindet (Hewitt, Gupta et al. 2001).

Die US11- und US2-Genprodukte interagieren jeweils mit der MHC Klasse I HC, um sie
retrograd ins Cytosol zu transportieren und so eine Prisentation von Peptiden zu verhindern.
Nach dieser Translokation wird die MHC Klasse I HC schlieBlich gpUS11- beziehungsweise
gpUS2-vermittelt dem Proteasom zugefiihrt (Jones, Wiertz et al. 1996).
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1.2.2 Tapasin und eigene Vorarbeiten

Zur Untersuchung des Peptidbeladungskomplexes wihrend der HCMV-Infektion wurde fiir
Vorarbeiten eine HCMV-Deletionsmutante genutzt, welche die Gene US2-US!1 (siehe oben)
nicht kodiert. Dieses Virus sollte auf Grund des fehlenden Genclusters die Fahigkeit verloren
haben den Peptidbeladungskomplex in seiner Funktion zu storen. Tatsdchlich zeigten
durchgefiihrte Experimente wéhrend der Infektion (Deletionsmutante), dass dort eine
aberrante Zusammensetzung des PLCs vorlag, also (mindestens) ein weiterer Mechanismus
der Immunevasion zu den zuvor bereits beschriebenen (siehe 1.2.1) vermutet werden konnte
(Halenius, Hauka et al. 2011).

Fiir detaillierte Analysen dieses Ergebnisses wurden Immunprizipitate des PLCs aus
Zelllysaten HCMV-infizierter und metabolisch markierter (sowie unmarkierter) Zellen
untersucht. Diese Bedingungen erlaubten es im Experiment auch neusynthetisierte Proteine zu
analysieren, da diese dem radioaktiven ,,/abeling* unterliegen und daher gesondert betrachtet
wurden. So konnte zum Ersten gezeigt werden, dass in den untersuchten PLCs reduzierte
Tapasinmengen vorlagen und zum Zweiten eine verminderte Neusyntheserate von Tapasin
detektiert werden. Diese Reduktion begann 24 Stunden nach Infektion und wurde
kontinuierlich stirker.

Auf Grund dieser verminderten de novo Synthese von Tapasin wurden folgend die
Transkriptmengen der PLC-Komponenten mittels Northernblotting analysiert. Dabei konnte
eine ebenfalls verminderte RNA-Menge von Tapasin gefunden werden (Halenius, Hauka et
al. 2011). Um die Ursache dieser Regulation ndher beschreiben zu konnen, sollte eine
umfassende Analyse des Tapasintranskriptes vorgenommen werden. Beginnend beim 3’UTR
und einer moglichen Interferenz von destabilisierenden Proteinen oder der Bindung einer
negativ interferierenden miRNA (Stabilitit der RNA), iiber die Integritit der mRNA, also
etwaige SpleiBeffekte, bis hin zu der Transkription selbst (mittels Promotoranalysen). Dazu
wurde im Labor ein Reportergenassay, die Methodik der mRNA Markierung sowie
knock downs mdglicher interferierender Proteine und Chromatin Immunprézipitationen
(ChIP) etabliert, um so die Regulation der Tapasintranskription in der Infektion

aufzuschliisseln.
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1.3 Promotoren

Die Transkription von mRNA wird durch den Promotor kontrolliert. Blickt man auf die
Forschung mit, an und iiber Promotoren, fiihrt dieser Weg indirekt zuriick zu dem Mann, der
schon friih versuchte, die Viren zu entschliisseln und zu verstehen, André Lwoff. Auch treffen
sich dort Bakterien und Viren; durch die Forschungen an Bakteriophagen schuf sein
Doktorand, Francois Jacob, die ersten Ergebnisse auf denen das heutige Verstdndnis und die
Nomenklatur basieren (Jacob 1966). So wurde fiir Bakterien der Begriff des Operons erstmals
fir eine Gruppe von gleichregulierten Genen (die Expressionsstirke betreffend)
vorgeschlagen (Jacob and Monod 1961, Monod and Jacob 1961). Zur Expression des Operons
bzw. der Gene wurde von Jacob und seinen Mitarbeitern bald der Begriff des Promotors als
induzierendes/kontrollierendes ,,genetisches Element* gewdéhlt (Jacob, Ullman et al. 1964)
und auch weitestgehend libernommen, wenngleich Epstein und Kollegen die Begrifflichkeit
»genetisch® strikt fiir ein exprimierbares, ,,funktionales cytoplasmatisches Produkt* abgrenzen
wollten (Epstein and Beckwith 1968). Nichtsdestotrotz blieb der Promotor die Sequenz, die
die Initiation der Transkription ermoglicht. Der Transkriptionsstartpunkt in Bakterien (aber
auch des SV40-Virus und Bakteriophagen: Lambda-Phage, fd-Phage und T7-Phage) wurde
fast zeitgleich von vier Arbeitsgruppen im Frithjahr 1975 beschrieben (Pribnow 1975,
Schaller, Gray et al. 1975, Sugimoto, Okamoto et al. 1975, Walz and Pirrotta 1975). Im
Sommer desselben Jahres beschrieb David Pribnow, zusammen mit Heinz Schaller, eine
Sequenz 10 Nukleotide vor der Startstelle, die sogenannte -10-Box bzw. Pribnow-Schaller-
Box; zeitgleich konnte er die vorherigen Daten zum Transkriptionsstartpunkt
zusammenfassen (Pribnow 1975). Nur ein Jahr spiter wurde ein weiteres Motiv, die
sogenannte -35-Box gefunden, welche ebenfalls stark konserviert ist und mit der vorigen
zusammen den Promotor von E. coli bildet (Rosenberg and Court 1979, Seeburg, Niisslein et
al. 1977, Takanami, Sugimoto et al. 1976). Doch dieser augenscheinlich einfache Aufbau
lasst nicht zwangsldufig auf einen universellen Mechanismus schlieBen. So bindet jeweils
einer von sieben unterschiedlichen Sigmafaktoren (o-Faktor) an die Polymerase und bestimmt
mit liber die generelle Art des Promotors; dazu kommen mehr als 300 mogliche zusétzlich
bindende Transkriptionsfaktoren (Ishihama 2012). Weiterhin finden sich zwei zusitzliche
DNA-Sequenzen, das erweiterte -10 Element sowie das Up-Element und weitere Faktoren,
die nicht DNA-bindend sind, aber mit Sigmafaktoren selbst assoziieren und die Transkription
negativ oder positiv beeinflussen kénnen (Browning and Busby 2004, Haugen, Ross et al.

2008). Promotoren vermeintlich einfacher Organismen sind somit in keinster Weise leicht zu
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beschreiben oder einfach zu entschliisseln bzw. vorauszusagen. Einhergehend damit steigt die
Komplexitidt der Promotoren mit der des Organismus weiter an, vom Mykobakterium (M.
tuberculosis und M. smegmatis) tber die Hefe (Saccharomyces cerevisiae) bis zur
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) (Mencia, Moqtaderi et al. 2002, Newton-Foot and
Gey van Pittius 2012, Ohler, Liao et al. 2002).

1.3.1 Promotoren der Invertebraten und Vertebraten

Bei der Beschreibung der Promotoren von Vielzellern (Metazoa) muss man zundchst eine
Einteilung zwischen dem sogenannten distalen Promotor, dem proximalen Promotor sowie
dem Kernpromotor treffen. Sowohl der distale als auch der proximale Promotor sind streng
genommen nur vereinzelte oder auch in Clustern angeordnete regulatorische Elemente,
welche die Aktivitdt des eigentlichen Promotors (Kernpromotors) positiv oder negativ

regulieren kdnnen.

1.3.1.1 Distale Promotoren der Invertebraten und Vertebraten

Distale Promotoren werden daher meistens nur als Verstirker (enhancer) oder Dampfer
(suppressor) bezeichnet und konnen, wie zum Beispiel fiir das Sonic hedgehog (Shh) Gen der
Maus beschrieben, auch 1 Mb (1 megabasepairs) von der Transkriptionsstartstelle entfernt
liegen (Lettice, Heaney et al. 2003). Diese Art der Regulation ist bei den meisten Vielzellern
(Metazoa) gegeben und der Eigenschaft der spezialisierten Gewebe bzw. Zellen, bei stets
identischem Genom, geschuldet. So ist es notwendig, dass ein bestimmtes Gen in den
verschiedenen Zelltypen mit einer spezifischen Stirke exprimiert ist. Da aber das Gen stets
gleich ist, bleibt eine Regulationsmoglichkeit der Transkription (unabhéngig von
post-transkriptionellen Modifikationen) nur dann gegeben, wenn trotz einer relativ kurzen
Nukleotidsequenz des Kernpromotors dennoch die Voraussetzungen fiir eine spezifische
Regulation gegeben sind. Daten, welche keine Korrelation zwischen Anzahl der Gene und der
Komplexitit des Organismus bzw. der Anzahl unterschiedlicher Zelltypen pro Organismus
zeigten, konnen diese Erklarung unterstiitzen (Bulger and Groudine 2011).

Enhancer-Sequenzen wurden als erstes im viralen Kontext entdeckt und beschrieben (Banerji,

Rusconi et al. 1981, Moreau, Hen et al. 1981). Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie stets
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einen positiven Einfluss auf die Promotoraktivitit ausiiben. Dies geschieht unabhéngig von
threr Orientierung und liber weite Entfernungen. Verstirker konnen auch im Intron des
regulierten Gens oder sogar in den Introns benachbarter Gene lokalisiert sein. Dies macht sie
zu schwer vorhersehbaren und analysierbaren Elementen. Eine Moglichkeit solche Verstarker
vorherzusagen, ist der Vergleich der vorgelagerten Nukleotidsequenz eines entsprechenden
(zu untersuchenden) Gens bei moglichst vielen Spezies. Der Evolution folgend sind
funktionsrelevante Sequenzen in verschiedenen Spezies konservierter als Sequenzen mit
keiner oder geringer Funktionsrelevanz, da deren Mutationen weniger stark ponalisiert
werden. Tatséchlich war es so moglich, verschiedene Enhancer zu finden (Noonan and
McCallion 2010, Visel, Rubin et al. 2009). Allerdings ist auch ein GroBteil der Enhancer
durch diese Methodik nicht identifizierbar. Zum einen weisen bis zu 90% eine starke
Speziesspezifitdt auf und machen damit einen Vergleich mit anderen Séugern oder sogar nur
innerhalb einer Unterklasse, zum Beispiel den Plazentatieren, unmdglich. Zum anderen kann
der phylogenetische Unterschied noch zu gering sein um eine Sequenz als nicht-konserviert
zu erkennen. So ldsst diese Methode nur einen Erfolg von 10% zu (Odom, Dowell et al.
2007). Aktuell riickt das Histon 3 (Lysin-4) in den Fokus bei der Suche nach Verstirkern. So
scheint es, dass Verstirker eine Art Fulabdruck mit bevorzugter Monomethylierung anstelle
einer Trimethylierung des Lysins im Chromatin besitzen. Doch auch hier sind erste
Ergebnisse teils widerspriichlich, mindestens aber deuten sie darauf hin, dass es starke
Unterschiede alleine schon zwischen zwei verschiedenen Zelllinien gibt (Bulger and
Groudine 2011). Die biologisch sinnvolle Variabilitidt von solchen Enhancern scheint einer
generellen Beschreibung dieser entgegenzustehen, so dass ein exaktes und spezifisches
Modell fiir den jeweiligen Organismus nicht mdglich ist und eine Kartierung wahrscheinlich

nur auf eine bestimmte Zelllinie eines Organismus zutrifft.

1.3.1.2 Kernpromotoren der Invertebraten und Vertebraten

Der Kernpromotor ist verhdltnismaBig leicht zu identifizieren. Er umfasst den Startpunkt der
Transkription (TSS fiir transcription start site), die Bindestelle der Polymerase sowie
generelle Transkriptionsfaktor-Bindestellen (kurz GTF, flir general transcription factors). Ein
Beispiel eines klar definierbaren Transkriptionsstartpunktes ist dabei das Inr
(initiator element) mit der Konsensussequenz C/T-C/T(C)-A;;-N-T/A-C/T-C/T (Kadonaga
2002).
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Wie schon fiir die prokaryontischen, wurde auch fiir eukaryontische Promotoren die TATA-
Box bzw. das Analog zur Pribnow-Schaller-Box beschrieben (Lifton, Goldberg et al. 1978).
Die TATA-Box ist hochkonserviert und zwischen -25 bis -35 Nukleotide oberhalb der TSS
(+1 Position) gelegen. Die ehemals als universal eingestufte Box ist allerdings nach heutigen
Studien lediglich in 35% aller humanen Kernpromotoren aufzufinden (Gershenzon and
Ioshikhes 2005, Kim, Barrera et al. 2005, Moshonov, Elfakess et al. 2008, Yang, Bolotin et
al. 2007). Zwangslaufig wére so die Einteilung in TATA-abhéngige und TATA-unabhéngige
Kernpromotoren moglich. Eine Untersuchung von Drosophila Promotoren verstirkte diese
Theorie durch interessante Ergebnisse, die eine Einteilung in DPE (downstream core
promotor element)-abhéngige und TATA-abhidngige Promotoren vermuten lie3 (Burke and
Kadonaga 1996). Das DPE liegt in einem genau definiertem Abstand von +28 bis +32
Nukleotiden nach dem A+ der Inr und wurde urspriinglich in Drosophila Promotoren
beschrieben, aber auch in humanen Promotoren entdeckt (Burke and Kadonaga 1997, Zhou
and Chiang 2001). Hierbei ergab sich, dass, wenn auch nicht zu 100%, DPE-abhingige
Promotoren deutlich weniger TATA-Boxen besitzen und dieses umgekehrt ebenfalls zutrifft.
Beide Kernpromotoren kommen mit einer Haufigkeit von etwa 30% vor, genauso haufig wie
Kernpromotoren ohne eine der beiden Sequenzen, wihrend nur 10% sowohl TATA- als auch
DPE-Sequenzen aufwiesen. Die DPE-Box funktioniert ausschlieBlich in Kombination mit der
Inr und in dem zuvor beschriebenen Abstand zu dieser (Burke and Kadonaga 1996). Damit
war nach diesen Daten eine (wenn auch nicht eindeutige und zu 100% allgemeingiiltige
Einteilung) in diese drei Klassen von Kernpromotoren gegeben.

Wie Butler und Kadonaga festhielten, gibt es bei den TATA-abhingigen Kernpromotoren
weiterhin eine Unterscheidung von kanonisch (TATAAA) oder nicht-kanonisch (eine
AT-reiche Region ohne klaren TATA-Konsensus), welche die Kernpromotoren in zwei
Gruppen teilt (Butler and Kadonaga 2002). Nur eine davon, die mit kanonischer Sequenz, ist
bis zu diesem Zeitpunkt ausfiihrlich beschrieben und untersucht (Smale and Kadonaga 2003).
Es bestitigte sich, dass der Kernpromotor die ausschlaggebende Grofe ist; durch distale
Effekte sind lediglich schwichere zusitzliche Regulationen moglich. Gleichzeitig wurden
zudem zahlreiche Gene gefunden, die mehr als einen Kernpromotor bzw. mehrere
Transkriptionsstartpunkte besitzen (Carninci, Sandelin et al. 2006).

Aktuell werden Kernpromotoren daher nicht in TATA-abhidngig oder unabhidngig unterteilt,
sondern zundchst liber den Transkriptionsstartpunkt (TSS) definiert. Die Unterscheidung
erfolgt dann zwischen gebiindelt (fokussiert), mit einer klaren TSS und verteilt (dispers) mit

vielen verstreuten TSS. Einige Kernpromotoren vereinen offensichtlich sogar beide Systeme,
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wobei die Definition einer klaren TSS in der direkten Umgebung mehrerer TSSs
zwangslaufig schwer ist und die Grenzen verschwimmen, so dass vereinfacht betrachtet auch
diese Kombination unter die Kernpromotoren mit verteilten TSS féllt. Fokussierte
Kernpromotoren sind hiufig in weniger komplexen Organismen zu finden (wobei die
Grenzen von komplexen zu weniger komplexen Organismen zwischen Invertebraten und
Vertebraten zu ziehen ist), bei denen die Rate bei etwa 70% liegt und die eine Priferenz fiir
CpG-Inseln haben. Typischerweise besitzen eher die fokussierten Kernpromotoren klassische
Elemente wie TATA-box, /nr und DPE (Abbildung 2), wihrend sie den dispersen fehlen

(Juven-Gershon, Hsu et al. 2008).
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Abbildung 2: Skizzierte Lage und Interaktionen sowohl des Kernpromotors als auch der proximalen und
distalen Verstirker. (A) Sequenzen (TATA, INR und DPE) der Kernpromotoren sowie verschiedene Elemente
des proximalen Promotors (proximale Verstirker) sind gezeigt (BLE, GC- und CCAAT-Box in griin). Erste und
vereinzelte Verstirker (distale Verstdrker) sind in Form von NFE (NF-kB bindendes Element) und HRE
(hormone responsive element) skizziert. (B) Die basale Maschinerie sowie die bindenden aktivatorischen
Proteine sind gezeigt, so C/EBP, AP-1 und Spl sowie NF-kB und der glucocorticoid receptor (GR), welcher das
HRE bindet. Weiter die Proteine der Initiationsmaschinerie der RNA-Polymerase II mit TPB (TATA-box binding
protein) und die generellen Transkriptionsfaktoren (TF): IIA, 1IB, IIE, IIF, ITH. (C) Der TFIID-Komplex mit den
TAFs, welcher erst die volle Funktionalitit gewdhrleistet, kann durch Verstirker des proximalen Promotors
(Ko-Aktivatoren) induziert werden. (D) Weitere zahlreiche Ko-Aktivatoren, Repressoren und Aktivatoren sowie
deren Interaktionen und Abhidngigkeiten sind skizziert. Die Abbildung wurde aus Lemon and Tjian 2000
entnommen und Erlduterungen ins Deutsche iibersetzt (Lemon and Tjian 2000).

Wie erwihnt, sind die meisten Studien an fokussierten Promotoren durchgefiihrt worden. Dort
binden zunichst die generellen Transkriptionsfaktoren, die TFIls (transcription factor for

RNA polymerase II), von denen -A, -B, -D, -E, -F und -H vorkommen. Die Transkription kann
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erst nach der Bildung des PIC (preinitiation complex) beginnen, welcher aus den genannten
TFIIs und der Polymerase selbst besteht (Abbildung 2D). Bleiben wir bei den beiden Arten
der fokussierten Promotoren (TATA-Box oder DPE) und betrachten dort die Bildung des PIC
an der TATA-Box: Diese wird durch das TBP (TATA-box binding protein) gebunden, welches
selbst Bestandteil von TFIID (einer speziellen Art dieses groflen Proteinkomplexes) ist. Diese
Bindung erfolgt durch die Unterstiitzung von TFIIA. Weiterhin sind TAF-1 und -2 (7BP
associated factor) in TFIID gebunden und vermitteln ihrerseits die Bindung der /nr-Sequenz
und so kann, nachdem auch TFIIB an den Kernpromotor gebunden hat, der PIC seine
funktionelle Konformation annehmen. Schlussendlich sorgen TFIIE, TFIIF und TFIIH fiir das
Entwinden der DNA (Thomas and Chiang 2006).

Durch die Verdringung des TBP durch NC2 (negative cofactor 2) und Motl (auch BTAFI,
ATP-abhdngige Helikase) wird die Bindung durch TAF-6 und -9 an die DPE-Sequenz
favorisiert und die Rekrutierung von TFIID kann dorthin erfolgen (Hsu, Juven-Gershon ef al.
2008, Thomas and Chiang 2006, van Werven, van Bakel et al. 2008). Somit kann NC2 die
Nutzung von DPE-abhédngigen Kernpromotoren vermitteln (Hsu, Juven-Gershon et al. 2008,
Sikorski and Buratowski 2009, Willy, Kobayashi et al. 2000).

Innerhalb der fokussierten Kernpromotoren scheint die Aktivitit von NC2 stark abhéngig von
den jeweiligen Elementen. So reduziert die Kombination aus TATA-box und /nr die
Regulation durch NC2, beziehungsweise ist ein Vorkommen von NC2 an fokussierten TATA-
box Promotoren dadurch geringer (Albert, Grote et al. 2010, Malecova, Gross et al. 2007).
Jedoch nicht nur innerhalb der fokussierten Kernpromotoren scheint NC2 eine
differenzierende und essenzielle Rolle zu spielen. So konnten Albert und Kollegen generell
feststellen, dass unter starken Kernpromotoren NC2 hauptsichlich an dispersen Promotoren

assoziiert ist (Albert, Grote et al. 2010).

1.3.1.3 Proximale Promotoren der Invertebraten und Vertebraten

Der proximale Promotor ist im Vergleich zum Kernpromotor von noch héherer Komplexitét
und Variabilitit, so dass aktuell keine Studie gefunden werden konnte die schitzt wie viele
mogliche Bindestellen fiir wie viele Transkriptionsfaktoren existieren. Die Lénge des
proximalen Promotors wurde mit ungefahr 200 Nukleotiden vor dem Transkriptionsstartpunkt

beschrieben (Harvey Lodish 2000).
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Der proximale Promotor umfasst dabei auch Bindestellen fiir eher generelle
Transkriptionsfaktoren (Lemon and Tjian 2000). So etwa die BLE (basal level enhancer)
Sequenz, welche von AP-1 (activator protein 1) gebunden wird und eine generelle
Aktivierung vermittelt (Lee, Haslinger ef al. 1987). Auch die GC-box, welche durch den Spl
(specificity protein 1) Transkriptionsfaktor und die CCAAT-box, welche vom C/EBP
(CCAAT-enhancer binding protein) gebunden wird, bilden allgemein aktivierende
Interaktionen (Dynan and Tjian 1983, Johnson and McKnight 1989). Wie bereits erwihnt,
finden sich spezifische Transkriptionsfaktor-Bindestellen auch weit entfernt vom
Kernpromotor im distalen Promotorbereich. Diese Bindestellen, wie etwa fiir NF-xB, oder die
Hormon-responsiven Elemente und Faktoren zur Induktion Interferon-stimulierter Gene
regulieren die Genexpression auf eine sehr spezifische Weise. Sie konnen auch im proximalen
Promotor oder an der Grenze zu diesem liegen (Lemon and Tjian 2000).

Nachdem der Kernpromotor von der Polymerase II und ihren Kofaktoren gebunden wurde,
die generellen Faktoren des proximalen Promotors sowie die distalen Verstirker ihren
Einfluss geltend gemacht haben, kann die Polymerase mit der Synthese der pri-mRNA
beginnen. Dazu muss nur noch eine abschlieBende Hiirde, eine Art Polymerase-Pause,
tiberwunden werden. Wie der Promotor ist auch dieser Mechanismus weit von einer
kompletten Entschliisselung entfernt. Es ist jedoch evident, dass durch die pausierende
Polymerase eine weitere grole Modulation erfolgen und der Promotor nicht zwangslaufig
eine alleinige Aussage iiber die Stirke der Expression geben kann. Eventuell ist auch die
Bindung der dortigen Faktoren ebenfalls in die Regulation der Polymerase-Pause

eingebunden (Adelman and Lis 2012).

1.3.2 Promotoren und deren veranderte Aktivitdt nach Virus-Infektionen

Promotoren gehoren zu den Zielen von Viren, nicht zuletzt da virale Promotoren &hnliche
Bindestellen besitzen wie ihre Wirte. So konnen Viren (jene, welche im Kern replizieren) die
Transkriptionsmaschinerie der Wirtszelle zweckentfremden. Hier sei nur an C/EBP und Spl
(als generelle Aktivatoren) erinnert. Ob die Promotoren viraler Gene angepasst wurden oder
Viren moglicherweise Promotoren in eukaryontische Zellen eingebracht haben, bleibt eine
Frage der Evolutionsgenetiker und wird aktuell kontrovers diskutiert (Moreira and Lopez-

Garcia 2009, Raoult 2009).
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Fir das Epstein Barr Virus (EBV) ist gezeigt worden, dass das EBNAI
(EBV nuclear antigen 1) die Expression von immunregulatorischen Genen restringiert,
wihrend es etwa solche fiir Zellwachstum oder Migrationsfdhigkeit induziert; nicht
tiberraschend daher, dass vier verschiedene Konsensussequenzen in den humanen
Promotorsequenzen (etwa 100 unterschiedliche Sequenzen konnen von EBNA1 gebunden
werden) existieren. Zusédtzlich ist die gebundene Sequenz im EBV-Genom ebenfalls
differenziell zu allen vier im humanen Genom (Canaan, Haviv ef al. 2009). EBV ist somit in
der Lage durch einen einzigen Transkriptionsfaktor gegensétzliche Funktionen auszufiihren.
Ein Protein, welches die virale Latenz des KSHV (Kaposi sarcoma-associated Herpesvirus)
reguliert, ist LANA-1 (latency-associated nuclear antigen 1). LANA-1 stort den Aufbau des
IFNB Enhanceosoms: Es verhindert die Bindung von IRF-3 (interferon regulatory factor-3)
und reduziert die Expression von CBP (cAMP response element-binding protein) (Cloutier
and Flamand 2010).

Auch das humane Cytomegalovirus greift in die Promotorregulation ein. So exprimiert es das
IE-Protein (pp72), welches Daxx bindet und damit zum Beispiel dessen Bindung an den
LUNA (latency-associated transcript) Promotor verhindert, so dass dieser nicht von Daxx
inhibiert werden kann (Reeves, Woodhall et al. 2010).

Durch diese drei Beispiele aus dem Bereich der Herpesviren wird deutlich, dass diese humane

Promotoren gezielt steuern konnen.

1.4 SpleiBen — eine kurze Ubersicht

Beim Spleiflen werden die Exons, also kodierenden Sequenzen der pri-mRNA, miteinander
verkniipft und die dazwischenliegenden Introns herausgeschnitten (Abbildung 3B). Dieses
passiert aktiv durch das so genannte SpleiBosom, chemisch gesehen durch zwei
Transesterifizierungen.

Zuerst attackiert das Adenosin (A) des Verzweigungspunktes (BP, branchpoint) (beide
skizziert in Abbildung 3A) mit seiner 2’Hydroxylgruppe die Phosphodiesterbindung der
5’SpleiBistelle (SpleiBdonor, bzw. 5°SS). Bei diesem ersten Schritt bildet sich eine Intron-
Lariat-Struktur an der 3’SpleiBistelle (SpleiBakzeptor bzw. 3’SS) sowie die freie 5’Spleilistelle
(Abbildung 3B, Ubergang complex B zu C). Diese attackiert anschlieBend mit ihrer
3’Hydroxylgruppe die Phosphodiesterbindung der 3’Spleifistelle, so dass beide Exons

verschmelzen konnen und folgerichtig die Intronsequenz als Lariatstruktur ausgeschnitten

29



Einleitung

wird. Die involvierten snRNPs U2, U5 und U6 werden recycelt und der Bildung von neuen
SpleiBosomen zugefiihrt; das Intronlariat wird abgebaut. Fiir eine detailliertere Erlduterung
wird der aktuelle Stand der Forschung von Wahl und Kollegen rezensiert (Wahl, Will et al.
2009).

A SR
AR prote f.-*
uz LA r-ll- HS m
] L]
Exon__|au It
555 BPF 355
pra-mRMNA Ol—h—h
/Lh s mANP
"-"“—i:. r I.-11|1 (
PrpS-ATP u2 .
Sub2/JAPSE-ATH
Post-
splicecsomal
[S— complax
Prespliceosoma
(eomplex A) UG U4
Us u4/06.U5
Prp28-ATF tri-snRAMP 2nd step /
L ul
I.IE
ug U4 — Galalytlc step 1

Precatalytic USU2 = us spliceasoma
3phcea3§me T \< 1st -Siay' {complex C)

(CoanpeccE “Snul14-GTP usoz_ Pp2-ATP

us

Activated splicecsome
(complex B*)

Abbildung 3: mRNA Spleiien und das Spleiiosom. (A) Skizziert ist die Bindung durch ein SR-Protein an
einen exonischen Verstirker (ESE fiir exonic enhancer element) mit seiner Arginin-reichen Sequenz (RS) iiber
das RRE (RNA recognition element). AuBerdem sind der Polypyrimidintrakt (YRYYRY, mit Y fiir Pyrimidin-
Basen und R fiir Purin-Basen), der Verzweigungspunkt (4) und die Bindung der snRNP U1 und U2 sowie die
Untereinheiten des U2AF gezeigt. (B) Gestiitzt durch SR-Proteine (serine/arginine-rich proteins) bindet die
Ul snRNA komplementér an die 5’Splei3stelle. Synchron bindet der SF1/BBP (splicing factor 1 / branchpoint
binding protein) Komplex und U2AF (U2 auxiliary factor) an den Polypyrimidintrakt und den
Verzweigungspunkt. U2AF35 bindet das AG-Dinukleotid der 3’Spleifistelle und U2AF65 den
Polypyrimidintrakt. Damit ist sowohl die 5° als auch die 3‘SpleiBstelle des Introns definiert und der
spleiBosomale E (early) Komplex gebildet. Unter ATP-Verbrauch (adenosine triphosphate) wird die U2 snRNA
und somit der U2 snRNP an die Verzweigungssequenz rund um den Verzweigungspunkt gebunden. Diese
Bindung wird sowohl durch Proteinuntereinheiten SF3a und SF3b (splice factors 3a and 3b) des U2 snRNP als
auch des U2AF65 gestiitzt und bildet den spleiBosomalen A Komplex (Gozani, Feld ef al. 1996, Valcarcel, Gaur
et al. 1996). Der bereits gebildete Komplex aus den snRNPs U4/U6/U5 wird abschlieBend gebunden, sodass der
spleiBosomale B Komplex entsteht. Dieser ist zu diesem Zeitpunkt noch inaktiv, erst nachdem die snRNPs Ul
und U4 dissoziiert sind ist der Komplex aktiv (B*). Dieser katalysiert die erste Transesterifizierung und bildet
dadurch Komplex C, welcher in der zweiten Transesterifizierung schlieflich beide Exons verkniipft. Die
Abbildung wurde aus Wahl, Will et al. 2009 entnommen und bildet einen Auszug der dortigen Abbildung.

1.4.1 G-run-reguliertes Spleifien

Beim alternativen Spleilen entstehen zusétzlich zu der klassisch gespleiiten mRNA

mRNA-Spezies, die Variationen in ihrem Aufbau aufweisen, so zum Beispiel Teile von oder
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ganze Exons verloren haben oder zusitzliche Introns und/oder Intronteile besitzen. Durch ein
solches Vorkommnis konnen auch mRNAs entstehen, bei denen der Protein-Leserahmen
verschoben ist oder bei denen ein verfrithtes STOP-Kodon entstanden ist. Letztere RNAs
werden meist mittels NMD (nonsense-mediated mRNA decay) abgebaut (Maquat 2004). Nicht
jedes alternative Spleiflien passiert jedoch ohne Ziel. Immer mehr Transkripte mit diversen
alternativ gespleiiten Exons und Introns werden entdeckt und deren kritische Rolle in der
Entwicklung von Organismen und der Regulation spezifischer Zellfunktionen entschliisselt
(Kim, Magen et al. 2007). G-runs (Guanosincluster, mit einem G-Triplett (GGG als
Kernsequenz)) konnen durch SpleiB3faktoren gebunden werden und dadurch eine ergéinzende
Funktion fiir generelle Spleillfaktoren vermitteln. Sie bilden somit Bindestellen/Sequenzen
des alternativen Spleiflens. Sie konnen nicht nur die Bindung des Ul snRNP Komplexes
direkt vermitteln, sondern konnen die Bindung des SpleiBosoms generell verstirken
(McCullough and Berget 2000, Wang, Mueller et al. 2011). Liegen die G-runs im Intron
direkt nach der 5’Spleil3stelle, haben sie hédufig einen positiven Einfluss auf die Stirke der
Spleilistelle. Diese Wirkung scheint bei Spleifistellen mittlerer Stirke am effektivsten zu sein
(Xiao, Wang et al. 2009). Auf der pri-mRNA-Ebene werden solche G-runs von hnRNP-F
oder -H Proteinen (heteronukledre Ribonukleoproteine) gebunden, welche ihrerseits,
abhingig von der Lage zur Spleifstelle, die Stirke dieser beeinflussen (Wang, Dimova ef al.

2007).

1.5 miRNAs

Nicht nur die Stirke des Promotors oder das Spleilen haben Einfluss auf die Expression eines
Gens, posttranskriptionell spielen miRNAs (micro RNAs) eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Translation. Erstmals wurden miRNAs 1993 im Fadenwurm C. elegans bei
Studien zur Larvenentwicklung beschrieben (Lee, Feinbaum et al. 1993, Wightman, Ha et al.
1993). miRNAs sind in prozessierter Form ca. 20-25 Nukleotide lang. Aktuell geht man von
etwa 800 verschiedenen miRNAs im Menschen aus; dieses entspricht in etwa der geschétzten
Anzahl an Transkriptionsfaktoren (Krol, Loedige et al. 2010). Ahnlich der Regulation durch
diese Faktoren sind auch miRNAs spezifisch fiir jeden Zelltypen. Zusammen mit der
Moglichkeit (einer einzelnen miRNA) 100 bis 200 verschiedene mRNAs regulieren zu
konnen (Brennecke, Stark et al. 2005, Krek, Griin et al. 2005), bilden sie ein Werkzeug der

abgestimmten Expressionsregulation in der Entwicklung oder Spezialisierung einer Zelle
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bzw. eines Gewebetyps (Lewis, Burge et al. 2005). miRNAs binden hauptsichlich im 3’UTR
(3 ‘ untranslated region) von mRNAs. Dort ist die Konservierung der miRNA-Bindestellen im
Laufe der Entwicklung offensichtlich gestiegen (Friedman, Farh et al. 2009).

Kodiert werden miRNAs in miRNA-Genen, welche auffillig weit von ,,normalen*
proteinkodierenden Genen entfernt liegen und eventuell sogar eigene Transkriptionseinheiten
bilden (Bartel 2004). Andere, etwa ein Viertel der humanen miRNAs, liegen in Introns (nur
teilweise in Exons) von mRNAs kodiert (Lagos-Quintana, Rauhut ez al. 2003).

Nachdem die sogenannte pri-miRNA synthetisiert wurde, wird sie durch eine
RNAse I1I Endonuklease (Drosha) prozessiert, so dass ein Intermediat entsteht (ein etwa
60-70 Nukleotide umfassender stem loop), welches die pre-miRNA bildet (Lee, Ahn et al.
2003, Zeng and Cullen 2003). Nach dem Transport der pre-miRNA aus dem Nukleus wird
diese durch Dicer, einer weiteren RNAse III Endonuklease, editiert (Lund, Giittinger et al.
2004, Yi, Qin et al. 2003). Dicer sorgt dafiir, dass am Ende dieser Prozedur nur noch ein
kurzer RNA-Duplex iibrigbleibt, der bereits zuvor den Doppelstrang gebildet hatte und nun
vom Loop befreit ist (Bartel 2004). Abschlieend wird der funktionale Einzelstrang in den
RISC (RNA-induced silencing complex) eingebaut, um die Ziel-mRNA nach Bindung durch
die dort enthaltenen Endonukleasen abzubauen oder das Ablesen der mRNA zu verhindern,
also die Translation zu blockieren (Filipowicz, Bhattacharyya et al. 2008, Hammond,

Boettcher et al. 2001).

1.6 Der Tapasinpromotor

Bei der ersten Analyse des Tapasingens 1998, welches sich im erweiterten
MHC Klasse II Lokus befindet, ist nur wenig liber den Tapasinpromotor publiziert worden.
Zwar wurde bereits beschrieben, dass durch Interferon gamma (IFNy) die Expression erhoht
wird und dass sich dort spezifische Bindestellen, wie GAS (gamma-Interferon activated
sequence) und ISRE (interferon stimulated response element) fiir IFN-induzierte
Transkriptionsfaktoren finden lassen, jedoch wurden diese nicht weiter analysiert (Herberg,
Sgouros et al. 1998). Weitere funktionale Untersuchungen wurden 2000 durchgefiihrt und
zeigten einen Anstieg der Tapasin-mRNA nach Behandlung mit Interferon und/oder
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa). Fiir einzelne Stimuli zeigte sich IFNy am potentesten,
wihrend eine Kostimulation bei der Kombination von IFNy und TNFa die groBtmdgliche

Induktion zeigte (Johnson and Mook-Kanamori 2000). Wenig spéter folgten erste Daten zur
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Transkription in verschiedenen Tumorzellen und die Erweiterung der positiven Stimuli um
Interferon alpha (IFNa) und Interleukin-4 (IL-4). GM-CSF (Granulozyten/Makrophagen-
Kolonie stimulierender Faktor) ist dagegen nicht in der Lage, die Tapasintranskription zu
steigern (Seliger, Schreiber ef al. 2001). In der Forelle zeigte sich in Untersuchungen mit dem
[HN Virus (IHNV, Infectious hematopoietic necrosis virus) als Stimulans eine Induktion der
mRNA-Menge bereits sechs Stunden nach Infektion (Landis, Palti e al. 2006). Daten
beziiglich der IFNy- und TNFa-Induzierbarkeit konnten auch in der Maus gefunden werden.
Eine starke Abhdngigkeit von sekundér IFNy-induzierten Transkriptionsfaktoren konnte nicht
eindeutig gezeigt werden (Abarca-Heidemann, Friederichs et al. 2002). Folgend wurden
Daten aus der Maus publiziert und Experimente in Mauszellen durchgefiihrt. Diese Daten
konnen als Anhaltspunkt dienen und sogar teilweise auf humane Zellen iibertragbar sein,
jedoch ergab sich in verschiedenen eigenen Vorarbeiten, dass die Transkription in humanen
Zellen nur bedingt mit der in murinen korreliert (Halenius, Hauka ef al. 2011). Dieses wird
bestitigt durch eine geringe Homologie von 60% zwischen beiden Promotorsequenzen
(Herrmann, Trowsdale et al. 2003). Aktuelle Vergleichsmethoden dndern diesen Wert auf
65% geringfligig nach oben (Abbildung 44 und 45, Appendix).

Im murinen System konnten Herrmann und Kollegen verschiedene Informationen zum
Tapasinpromotor finden. So etwa, dass ein Transkriptionsstartcluster auf 50 Nukleotide (-10
bis -60) knapp vor dem ATG (Translationsstart) lokalisiert werden konnte und die meisten
Transkripte dabei von den Positionen -53, -56, -58 und -59 starteten (Herrmann, Trowsdale e?
al. 2003). Diese Beobachtungen konnten so detailliert fiir den humanen Promotor bisher nicht
gezeigt werden. Es scheint allerdings nach den Ergebnissen aller publizierten 5’UTR-
Untersuchungen fiir humane Tapasin-mRNAs im ,,Human (Homo sapiens) Genome Browser
Gateway* moglich, dass mehrere auch weit auseinanderliegende Transkriptionsstartpunkte
vorhanden sind (Abbildung 49 und 50, Appendix). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
eine vorhergesagte NF-kB Bindestelle etwa 400 Nukleotide vor dem genannten
Transkriptionsstartcluster funktional ist, wahrend eine direkt an diesem Cluster liegende
Bindestelle keine Funktionalitit zeigte. Interessante Ergebnisse ergaben sich fiir die
vorhergesagte IRF-1/2 Bindestelle und deren Umgebung. Bei einer Punktmutation dieser
Bindestelle erhohte sich die Aktivitit des Promotors auf ein Maximum (von 400%), doppelt
so hoch wie die des wildtypischen Promotors durch Interferonstimulation. Eine Stimulation
mit IFNy erzielte keinen zusdtzlichen Effekt. Wurde die Sequenz grofBriumig deletiert,
erhohte sich die Aktivitit dieser Promotormutante (166%), obwohl sie formal keine

Transkriptionsstartstelle besitzt (Herrmann, Trowsdale et al. 2003).
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Zusammenfassend blieb der humane Tapasinpromotor bisher ohne detaillierte Analyse und
daneben zeigte sich fiir den murinen Tapasinpromotor ein unklarer Phinotyp, der viele Fragen
beziiglich einer Regulation offen lieB. Weiter wurde mit Hilfe von E2F-iiberexprimierenden
Tumorzellen in der Maus (HER-2/neu’) eine relativ moderate Abhingigkeit von E2F gezeigt
(Bukur, Herrmann et al. 2010), die schon in fritheren Publikationen von Herrmann und
Kollegen zu erkennen war. Neuerliche FErgebnisse, die eine Abhdngigkeit der
Tapasintranskription von der B,m-Expression zeigen sollen, sind an dieser Stelle auch zu
nennen. Die Mechanismen, die zu dieser Induktion fithren konnten, sind bisher nicht bekannt
geworden. Ferner ist eine unabhingige Bestitigung der Induktion bisher ausgeblieben
(Simone, Smith et al. 2012).

Fir die Uberexpression von PRDM1 (PR domain-containing 1, with ZNF domain, auch
Blimp-1, B Ilymphocyte-induced maturation protein-1) ist eine deutliche Reduktion der
Induktion von Tapasin durch IFNy, aber auch der normalen Transkriptionsrate gezeigt. In
PRDMI knock down Experimenten ist eine leicht erhohte Transkriptionsrate um das etwa
3-fache durch Doody und Kollegen gezeigt worden, wobei die Effekte durch die PRDM1

»loss of function” (siRNA knock down) stets moderater sind als die des ,,gain of function®

(Uberexpression) (Doody, Stephenson et al. 2007).
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2 Ergebnisse

Mit Blick auf die stetige Ko-Evolution von Cytomegaloviren mit ihren Wirtsspezies,
tiberrascht die feine Regulierung der menschlichen MHC-Antigenpriasentation durch das
humane Cytomegalovirus mit einem regelrechten Orchester an Inhibitoren kaum.
Philosophisch betrachtet diirfte das Hauptaugenmerk eines Virus, welches eine latente
Infektion etabliert, natiirlicher Weise darauf liegen, vom Wirtsorganismus nicht erkannt und
eliminiert zu werden. Auch Zellen, welche nach der viralen Replikation, beim Budding
(englisch fiir Knospung, also die Freisetzung neuer Viren), lysiert werden, miissen dieser
Erkennung entzogen werden. Die Zeit von der Infektion bis zu dieser Freisetzung kann je
nach Zelltyp mehr als eine Woche dauern (Smith and de Harven 1973); eine lange Zeit fiir das
Immunsystem, die infizierte Zelle anzugreifen. Doch wie wird eine solche Regulation
erreicht?

Im Gegensatz zum a-Herpesvirus Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1), welches die gesamte
Proteinbiosynthese der Wirtszelle inhibiert und auch bereits transkribierte mRNA abbaut
(Kwong, Kruper et al. 1988), agiert HCMV auf mehreren Ebenen. Es reguliert sowohl die
Transkription und Translation als auch mRNA und Proteine selbst so, dass sie reduziert,

stabilisiert oder auch induziert werden.

2.1 Die MHC Klasse I vermittelte Antigenprasentation wird von

HCMYV durch zahlreiche Inhibitoren kontrolliert

Ein wichtiger Faktor der Immunantwort, gerade im Falle einer HCMV-Infektion, ist der
MHC Klasse 1 vermittelte Antigenprisentationsweg, welcher zur Aktivierung von
CD8" T-Killerzellen fiihrt. Tapasin ist ein entscheidender Bestandteil des hierfiir notwendigen
Peptidbeladungskomplexes (PLC). Der PLC selbst wird durch verschiedene HCMV-kodierte
Inhibitoren in seiner Funktion gehindert. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden sowohl fiir
MCMV (murines Cytomegalovirus) als auch HCMV zum Beispiel US2, US6 und US11
untersucht und charakterisiert (Benz and Hengel 2000, Halenius, Momburg et al. 2006,
Hengel, Koopmann et al. 1997, Hengel, Lucin et al. 1994, Hengel, Reusch et al. 2000). Die
genannten Genprodukte agieren alle stets auf der Ebene der Proteine, ohne jedoch die

Transkription zu beeinflussen.
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2.2 HCMV reduziert die Tapasintranskriptmenge

In eigenen Vorarbeiten wurde eine reduzierte Expression von Tapasin gefunden. Da synchron
erhaltene Daten (Appendix, Abbildung 52 und 53) eine gezielte Kontrolle der
Transkriptmengen zweier immunregulativer Gene gezeigt hatten, ergab sich in der
Konsequenz daraus die Vermutung, dass diese Art der Regulation eventuell auch auf andere
immunregulatorische Gene und damit Tapasin zutrifft (Zimmermann, Hauka ef al. 2013).
Tatsdchlich konnte fiir Tapasin, (auch) bezogen auf andere PLC-Komponenten, darunter
TAP1 und TAP2, in den zuvor erldauterten Untersuchungen (sieche 1.2.2), eine deutlich
verminderte RNA-Menge bestétigt werden (Halenius, Hauka et al. 2011). Eine erste Analyse
des Tapasinpromotors war, auf Grund geringer Kompatibilitit des transienten
Reportergenassays mit der HCMV-Infektion, stark eingeschrinkt und der genaue

Mechanismus der Regulation blieb damit ungeklért (eigene Vorarbeiten, Diplomarbeit).

2.2.1 Bestitigung der reduzierten Tapasintranskriptmenge mittels gPCR

Die Ergebnisse der Vorarbeiten wurden zundchst mit der sensitiven Methodik der qPCR
bestitigt und quantifizierbar gemacht. Dazu wurden MRC-5 Zellen fiir 8, 24, 48 und 72
Stunden mit HCMV (Laborstamm AD169 und Deletionsmutante AUS2-11) infiziert und
weitere Zellen (als Positivkontrolle) mit IFNy und TNFa induziert. Mit der Behandlung von
IFNy und TNFo konnte zundchst die Regulation der immunregulatorischen
PLC-Komponenten kontrolliert werden; fiir alle Komponenten stieg die Transkriptmenge in
der Zeitkinetik stetig an. Die TAPI1-Untereinheit (Abbildung 4, TAP1) zeigte dabei die
starkste Induzierbarkeit, wahrend das beta-2-Mikroglobulin (Abbildung 4, fom) nur leicht
induziert wurde. In HCMV-infizierten Zellen =zeigte sich dagegen ein deutlich
differenzierteres Bild fiir die verschiedenen PLC-Komponenten. Die Vergleichbarkeit und
Aussagekraft der Daten wurde durch den Abgleich gegen die 18SrRNA gewéhrleistet und ist
stellvertretend durch die konstant gleichbleibende Quantifizierung von GAPDH gezeigt
(Abbildung 4, GAPDH). Zum direkten Nachweis der Infektion und aktiven Replikation des
Virus diente die mRNA von UL37 (envelope glycoprotein UL37). UL37, welches groBtenteils
fiir das pUL73x1 (fiir Exon 1) beziehungsweise vMia (viral mitochondria-localized inhibitor
of apoptosis) Protein kodiert, wurde als passende Kontrolle angesehen, da es sowohl wihrend

der kompletten Infektion exprimiert (immediate early, early und late (IE, E und L)) als auch
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gespleilit wird (Mavinakere and Colberg-Poley 2004, Pari, Field et al. 1995, Smith and Pari
1995). Die groflen Mengen an viraler DNA in HCMV-infizierten Zellen erhéhen das Risiko
einer falsch positiven Detektion in der quantitativen PCR, so dass auf ein gespleiites
Transkript zurlickgegriffen wurde, um nur komplett prozessierte RNA zur Kontrolle der
Infektion zu betrachten. Zur besseren Veranschaulichung ist UL37 als einzige Ausnahme in
x-facher Induktion gegeniiber der mittleren Transkriptmenge aller Zeitpunkte der Infektion

dargestellt. Der Anstieg in der Infektionskinetik verdeutlichte die fortschreitende Replikation.
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Abbildung 4: Relative Transkriptmengen verschiedener PLC-Komponenten in infizierten Zellen. MRC-5
Fibroblasten wurden mit dem HCMV-Laborstamm AD169 und der Deletionsmutante AUS2-11 infiziert
(MOI 5). Synchron wurden Kontrollzellen mit 500 U/mL IFNy und 25 ng/mL TNFa oder mock behandelt. Die
Zellen wurden 8, 24, 48 und 72 Stunden, respektive 1,5; 3 und 6 Stunden nach Infektion/Stimulation lysiert, die
RNA extrahiert, revers transkribiert und mittels qPCR mit spezifischen Primern fiir die angegebenen Transkripte
analysiert. Transkriptmengen sind in x-fach gegeniiber mock dargestellt. Gezeigt ist reprisentativ fiir mindestens
drei biologische Replikate ein typisches Ergebnis der qPCR, jeweils abgeglichen gegen RNA der 18SrRNA
(Halenius, Hauka et al. 2011). Zur Berechnung der x-fachen Anderung des viralen UL37 Transkriptes wurde der
Mittelwert der Transkriptmenge aller infizierten Zellen und Zeitpunkte gebildet und als Referenzwert gesetzt.

Die auf Transkriptebene erwartete Induktion des HLA-B Allels (MHC Klasse 1 HC, heavy
chain) und B,m konnte auch hier beobachtet werden (Halenius, Hauka et al. 2011). Eine
minimal stirkere Responsivitidt von ,m nach dem IFNy/TNFa-Stimulus war auch durch die
Infektion zu sehen und scheint ein genereller Effekt auf die Transkription zu sein, unabhéngig

des Stimulus, der hier verwendet wurde (Abbildung 4, HLA-B und B,m). Fiir Tapasin war
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wiahrend der frithen Infektion, nach 8 Stunden, zundchst keine Reduktion der
Transkriptmenge zu detektieren; tatsdchlich aber, wie bei allen untersuchten Komponenten
des Peptidbeladungskomplexes, eine erhdhte Menge an Transkripten. Jedoch sank nach dieser
Induktion die mRNA-Menge bereits 24 Stunden nach Infektion (24 Std. n. I. bzw. h.p.i. fiir
hours post infection) deutlich ab, um im Verlauf der Infektion immer weiter, bis auf ein
Minimum von 30% der urspriinglichen Transkriptmenge zu sinken (Abbildung 4, Tapasin).
Die spite Regulation (24-48 Stunden nach Infektion) spiegelte sich sowohl fiir Tapasin als
auch fiir TAP1 und TAP2 wider (Abbildung 4, TAP1 und TAP2). Das finale Absinken der
Transkriptmenge nach 72 Stunden wurde fiir Tapasin exklusiv beobachtet, wie auch die nur
marginale Induktion 8 Stunden nach Infektion. Die Reduktion der Tapasin-mRNA war damit
mittels qPCR bestétigt worden und trat innerhalb der untersuchten PLC Komponenten mit

spezifischem Phinotyp auf.

2.2.2 Wie wird die Tapasintranskriptmenge reguliert?

Promotor Aktivitit RNA Integritat RNA Stabilitat
(z.B. SpleiBregulation) (z.B. miRNA-Interterenz)
0 = =

Tapasin pri-mRNA
SUTR FUTR

el

Abbildung 5: Auflistung aller untersuchten, die Transkriptmenge beeinflussenden, Faktoren. In der
skizzierten Darstellung (Langen des 3° und 5’UTRs (untranslated regions) sind nicht mafstabsgetreu) der
Synthese des Tapasintranskriptes sind schematisch der Tapasinpromotor (mit einer transcription start site (TSS)
als Pfeil) sowie die Tapasin pri-mRNA mit 5’UTR, Intronsequenzen und 3’UTR aufgezeigt. Uber die drei
Faktoren; Promotor Aktivitdit, RNA Integritit und RNA Stabilitdit kann die Menge eines spezifischen
Transkriptes einer Zelle beeinflusst werden.

Die Regulation der Tapasintranskriptmenge kann drei verschiedene Ursachen haben, da, wie
in Abbildung 5 gezeigt, drei Faktoren maB3gebend fiir die Menge einer spezifischen mRNA

sind.
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Diese sind:

1) Die Syntheserate der mRNA, gleichbedeutend mit der Promotoraktivitit.

2) Die RNA-Integritét, unter anderem bestimmt durch Spleiflereignisse und deren korrekten
Ergebnissen (da andernfalls ein Abbau mittels NMD (nonsense mediated mRNA-decay)
erfolgt).

3) Die Stabilitdt, die maBgeblich durch die Liange der mRNA (des 3’UTRs) und damit

einhergehende mogliche Bindestellen fiir regulatorische Faktoren, beeinflusst wird.

2.2.3 Die HCMV-kodierte miRNA US25.2 reduziert die Tapasinexpression

nicht

Vor der Analyse der RNA-Stabilitit selbst wurde zundchst der Einfluss eines viralen
miRNA-Gens auf die Tapasinexpression untersucht. Den Vorhersagen folgend hitte die von
diesem Gen (miR-US25.2) transkribierte miRNA moglicherweise das Tapasintranskript
binden kénnen. Zusammen mit anderen miRNA-Genen wurde dieses Gen von unserem

Kooperationspartner (Ofer Mandelboim, Tel Aviv) durch in silico Analysen vorhergesagt.

A -29.8keal / mol C
Tapasin 1740-1750 5 G C c
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Abbildung 6: Einfluss der miRNA US25.2 und UL112 auf die Tapasinexpression. (A) Bindungsenergie,
komplementére Nukleotide und Kernbindungsbereich (unterstrichen) der miR-US25.2 an das Tapasintranskript.
(B) Bindungsenergie, komplementire Nukleotide und Kernbindungsbereich (unterstrichen) der miR-UL112 an
das TAP2-Transkript. (C) Immunprézipitation (IP). miRNA-Gene wurden in HeLa-Zellen lentiviral transduziert.
AnschlieBend wurden alle exprimierten Proteine fir 2 Stunden mit radioaktivem Schwefel (*°S in
Methionin/Cystein) markiert. **S-markierte Proteinlysate aus nicht (&) und miRNA-Gen transfizierten Zellen
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiografisch detektiert. Prazipitiert wurde mit Anti-ERp57
(mouse ascitic fluid, Upstate) und Anti-Tapasin (STC, (Tan, Kropshofer et al. 2002)) oder Kontrollantikorpern.

Da die RNA-Stabilitdt nur durch die Interaktion mit einer degradierenden miRNA beeinflusst
wird, wihrend eine nicht-degradierende miRNA ohne Effekt auf die RNA-Stabilitét bleibt,
wurde hier die Proteinexpression untersucht, um beide Arten des miRNA-Einflusses

beobachten zu konnen. Dazu wurde die miRNA nach lentiviraler Transduktion von
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HeLa-Zellen iiberexprimiert und die Expression von Tapasin mittels Immunprézipitation
analysiert. Dazu wurden die neusynthetisierten Proteine fiir 2 Stunden mit radioaktivem
Schwefel (*’S in Methionin/Cystein) markiert. Die erste Prizipitation wurde mit ERp57
durchgefiihrt und zeigte fiir alle Lysate die gleichen (eingesetzten) Proteinmengen an. Die
zweite Prizipitation wurde mit Tapasin- oder Kontroll-Antikérpern durchgefiihrt. Die
Prézipitation von ERp57-Ko-prézipitiertem Tapasin ist in Spur 2 (Abbildung 6C) zu erkennen
und wurde weder durch die miRNA UL112 in Spur 4 (welche als miRNA Kontrolle genutzt
wurde) noch durch die potenziell Tapasin-mRNA bindende miRNA US25.2 in Spur 3 in der
Expression reduziert. In der reinen Ko-Prizipitation war nur eine geringe Menge an Tapasin
detektierbar, welche flir eine quantitative Aussage nicht ausreichend war (Spurl) und eine
Tapasin-IP notwendig machte. Schlussendlich ergab sich aus diesem Experiment kein

Hinweis auf die Regulation von Tapasin durch die analysierten viralen miRNAs.

2.2.4 Das Tapasin 3’UTR und ein friihzeitiges alternatives PolyA-Signal

Die durchschnittliche Lénge eines 3’UTRs (3 -untranslated region) humaner mRNAs liegt
bei etwa 1.000 Basenpaaren (Pesole, Mignone ef al. 2001). Damit ist das 3’UTR von Tapasin
mit 2.066 Basenpaaren {iiberdurchschnittlich lang. Eine Vorhersage iiber die dadurch
moglicherweise erhdhte oder verminderte Stabilitdt ist jedoch nicht moglich. Gleichwohl
verhilt es sich so, dass eine lingere Sequenz mehr Moglichkeiten einer positiven/negativen
Regulation bedingt. Fiir Tapasin ergeben sich so zum Beispiel potenzielle Bindestellen fiir
regulatorische miRNAs (wie zuvor bereits teilweise analysiert), welche negativ mit der
mRNA interferieren konnten. Diese Moglichkeit wurde unter 2.2.3 und wird unter 2.2.5 sowie
2.2.6 behandelt.

Weiter ist es denkbar, dass ARE-BPs (4U-rich element-binding proteins) mit dem 3’UTR
interagieren und die Stabilitdit verdndern. In Abbildung 7B sind mogliche Bindestellen
skizziert, die das Ergebnis einer AREsite Database (siche nachfolgende Referenz) Analyse
des Tapasin 3’UTRs (als Voraussage aus der annotierten genomischen Sequenz) ergaben
(Gruber, Fallmann et al. 2011). Darunter drei mogliche Konsensussequenzen mit der
Kernbindestelle ATTTA und eine mit der erweiterten Bindestelle WWWATTTAWWW
(wobei W fiir weak und damit die schwachen Wasserstoftbriickenbindungen von Adenosin
und Thymin steht). Die Mdglichkeit einer Bindung von negativ interferierenden

ARE-bindenden Proteinen, die die Stabilitit und damit die Halbwertszeit des
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Tapasintranskriptes beeinflussen konnten, ist demnach gegeben. So wire die reduzierte
Transkriptmenge von Tapasin mit einer verminderten mRNA-Stabilitit erkldrbar. Die
Stabilitdt und Halbwertszeit wihrend der Infektion, explizit die Verdnderungen dieser, wird

unter 2.2.5 geklédrt werden.

A Annotiert: ggucuaaucguguagdaauaaagcuguauuccagugcu
_.‘_‘__‘_ﬁk_‘ \\
———— o \
Tapasin-mRNA TTTme—— ———— \\
g S —
Alternativ: uaguagcucccuaaaaudaa uacccuaucaucugcu?:b
B
Tapasin—-mRNA
¥ v
W ATTTA T WWWATTTAWWW
T WWATTTAWW T WWTATTTATWW

Abbildung 7: Lokalisation eines alternativen Poly-Adenylierungssignals und AREs (4U-rich elements) im
3°UTR des Tapasintranskriptes. (A) Gezeigt ist (anhand der Grafik der unten genannten Analysemaschine), in
genomischer Sequenz (U=T), die umgebende Sequenz des annotierten bzw. alternativen
Poly-Adenylierungssignals der Tapasin-mRNA. 66 Basenpaare hinter dem STOP-Codon liegt das
moglicherweise  alternative  Poly-Adenylierungssignal ~ (AAAUAA), wihrend das  annotierte
Poly-Adenylierungssignal 2.000 Basenpaare davon entfernt lokalisiert ist (AAUAAA). (B) Die
AREsite Database (Gruber, Fallmann et al. 2011) Analyse ergab im 3’UTR drei Elemente mit der
Kernkonsensussequenz ATTTA, von der eine die erweiterte Sequenz von WWWATTTAWWW (mit W als A
bzw. T) aufwies. In downstream Richtung errechneten sich dabei Wahrscheinlichkeiten einer nicht durch
Sekundérstrukturen blockierten und damit moglicherweise Protein/RNA-Interaktionen zulassenden RNA von:
0,77; 0,76 und 0,57.

Wie von Barreau und Kollegen gezeigt, bedeuten diese moglichen Bindestellen jedoch
keinesfalls, dass ausschlieBlich Proteine (ARE-BPs) gebunden werden, welche die Stabilitét
reduzieren. Diese altherkommliche, klassische Annahme einer ausschlieBlich schwachenden
Regulation konnte widerlegt werden (Barreau, Paillard et al. 2005). Vielmehr kdnnen auch
Proteine dort binden, die die Stabilitdt des Transkriptes fordern. Tapasin besitzt neben dem
annotierten Poly-Adenylierungssignal (PolyA-Signal) ein zusétzliches mdglicherweise
alternatives  Signal  (Abbildung 7B). Wiirde dieses putative (frithzeitige)
Poly-Adenylierungssignal genutzt werden und dadurch das 3’UTR verkiirzt, ergdbe sich
ebenfalls eine Moglichkeit, die Reduktion der Tapasintranskriptmenge zu erkldren. Um
festzustellen, ob dieses Poly-Adenylierungssignal tatsdchlich genutzt wird, wurden die Primer
dieser PCR so upstream und downstream der Poly-Adenylierungssignale positioniert, dass sie
Anderungen in der Nutzung aufzeigen konnten. Die Amplifikation von gDNA-Hintergrund

(genomische DNA) war iiber den Einschluss des Intron 7 in der Analyse ausgeschlossen.

41



Ergebnisse

In den PCRs wurde unter Nutzung aller erwdhnten Kontrollen jedoch kein Hinweis auf die
Nutzung dieses Signals gefunden (nicht gezeigte Daten). Somit ergaben sich keine Hinweise

auf eine Regulation der Tapasintranskriptmenge iiber die Verkiirzung des 3’UTRs.

2.2.5 Die Stabilitit des Tapasintranskriptes ist wihrend der HCMV-Infektion

unverandert

Wie bereits erwdhnt (2.2.3), wird durch die Analyse der Stabilitit der Tapasin-mRNA
gleichzeitig der Effekt einer moglicherweise degradierenden miRNA untersucht. Eine
,hicht-degradierende® miRNA wiirde dagegen im Widerspruch zu den Ergebnissen der
RNA-Analyse (2.2.1), explizit dem Phdnotyp der reduzierten RNA-Menge, stehen. Dort
wiren auch vermeintlich miRNA-gebundene, nicht-abgebaute mRNAs in der PCR detektiert
worden. Folgend hitte es durch sie nicht zu einer reduzierten mRNA-Menge kommen
konnen, so dass flir den Phéanotyp der reduzierten mRNA-Menge nur eine miRNA-Regulation
einer degradierenden miRNA moglich gewesen war.

Um einen Uberblick iiber die allgemeine Stabilitit, also die Halbwertszeit der
Tapasintranskripte wihrend der Infektion zu erhalten, wurden Zellen infiziert und
kontrollbehandelt. 36 Stunden nach Infektion begann fiir 0, 5, 10 und 24 Stunden die
Behandlung mit Actinomycin D beziehungsweise DMSO (Dimethylsulfoxid), welches als
Losungsmittel diente (Abbildung 8A). Actinomycin D ist ein potenter Inhibitor der
RNA-Polymerase II und verhindert so umgehend die Neusynthese aller Polymerase II-
abhingigen Transkripte (so auch die der meisten miRNAs). Somit gibt die RNA-Menge nach
der Behandlung mit Actinomycin D Hinweise auf die Stabilitdt der vorhandenen RNA. Das
Transkript des SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) Gens besitzt eine Halbwertszeit,
die geringer als 30 Minuten ist (Ehlting, Lai et al. 2007) und sollte die Effektivitit der
Transkriptionsinhibition wider spiegeln (Abbildung 8B, SOCS3). Nach der Behandlung mit
Actinomycin D sank die Nachweisbarkeit von SOCS3-mRNA zu allen Zeitpunkten auf ein
absolutes Minimum. Die Behandlung mit DMSO zeigte keinen Einfluss auf die analysierten
Transkripte im Vergleich zum Zeitpunkt 0 ohne DMSO. Zur Kontrolle der Linearitit der PCR
und der in dieser Analyse Tapasin-spezifischen Reduktion wéhrend der Infektion wurde eine
Bom-PCR mit geringer (25x) und erhohter (30x) Zyklenzahl durchgefiihrt. Im Vergleich der
mock- und HCMV-Infektion fiir DMSO und Actinomycin D behandelten Zellen war die
Bom-Transkriptmenge in den HCMV-infizierten Zellen erhoht. Dieses spiegelte die bereits
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bekannten Ergebnisse der vorherigen RNA-Analyse wider (Abbildung 4, B.m). Die
Halbwertszeit des Pom-Transkriptes war ldnger, als der in diesem Versuch analysierte
Zeitraum, so dass das B,m-Transkript als Kontrolle (optischer Abgleich in der sqRT-PCR)
gegeniiber dem GAPDH-Transkript, mit einer Halbwertszeit von 8 Stunden, bevorzugt wurde.
So konnten auch zu spdteren (als 8 Stunden) Zeitpunkten die eingesetzten RNA-Mengen

kontrolliert werden (Dani, Piechaczyk et al. 1984).

A 0 Std. 36 Std. 41 Std. 46 Std 60 Std.
mock / AD169 DMSO / ActD
Vool |
0 St S Sed 10 Std. 24 Std.
B mock AD169
DMSO ActD DMSO ActD 36 Std. n. L.

0 5 10 24 0 5 10 24 0 S 10 24 0 5 10 24 Std

Tapasin ‘--....----- -----‘

SO('S?;‘—--—- — — — — — ‘

fzm |""---"---"’-"'---"----'ﬂ.-.-------| 30125 Zyklen
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Abbildung 8: Die Halbwertszeit des Tapasintranskriptes ist in infizierten Zellen nicht vermindert. (A
MRC-5 Zellen wurden mock- oder HCMV-infiziert und 36 Stunden nach Infektion oder Kontrollbehandlung fiir
0, 5, 10 und 24 mit DMSO oder Actinomycin D (ActD, 4 pmol/mL) behandelt. Zu den gegebenen Zeitpunkten
wurde die RNA extrahiert und per RT-PCR analysiert. (B) 50 ng RNA wurden mittels semiquantitativer
RT-PCR und Primerpaaren fiir Tapasin, SOCS3 und beta-2-Mikroglobulin (f,m) analysiert. (C) 500 ng RNA
wurden mittels Tapasin-Primern quantifiziert. Dabei sind hier die Ergebnisse ohne Abgleich gegen eine
Kontrolle gezeigt, um auch minimale Rechenfehler durch die gegebene Regulation der Kontrollen zu verhindern.
Die Verhiltnisse wurden intern fiir jede Behandlung zum 0 Stunden-Wert verrechnet.

Auch die Halbwertszeit der Tapasin-mRNA lag in diesem Versuch auflerhalb des
Messfensters von 24 Stunden, dies war in der absoluten Quantifikation (Abbildung 8C, mock
und ActD Behandlung) besonders gut sichtbar. Bei infizierten Zellen war die fortschreitende
Reduktion der Tapasintranskriptmenge erkennbar (DMSO behandelte Zellen), wihrend in
ActD behandelten Zellen diese typische Reduktion durch HCMV reduziert war. Die
Halbwertszeit der Tapasin-mRNA war wéhrend der Infektion zu keiner Zeit signifikant
verringert, wodurch eine Regulation iiber stabilitidtsbeeinflussende Proteine durch dieses

Experiment ausgeschlossen werden konnte.
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Die Interferenz durch eine degradierende miRNA konnte hier nicht vollstindig
aufgeschliisselt werden. So konnten die leicht verminderten Mengen der Tapasin-mRNA in
infizierten Zellen nach Actinomycin D Behandlung (Abbildung 8C) durch eine verringerte
Interferenz einer miRNA (welche selbst durch Actinomycin D gehemmt ist und deshalb nur
geringfiigig mit der Tapasin-mRNA interferiert) begriindet sein (Punkt 3.2 der Diskussion).
Um (unter anderem) dieses zu verifizieren, wurde folgende Analyse bei gehemmter

Translation durchgefiihrt.

2.2.6 Die Verhinderung von NMD (nonsens-mediated mRNA decay) kann die

Tapasintranskriptmenge nicht wiederherstellen

Eine negativ-regulative Interaktion von destabilisierenden Proteinen an die
ARE-Konsensussequenzen war, wie zuvor beschrieben, nicht gegeben. Die negative
Regulation durch eine nicht-degradierende miRNA war, den Ergebnissen folgend, ebenfalls
nicht zu vermuten und fiir die reduzierten Transkriptmengen nicht verantwortlich. Folglich
konnte ein anderer Punkt der Regulation (Abbildung 5) dafiir verantwortlich sein, das

SpleiBlen.
A Abbildung 9: Unverinderte Reduktion der
) Tapasintranskriptmenge bei inhibiertem NMD.
Tapasin MRC-5 Fibroblasten wurden mock und HCMV-
infiziert. Nach 24 und 48 Stunden wurden fiir die
angegebenen Zeiten Cycloheximid (100 pg/mL
CHX) ins Medium gegeben, die Zellen geerntet und
die RNA extrahiert. (A) 150ng RNA wurden mittels
Tapasin-spezifischen = Primern und qRT-PCR
analysiert. Dabei sind die Ergebnisse ohne Abgleich
o (CH0 gegen eine Kontrolle gezeigt. So wurde ein Einfluss
durch die Regulation der Kontrollen selbst auf das
Ergebnis vermieden. Die Mengenédnderung der
Transkripte ist gegeniiber unbehandelten Zellen
B (mock 24 Std. (-)) in x-fach dargestellt. (B) 250 ng
mock AD169 RNA wurden mittels SRSF6 und SRSF7 Primern in
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Durch ein verdndertes Spleiflverhalten kommt es in den Féllen, in denen ein Exon (nicht
durch drei teilbar) heraus- oder ein Intron (nicht durch drei teilbar oder inklusive eines im
Leserahmen liegenden STOP-Codon) hineingespleiit wird, zum Abbau der RNA durch den

Kontrollmechanismus des nonsense-mediated mRNA decay, kurz NMD. Dieser Abbau
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konnte, da er mechanistisch unmittelbar an das Spleilen anschlieBt, mitunter so schnell
erfolgen, dass er nicht im Experiment zur Bestimmung der Halbwertszeit (2.2.5) messbar ist.
So wire die Transkriptmenge verringert, bevor diese Analyse (genauer die PCR) messen
wiirde. Das Ergebnis der Halbwertszeitanalyse wére jeweils gleich, unabhingig ob NMD
vorliegt oder nicht. Lediglich der Startpunkt, also die RNA-Menge zu Beginn, wire im
NMD-Fall reduziert. Eng verkniipft mit dem NMD ist der Mechanismus degradierender
miRNAs, so dass die endgiiltige Analyse von degradierenden miRNAs (da eine Interferenz
wie zuvor erwdhnt, experimentell nicht eindeutig geklart werden konnte) mit dem folgenden
Experiment ebenfalls untersucht werden konnte. Um einen vermeintlichen NMD-Effekt
messbar zu machen, bedient man sich der Inhibition der Translation, genauer der Ribosomen.
Sind diese nicht mehr aktiv, so ist auch kein NMD mehr méglich (Nicholson, Yepiskoposyan
et al. 2010).

Unter den Bedingungen einer inhibierten Translation mittels Cycloheximid (CHX) und damit
verhindertem NMD war die bekannte Reduktion der Tapasintranskriptmenge erneut deutlich
gegeben. Mit fortlaufender Infektion nahm, wie bereits beschrieben (Abbildung 4, Tapasin),
die Reduktion weiter zu und zeigte sich in CHX-behandelten Zellen unveridndert
(Abbildung 9A). Um zu kontrollieren, dass der NMD unter den gewéhlten Konditionen
inhibiert war, wurden die Transkripte von SRSF6 und SRSF7 (serine/arginine-rich splicing
factors) analysiert (Abbildung 9B). Fiir das Transkript von SRSF6 ist bekannt, dass es eine
Variante (002) besitzt, die durch NMD abgebaut wird (Ensembl project genome database:
ensembl.org., TranscriptID: ENST00000244020 und ENST00000483871) (Lareau, Inada et
al. 2007). In Abbildung 9B war diese Variante in den CHX-behandelten Zellen deutlich
detektierbar und zeigte die Inhibition des NMD an. Fiir SRSF7 sind mehrere Varianten
bekannt, welche normalerweise durch NMD abgebaut werden. Diese waren, wie bei SRSF6,
unter Konditionen der inhibierten Translation ebenfalls detektierbar (Abbildung 9B, SRSF7-
002/-003/-010/-011).  Eine  zusétzliche,  bisher = nicht  beschriecbene  Variante
(Abbildung 9B, roter Asterix), welche ebenfalls durch NMD abgebaut wird, wurde nicht
weiter analysiert.

SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass es fiir die Tapasin-mRNA weder durch das Spleiflen
noch durch eine miRNA-Interferenz zum NMD wéhrend der Infektion kommt. Alle weiteren
Szenarien (beziiglich des Spleilens), die nicht zu NMD fiihren, sind durch flankierende
Primer detektierbar und hétten bereits in den Vorarbeiten entdeckt werden miissen.

Nichtsdestotrotz wurde diese PCR zur Bestdtigung im Folgenden wiederholt.
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2.3 NeTT — New Tapasin Transcript

Um einen generellen Uberblick iiber die SpleiBereignisse der Tapasin-mRNA zu erhalten, bei
denen es nicht zum Abbau der mRNA kommt, wurden in eigenen Vorarbeiten bereits Primer
genutzt, die den Bereich zwischen dem ersten und dem letzten Exon fiir Analysen erfassen.
Bei der erneuten Analyse der Spleiflereignisse in infizierten Zellen ergab sich dabei nach wie
vor ein ,,unverdndertes SpleiBmuster. Das heifit, die Anzahl der unterschiedlichen Banden
(gleichbedeutend mit Transkriptvarianten) dnderte sich in der PCR zwar nicht, es kam aber
erneut zu einer erhohten Transkriptmenge einer kiirzeren Transkriptvariante, bei welcher sich

nach einer Sequenzanalyse das Fehlen von Exon 3 ergeben hatte (eigene Vorarbeiten,

Diplomarbeit).
A
—
Nukleotide: 208 171 281 399 342 S0 35 2078
1 p 3 4 5 6. 7 8
%
B IFNy  mock AD169
72 72 24 48 72 Std.
— = Tapasin
B T S e = NeTT (New Tapasin Transcript)

Abbildung 10: In infizierten Zellen ist die NeTT-Transkriptmenge induziert. (A) Das Schema zeigt skizziert
die Exons/Introns des Tapasintranskriptes, gibt die Grofle der Exons an und zeigt die Lage der Primer zur
Amplifikation des ganzen Transkriptes (NM_003190.4). (B) MRC-5 Fibroblasten wurden IFNy-induziert und
mock- beziehungsweise HCMV-infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert, die RNA
extrahiert und mittels semiquantitativer RT-PCR und Tapasin-spezifischen Primern (Pfeile in A), die zu Beginn
des Exon | und 8 binden, das SpleiBmuster in je 150 ng RNA analysiert.

Der Verlust von Exon 3 fithrt zu einem unverdnderten Leserahmen, da Exon 3 selbst
261 Nukleotide umfasst und impliziert einen Verlust des dort kodierten, fiir die Bindung zu
ERp57 essenziellen, Cystein 95. Synchron zur ersten Detektion dieses neuen
Tapasintranskriptes (New Tapasin Transcript, NeTT (bzw. AExon3)) wurde die Sequenz
bereits in die Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information)
eingetragen und spéter mit differenziellen Ergebnissen zu den folgenden Daten publiziert

(Belicha-Villanueva, Golding et al. 2010).
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2.3.1 NeTT modifiziert die MHC Klasse I Oberflichenexpression

In silico Analysen lieBen den Schluss zu, dass NeTT auf Grund des fehlenden Exon 3 und
damit einhergehend dem Verlust von Cystein 95 nicht in der Lage ist, mit ERp57 zu
interagieren (Abbildung 11A und B). Diese Interaktion ist jedoch essenziell fiir die Funktion
von Tapasin beziiglich der Peptidbeladung der MHC-Klasse I HC/Bom Heterodimere im PLC.
Abbildung 11B zeigt die Kristallstruktur von Tapasin (Dong, Wearsch et al. 2009); gelb
markiert ist in Abbildung 11A (Molekiilprojektion) Exon 3, welches dem NeTT-Protein fehlt.
Abbildung 11B zeigt die kovalente Bindung zwischen ERp57 und Tapasin; die Bedeutung
dieser Interaktion wurde hinldnglich beschrieben (Dong, Wearsch et al. 2009, Panter, Jain et
al. 2012) und fiihrte zu der Hypothese, dass ein mogliches NeTT-Protein die Interaktion von
Tapasin und ERp57 kompetitiv hemmen und somit einen negativen Einfluss auf die

Tapasinfunktion und damit die MHC-Peptidbeladung haben konnte.

Abbildung 11: Tapasin, Exon 3 (NeTT) sowie die essenzielle Schwefelbriicke zwischen Tapasin und
ERp57. (A) In silico Projektion der Struktur von Tapasin durch die 3D Molecule Viewer Software
(Vector NTI Advance 10, Life Technologies) mittels der Daten der RCSB Protein Databank
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3F8U). In gelb ist die von Exon 3 kodierte Region des
Proteins gezeigt. (B) Strukturanalyse der Interaktion von Tapasin und ERp57, als Auszug iibernommen und
beschriftet (ERpS7 und Tapasin) aus Dong, Wearsch et al. 2009. Markiert (roter Pfeil auf Cys57-Cys95) ist die
essenzielle Schwefelbriicke zwischen Tapasin und ERp57, die in dem Bereich des Proteins liegt, welcher von
Exon 3 kodiert ist.

Die Expression des NeTT-Proteins nach transienter Transfektion und stabiler Transduktion
der cDNA sowie die Stabilitit des Proteins konnten anschlieBend in der Arbeitsgruppe
untersucht werden (Beutler, Hauka et al. 2013). Es ergab sich dabei wie erwartet keine

Interaktion des NeTT-Proteins mit ERp57. Die Interaktion mit dem TAP-Transporter war im
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Vergleich zu Tapasin gleich effizient. So konnte zusammenfassend die Ausgangshypothese zu
diesem Protein, als negativ mit Tapasin interferierend, erhértet werden. Die Fahigkeit von
NeTT, die Funktion von Tapasin zu reduzieren, konnte in HLA-B*44:02 (Tapasin-abhéngiges
MHC-Allel) transfizierten Zellen gezeigt werden. Auch im Kontext unabhingiger
beziechungsweise aller zelluliren MHC 1 Allele, zeigte sich eine Verdnderung des
,Ligandoms®. So waren in (HeLa-) Zellen, in denen NeTT zur Expression gebracht wurde,
ein Verlust von etwa 40% Diversitit, die prasentierten Peptide betreffend, zu beobachten.
AuBerdem fand sich ein Pool von NeTT-spezifisch prasentierten Peptiden, was zusammen mit
den zuvor beschriebenen Daten eine deutliche Anderung des prisentierten Peptidpools durch
die Expression von NeTT anzeigte (Beutler, Hauka et al. 2013). Weiterhin ergab sich die
interessante Moglichkeit, die bisher noch nicht abschlieend geklarte Stochiometrie des PLCs
weiter aufzuschliisseln. Denn tatséchlich bindet, den Ergebnissen der Immunprézipitationen
folgend, an alle Komplexe mit gebundenem NeTT auch stets ein Tapasin-Molekiil (Beutler,
Hauka et al. 2013).

Nachdem die postulierte Funktion von NeTT in Uberexpressionsexperimenten bestitigt
werden konnte, erhértete sich die Theorie, dass HCMV die Expression von NeTT wihrend
der Infektion erhoht. Durch eine stabile beziehungsweise induzierte Expression konnte
HCMV die optimale Antigenprédsentation moglicherweise storen. Um zu bestimmen, ob die
NeTT-mRNA-Mengen wihrend der HCMV-Infektion verdndert sind, wurde mit
modifizierten PCR-Programmen und spezifischen Primern (um eventuelle Bevorzugungen
kleiner (NeTT) oder groBBer (Tapasin) Varianten vorzugreifen) eine detaillierte

Quantifizierung der Tapasin- und NeTT-mRNA-Mengen durchgefiihrt.

2.3.2 Erhohte Mengen NeTT in HCMV-infizierten Zellen

Um die in der semi-quantitativen PCR gefundenen, erhohten NeTT-Transkript-Mengen
(Abbildung 10) genau quantifizieren zu konnen, wurden Primer so entworfen, dass sie nur
solche Transkripte erfassen, die entweder Exon 3 enthalten, also vollstindige
Tapasintranskripte sind, oder solche die das Exon 3 nicht besitzen, also ausschlieBlich NeTT
erfassen. Die Spezifitit der Primerpaare wurde durch linearisierte Tapasin und NeTT
cDNA-Vektoren in 500 ng RNA Tapasin-defizienter Zellen (.220 B-Lymphozyten)
(Greenwood, Shimizu et al. 1994, Tan, Kropshofer et al. 2002) getestet (Abbildung 12 A1l
und A2).
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Mit den Quantifizierungs-Primern konnte die zuvor beobachtete Regulation von Tapasin
(Abbildung 4) reproduziert werden (Abbildung 12B). Die Regulation durch HCMV wurde
sogar deutlicher, wenn fiir die Quantifikation ein Primer benutzt wurde, der im Exon 3 bindet.
Die NeTT-Transkript-Mengen dagegen blieben wéhrend der Infektion stabil, nachdem sie
bereits frith erhoht waren (Abbildung 12C). Unabhéngig von der Expression der Gene US2-
US11 wurde dieselbe Regulation detektiert (Vergleich AD169 und Deletionsmutante AUS2-
11). Nachdem die Transkripte von Tapasin und NeTT in jeweils 500 ng RNA bestimmt
worden waren, wurde nicht nur die x-fache Verédnderung berechnet, sondern auch zu allen
Zeitpunkten die prozentuale Konzentration der NeTT-Variante zu Tapasin.

Dabei ergab sich fiir nicht-infizierte Zellen ein Wert von 1,5%; dieser Wert stieg durch die
stabile Menge an NeTT-Transkripten und die gleichzeitige Reduktion von Tapasin auf einen

Maximalwert von 7,5% (Abbildung 12D, AUS2-11, 48 Stunden nach Infektion).
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Abbildung 12: Absolute Quantifizierung der NeTT- sowie Tapasintranskriptmengen in infizierten Zellen
mittels Transkript-spezifischer Primer. MRC-5 Fibroblasten wurden fiir eine 72 Stunden Kinetik mit HCMV
infiziert (MOI 3). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die RNA extrahiert und anschlieBend 500 ng RNA
mittels qRT-PCR analysiert. (A) Tapasin-defiziente .220 Zellen wurden geerntet und die RNA extrahiert. 500 ng
dieser RNA dienten als Hintergrund zur Kontrolle der Spezifitdt der Tapasin und NeTT Primerpaare. Als
Template dienten linearisierte Expressionsvektoren, die cDNA von Tapasin beziehungsweise NeTT kodierten.
(A1) PCRs mittels der Tapasinprimer auf eine Tapasinvektor-Verdiinnungsreihe. Die Negativkontrolle mit NeTT
als Template ergab dieselbe Quantifizierungskurve wie 500 ng RNA aus .220 Zellen. (A2) NeTT-PCR mit einer
NeTT-Vektor-Verdiinnungsreihe. Als Negativkontrolle diente ein Tapasin-Template, welches dieselbe
Quantifizierungskurve wie 500 ng RNA aus .220 Zellen ergab. (B-C) qRT-PCR mittels Tapasin- und
NeTT-spezifischer Primer. Die Diagramme zeigen die x-fache Verdnderung der spezifischen mRNA im
Vergleich zu mock behandelten Zellen. (D) Das Diagramm zeigt prozentual die NeTT-Transkripte der
Gesamt-Tapasin-mRNA (bestimmt mit den Primern Tapasin und NeTT, 4.1.6, Oligonukleotide I).
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Da die Reduktion von Tapasin augenscheinlich nicht auf die Entstehung von NeTT
zuriickzufiihren war (NeTT ist zwar stabil, nicht aber stark induziert), blieb die Frage nach der
Regulation von Tapasin weiter bestehen. Im Umkehrschluss ergab sich die Frage, wie es zu
den stabilen NeTT-Transkriptmengen kommt und einhergehend damit, ob diese Regulation
eventuell durch einen Mechanismus geschieht, der in anderen Zelllinien als den hier genutzten
Fibroblasten bereits aktiv ist. In diesem Fall wiirde eine per se erhohte NeTT-Expression
(verglichen mit den zuvor untersuchten Fibroblasten) vorliegen, wodurch moglicherweise ein

Riickschluss auf den Mechanismus hinter dieser Regulation gegeben wire.

2.3.3 Fibroblasten zeigen minimal hohere NeTT-Transkriptmengen als andere

Zellen

In einem anschlieBenden Screening (Abbildung 13) von NeTT-Transkripten wurden
verschiedene Zelllinien analysiert, darunter primire sowie Tumor-Zellen, welche teilweise
wie gekennzeichnet stimuliert wurden. Dabei wurde das Verhiltnis von NeTT zu Tapasin
betrachtet, die Quantifizierung von NeTT ist im Folgenden dargestellt. Fiir Fibroblasten
(MRC-5) Zellen ergab sich das bekannte Bild der leichten Induktion durch HCMV. Bei den
untersuchten Epithelzellen (HeLa und RPE) ergaben sich im Vergleich zu MRC-5 Zellen per
se geringere NeTT-Mengen, gleichzeitig war fiir RPE-Zellen eine erhohte Menge nach
IFNy-Behandlung detektiert worden. Unter den weiteren Epithelzellen zeigten 293T Zellen
(Human Embryonic Kidney, HEK, embryonale Nierenzellen) eine geringere NeTT-Menge,
wiahrend SKOV-3 (humane Ovarialkarzinom Zellen) und JEG-3 (Zellen eines humanen
Chorioepithelioms der Plazenta) &hnliche NeTT-Mengen, wie schon die ersten Epithelzellen
(HeLa und/oder RPE) generierten; fiir die NeTT-Transkript-Mengen in JEG-3 Zellen war es
dabei unerheblich, ob diese HCMV-infiziert wurden oder nicht. Auch von Hepatozyten
abstammende Tumorzellen (HuH-7, Hepatom-Zellen) und Nabelschnur Endothelzellen
(human umbilical vein endothelial cells, HUVECs), letztere sowohl infiziert als auch
uninfiziert, zeigten dhnliche Mengen wie Epithelzellen (RPE).

In myeloiden Zellen der Linie K562 (Erythrozytenleukdmie-Zelllinie) wurden die geringsten
NeTT-Mengen detektiert.

Aus PBMCs (mononukledre Zellen des peripheren Blutes) generierte Monozyten (adhérente
Zellfraktion der PBMCs) zeigten NeTT-Transkript-Mengen auf der Ebene der Epithelzellen,

wiahrend in THP-1 Zellen (humane Zelllinie einer Monozytenleukdmie) kein NeTT
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nachweisbar war. Bei den Makrophagen (U937 Zellen) war ein deutlicher Abfall von naiven
zu aktivierten Zellen (Abbildung 13, U937 akt.) zu erkennen. In Monozyten oder
differenzierten (nach Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF)
und Interleukin-4 (IL-4) Behandlung) dendritischen Zellen waren NeTT-Mengen auf der
Ebene der Epithelzellen detektierbar.

In den lymphoiden Zellen sind aufsteigende NeTT-Mengen von B-Zellen wie Daudi
(Humanes Burkitts Lymphom) iliber LCL- (Lymphoblastoide Zellen) und RPMI-Zellen
(lymphoblastoide B-Zellen) bis hin zu immortalisierten T-Zellen (Jurkat) mit Mengen dhnlich
denen der Epithelzellen detektiert worden.

Maus NIH 3T3-Fibroblasten und Tapasin-negative .220-B-Lymphozyten dienten als
Negativkontrollen des Screenings und zeigten keine NeTT-Transkripte an. NeTT-
transduzierte .220-Zellen dienten als Positivkontrolle. Dort lag die Menge bei knapp iiber
100.000.000 Transkripten pro lpg RNA (im Verhiltnis zu etwa 1.000 Transkripten in

normalen Fibroblasten).
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Abbildung 13: NeTT-Transkriptmengen in verschiedenen Zelllinien. Angegebene Zellen wurden fiir
48 Stunden kultiviert und anschlieBend lysiert, die RNA wurde extrahiert und 500 ng mit den zuvor
beschricbenen NeTT-Primern (2.3.2) mittels qRT-PCR analysiert. Kontrolliert wurde anhand der
Quantifizierung von GAPDH. Analysiert wurden humane: Fibroblasten (MRC-5) mit IFNy und H(CMV)
stimuliert/infiziert, Epithelzellen (HeLa und RPE) stimuliert mit IFNy, weitere Epithelzellen wie 293T, SKOV-3
und JEG3 (infiziert mit H{CMV)), Hepatom-Zellen (HuH7), Nabelschnur-Endothelzellen (HUVECS) infiziert
mit H{CMV), myeloide Zellen (Erythrozyten-Linie, K562), weitere myeloide Zellen wie Monozyten aus PBMCs
(peripheral blood mononuclear cells, @) und THP-1 Zellen (THP), U937-Zellen (Makrophagen (M®)) stimuliert
mit PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) sowie weitere Monozyten (Mo.) und daraus differenzierte (diff.)
dendritische Zellen, lymphoide Zellen darunter B-Zellen, wie RPMI-, Daudi-, LCL-Zellen, T-Zellen (Jurkat).
Als Negativkontrolle dienten Maus-Fibroblasten (NIH 3T3) und humane Tapasin-defiziente .220 Zellen
(B-Lymphozyten). Transfiziert mit einem NeTT Expressionssystem ergaben diese eine Positivkontrolle.

Von allen untersuchten Zellen zeigte sich in keiner Linie eine verstirkte Menge an NeTT; die
groBten Mengen waren dabei in MRC-5 Zellen und RPE-Zellen (Epithelzellen) gefunden

worden.

51



Ergebnisse

Nichtsdestotrotz sind NeTT-Transkripte in allen (auler THP-1) untersuchten Zellen (Zellen
verschiedener Gewebe) detektiert worden. NeTT-Transkripte kommen dabei in den bisher
untersuchten Zellen in geringen Mengen (zwischen 1-3% der Tapasintranskripte) vor.

Da keine der untersuchten Zelllinien einen Hinweis auf eine etwaige Regulation ergab, sollte
der Frage nach den stabilen Transkriptmengen von NeTT bei reduzierten Mengen fiir Tapasin

wihrend der HCMV-Infektion auf einem weiteren Weg nachgegangen werden.

2.3.4 SNPs (single nucleotide polymorphisms) konnen NeTT nicht erkldren

Als erstes erfolgte die Untersuchung von Exon 3 und seiner Umgebung, um eventuell
genetische Variationen in diversen Zelllinien und Populationen zu finden. Dazu dienten die
Informationen des Genome Browsers der Universitit von Kalifornien (UCSC Genome
Browser (SNP Nummer 1 und 2 in Abbildung 39 Appendix)). So konnten zwei konservierte
SNPs (single nucleotide polymorphisms) gefunden werden, die in den Bereich von Exon 3

fallen und somit das verdnderte SpleiBverhiltnis von Tapasin und NeTT erkldren konnten.

1 2 3 4 5 6.7 8
Glu
ccacagccagagcctcagcaggagcctgtictcatcaccatggcaacag gtagecigggga
'/ Motiv Start Ende | SpleiBregulator
SNP: 2395378 SNP: 4077083 ACAGC 3 7 SRp40
t= Vel a =+ Glu TCAT 32 35 Nova
a -+ Gly € *»Asp
-+ STOP TCAC 3s 38 Nova
ACAGG 46 50 SRp40
GGGA 57 60 hnRNP-F
ACAGC TCATCAC ACAGE GGGA
CCACAGCCAGAGCCTCAGCAGGAGCCTGTTCTCATCACCATGGCAACAGGTAGCTGGGGA
| | beeeeennns I L I leeeeennns 1
1 10 20 30 40 50 60

Abbildung 14: Die SNPs 2395378 und 4077083 sowie ihre moglichen Konsequenzen fiir das Exon 3. Beide
SNPs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) sind im selben Codon des Exon 3 lokalisiert. Alle Sequenzen sind
genomisch gezeigt, das heifit auf der Transkriptebene sind Thymidine (t) durch Uridine (u) zu ersetzen. Der
Ubergang von Exon zum Intron (kursiv) ist durch einen weiteren Abstand zwischen dem AG des Exons und der
Intronsequenz gekennzeichnet. SNP 2395378 ist mit drei verschiedenen Mutationen bekannt, zwei davon fithren
auf der Translationsebene zu einem Aminosdureaustausch von Glutaminséure (Glu) zu Valin (Val) bzw. Glycin
(Gly), wéhrend es auch bekannte Mutationen gibt, die zu einem frithen Stop-Codon fiihren. Fiir die
RNA-Sequenz ergeben sich Mutationen von: Adenosin (a) zu Thymidin (t), Guanosin (g) oder zu einer Deletion.
SNP 4077083 fiihrt auf der Proteinebene nur zu einem Aminosdureaustausch von Glutaminsédure (Glu) zur
Asparaginsdure (Asp), auf der Transkriptebene ergeben sich Austausche von Guanosin (g) zu Adenosin (a) oder
Cytidin (c). Die Tabelle einer Suchmaschine fiir spleiregulatorische Proteine (http://esrsearch.tau.ac.il) zeigt
mdgliche Bindestellen, welche durch die SNPs nicht verédndert werden.

Beide SNPs (2395378 und 4077083) stehen fiir verschiedene Mutationen der hier gezeigten
Sequenz an der Stelle der Basenpaare 23 und 24 (Abbildung 14). Dadurch kommt es in einem
Fall zu einer Deletion und in vier Fillen zu einem Austausch (Substitution). Darunter die
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Adenosin (a) zu Thymidin (t) sowie Guanosin (g) zu Cytidin (¢) Transversion und die
Adenosin (a) zu Guanosin (g) und Guanosin (g) zu Adenosin (a) Transition. Die Auswertung
der Suchmaschine fiir Bindestellen spleilregulatorischer Proteine  (ESRsearch,
http://esrsearch.tau.ac.il) ergab in der unmutierten Sequenz keinen Treffer. Bei der Analyse
aller eventuellen Mutationen konnte ebenfalls keine Neuentstehung (einer solchen
Bindestelle) gezeigt werden, so dass ein Einfluss der bekannten SNPs auf das Spleilen des
Tapasintranskriptes hochst spekulativ- wiare. Weshalb im  Weiteren nach mdglichen
regulatorischen Elementen in den Exon 3-umschlieBenden (intronischen) Sequenzen gesucht

wurde.

2.3.5 G-runs in direkter Umgebung der 5’Splei3stelle des Exon 3

Um die Umgebung des Exon 3 in silico weiter zu untersuchen, wurde erneut die
Suchmaschine fiir potenzielle Bindestellen von splei3regulatorischen Proteinen genutzt. Dabei
konnten zwei auffillige Guanosin-Wiederholungen (G-runs) downstream des Exon 3
gefunden werden (Abbildung 15). Die upstream des Exon 3 (also am Ende von Intron 2)

gelegenen Sequenzen ergaben keine auffilligen Bindemotive.

gcctgttctcatcaccatggcaacag gtagetggggaggggaggiggagaagggtgggta

TCATCAC ACAGG GGGA GGGA
GCCTETTCTCATCACCATGECAACAGCTAGCTGGGCACCECACGTCCAGAAGEGTGGETA
Josoacooe Joo00a5000 loaoeoonas Joasaoonos Joocooaoac Jaoooaoaas 1
1 10 20 30 40 50 60

Motiv Start Ende | Spleifregulator

TCAT 0 12 Maova

TCAC 12 15 Mowa

ACAGG 23 27 SRpd0
GGGA 34 37 hnEMNP-F
GGGA 39 42 hnEMNP-F

Abbildung 15: Zwei G-runs finden sich in direkter Umgebung der 5’SpleiBstelle des Exon 3. Der Ubergang
von Exon 3 (fett) in Intron 3 (kursiv) ist durch die Liicke in der Nukleinséuresequenz markiert. Das ,,AG* (bzw.
hier ,,ag”) der 5’Spleiistelle sind die letzten beiden Nukleotide des Exons. Die ESRsearch-Maschine
(nummerierte Sequenz 1-60) gibt G-runs als Sequenzen an, die von hnRNP-F Proteinen gebunden werden
konnen (Tabelle) und welche hier in direkter Néhe der Spleilstelle des Exon 3 liegen (http://esrsearch.tau.ac.il,
Option: Additional RNA binding sites). Die Grafik der nummerierten Sequenz wurde von der ESRsearch-
Maschine iibernommen und die Tabelle nach ensprechenden Ergebnissen angefertigt.

Die erwédhnten G-runs sind als Bindestellen fiir hnRNP-F und -H Proteine (heterogeneous

nuclear ribonucleoprotein F/H) bekannt, welche positionsabhédngig das Spleiflen positiv oder
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negativ beeinflussen konnen (Garneau, Revil et al. 2005, Jablonski, Buratti et al. 2008,
Talukdar, Sen et al. 2011). Die eindeutig unterstiitzende Wirkung von G-runs, die innerhalb
von Intronsequenzen liegen und in direkter Umgebung von 5’Splei3stellen lokalisiert sind, ist
publiziert (Schaub, Lopez ef al. 2007). Dieser Befund war mal3geblich fiir die Hypothese, dass
die Funktion von hnRNP-F/H durch HCMV reguliert und ipso facto die 5’SpleiB3stelle in ihrer
Stiarke wihrend der Infektion reduziert sein konnte. Mit der moglichen Konsequenz einer
verminderten Exon-Erkennung, welche die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines
Exon 3-Skippings (Ausschlusses) erhohen wiirde. Wird das Exon 3 beim Spleilvorgang nicht
in das Tapasintranskript eingebunden, wiirde so NeTT generiert werden und das prozentual
erhohte Vorkommen in infizierten Zellen wire auf diese Weise erklért.

Eine Regulation der hnRNP-F/H Funktion war bereits von verschiedenen Zellen bzw.
Tumorzelllinien bekannt (Chou, Rooke et al. 1999) und sollte anschlieBend in einem
Minigensystem fiir Tapasin analysiert werden. Zudem hatte die bekannte Regulation durch
hnRNP-F/H zusitzlich den zuvor beschriebenen Screen (2.3.3) begriindet, in welchem mit
Hilfe der bereits validierten NeTT und Tapasin PCR (Abbildung 12) verschiedene Zellen auf

erhohte NeTT-Konzentrationen untersucht wurden, ohne eine auffillige Zelllinie zu finden.

2.3.6 G-runs konnen die Entstehung von NeTT beeinflussen

Um der Hypothese der Regulation des Spleilens von Tapasin durch G-run bindende Proteine
direkt nachzugehen, wurde durch die Arbeitsgruppe ein Minigensystem etabliert. Dazu wurde
in einen Tapasin Expressionsvektor (Tapasin cDNA) die Sequenz des Exon 3 durch die
Sequenz von Intron 2, Exon 3 und je die ersten und letzten 200 Nukleotide von Intron 4
ersetzt (Beutler, Hauka et al. 2013). So konnte gewihrleistet werden, dass alle moglichen
spleilregulatorischen Elemente, die am Spleilen des Exon 3 beteiligt sind, im Minigen
vorhanden waren (Majewski and Ott 2002, Sorek and Ast 2003, Wang and Burge 2008).

Ein moglichst natiirliches Spleiergebnis ist damit mdglich und tiber die Proteinexpression
messbar. Zusitzlich zum wildtypischen Minigen (Abbildung 16, Minigen (wt)) wurde ein
Minigen (Abbildung 16, rote Nukleotide in der Minigensequenz (mut)) geschaffen, in dem
durch zwei Punktmutationen die G-runs entfernt wurden. So sollte die putative hnRNP-F/H
Protein-Bindung verhindert werden und im Vergleich beider Minigene der Einfluss der G-
runs im Bereich der 5’Spleifistelle des Exon 3 analysiert werden. Zur Kontrolle wurden

Zellen nicht nur mit diesen beiden Minigenen, sondern auch mit Tapasin (Tpn), NeTT und
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EGFP (Kontrolle) transfiziert. Als Beladungskontrolle der jeweiligen Anséitze wurde

Calreticulin im Westernblot detektiert.

Minigen (wt): GTAGCTGGGGAGGGGAGGT
Minigen {mut): GTAGCTGGCGAGGCGAGGT

e

CDNA 3 Minigen

NeTT]

Kontr

- =

z E

amew |— Tapasin
— — NeTT

kurz

. Tpn

=
lan

9 * _ Tapasin
. - —NeTT

Abbildung 16: Expressionsmuster der Tapasin-Minigene. Die gezeigten Minigene mit wildtypischer (wt) und
mutierter (mut) G-run-Konsensussequenz wurden in der Arbeitsgruppe, durch Insertion des Intron 2, Exon 3 mit
den folgenden 200 intronischen Nukleotiden sowie den letzten 200 Nukleotiden des Intron 4, in die cDNA-
Sequenz des Tapasingens generiert (Beutler, Hauka et al. 2013). HeLa Zellen wurde mit den Minigenen der
wildtypischen Sequenz (wt), einer mutierten Sequenz (mut), in der die G-rums unterbrochen wurden, den
Kontrollen fiir Tapasin (Tpn), NeTT (NeTT), eGFP (Kontrolle) und nicht (-) transfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Proteine im Westernblot analysiert. Ein Calreticulin-reblot diente
zur Kontrolle der gleichméBigen Beladung der Spuren in der Gelektrophorese.

:

In nicht- (-) oder kontrolltransfizierten (Kontrolle) Zellen ergab sich eine geringe Detektion
von endogenem Tapasin, wiahrend NeTT-Proteine nicht nachweisbar waren. Die Tapasin- und
NeTT-Uberexpression zeigte jeweils die spezifische Bande beider Proteine an. Das
wildtypische Minigen (wt) exprimierte ebenso stark Tapasin wie die Tapasin-transfizierten
Zellen (kurze Exposition). In der lingeren Belichtung (Abbildung 16, lang) war auch die
NeTT-Expression nachweisbar. Da es sich bei diesem Minigen um die Uberexpression der
endogenen Transkription handelte, spiegelte dieses das Verhiltnis von Tapasin/NeTT auf
Proteinebene wider (welches endogen bei etwa 1,5% auf der Transkriptebene lag (2.3.2)). Auf
Grund der nur geringen, quantitativen Aussagekraft von Westernblots ist auf der Proteinebene
(Abbildung 16) lediglich von einem starken Unterschied in der Expression von NeTT zu
Tapasin zu sprechen. Die Expression des mutierten Minigens (mut) zeigte somit ein deutlich
verdndertes Verhéltnis von Tapasin/NeTT, wobei zusitzlich die geringe Halbwertszeit (etwa 3
Stunden) des NeTT-Proteins in Betracht gezogen werden muss (Beutler, Hauka et al. 2013).

Die Mutation der beiden G-runs fiihrte zu einer erhdhten Menge an NeTT, kann dessen
Entstehung also maBgeblich positiv regulieren. Im Gegensatz scheint der Einfluss auf die

Tapasinproteinmenge marginal.
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2.3.7 Transkriptmengen von hnRNP-F und -H in infizierten Fibroblasten
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Abbildung 17: Erhohte hnRNP-F und hnRNP-H
Transkriptmengen in infizierten Fibroblasten.
MRC-5 Fibroblasten wurden HCMV (ADI169,
MOI 5) und mock (m) infiziert und die Zellen zu den
angegebenen Zeitpunkten lysiert, die RNA extrahiert
und analysiert. (A) 500 ng RNA wurden mittels
spezifischer Primer fiir hnRNP-F und -H via
qRT-PCR analysiert. (B) 150 ng RNA sind per
sqRT-PCR und mit spezifischen Primern fiir Bel-xy s,
1G20, MADD/DENN und GAPDH analysiert
worden.

Wie bereits in den vorherigen Experimenten

gezeigt wurde, scheint das Spleilen in

infizierten Zellen nicht fiir die stark
reduzierten Tapasinmengen verantwortlich
und wie erwéhnt (2.3.6) der Effekt der G-runs
auf Tapasin nur minimal. Dennoch blieb die
Tatsache, dass NeTT wihrend der Infektion
stabile Transkriptmengen aufwies und iiber

G-runs,

betreffend,

G-runs reguliert wurde.

spleiBregulatorische  Proteine
werden aus der Familie der hnRNP Proteine
ausschlieBlich von hnRNP-F/H Proteinen
2005,
Jablonski, Buratti et al. 2008, Talukdar, Sen

et al. 2011). Durch die Mutationen der

gebunden (Garneau, Revil et al

G-runs und dem daraus resultierenden Effekt
auf das Tapasintranskript lag die Vermutung
hnRNP-F/H Proteine diese
Regulation wihrend der HCMV-Infektion
Sollte HCMV die

nahe, dass
vermitteln  konnten.
Synthese von NeTT auf diesem Weg
forcieren, konnte mdglicherweise wéhrend
hnRNP-F/H

der Infektion sowohl die

Transkriptmengen, als auch etwaige downstream-Effekte differenziell zu uninfizierten Zellen

sein. Zur Untersuchung der hnRNP-F/H Transkriptmengen wurden Primer entworfen, welche

die meisten annotierten Spleilvarianten abdecken. Sollten die Proteine (hnRNP-F/H),

zusammen oder einzeln, die Transkriptmengen von NeTT negativ beeinflussen, miissten

folglich deren Transkriptmengen (dhnlich der von Tapasin) wéhrend der Infektion negativ

reguliert sein um eine erhdhte NeTT-Menge (wéhrend der Infektion) erkldren zu konnen.

Interessanterweise ergaben sich fiir beide Transkripte entgegen dieser Annahme erhohte

Raten wihrend der HCMV-Infektion in Fibroblasten. Besonders deutlich war dieses fiir

hnRNP-F zum Zeitpunkt von 24 Stunden nach der Infektion zu erkennen (Abbildung 17A).
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Wihrend der frithen Infektion stieg die Transkriptmenge langsam bis zu diesem Maximum an,
um abschlieBend wieder leicht zu sinken. Fiir hnRNP-H ergab sich eine nahezu identische
Kinetik, wenngleich die Induktion zu den jeweils untersuchten Zeitpunkten geringer war. Eine
erhohte Transkriptmenge widerspricht dabei zundchst der Hypothese der hnRNP-F/H
Regulation von NeTT, ldsst sich jedoch mit einer mutmaBlichen posttranskriptionellen
Regulation von hnRNP-F/H erkldren. Um dies zu tberpriifen, wurden (Abbildung 17B)
bekannte Effekte von hnRNP-F/H auf die Transkripte von Bcl-x (Garneau, Revil ef al. 2005),
IG20 und MADD/DENN analysiert (Lefave, Squatrito et al. 2011).

Sowohl fiir hnRNP-F als auch -H ist bekannt, dass es bei Uberexpression zum Beispiel
»endogen® durch eine dysregulierte Expression in Tumoren (aber auch durch transiente
Uberexpression in  vitro) zu einem verinderten SpleiBverhalten der mRNA des
apoptoseassoziierten Proteins Bel-x kommt (Garneau, Revil ef al. 2005). So ist in normalen
Gewebezellen die lange Variante des Bcl-x Proteins transkribiert, Bel-xp. In Tumorzellen
dagegen ist die kurze Variante (Bcl-xs) verstdrkt transkribiert. Die Genesis des kiirzeren
Transkriptes wird exklusiv durch eine erhohte Expression von hnRNP-F/H Proteinen mediiert
(Garneau, Revil et al. 2005). Zeitversetzt mit den erhohten Transkriptmengen von
hnRNP-F/H, stieg im Verlauf der HCMV-Infektion synchron die Menge an
Bcel-xs-Transkripten stark an (Abbildung 17B). Damit zeigte sich in infizierten Zellen
derselbe Phinotyp wie in nachweislich hnRNP-F/H iiberexprimierenden Zellen. Dieser
Befund schlieft eine posttranskriptionelle Regulation dieser Proteine in infizierten Zellen
weitestgehend aus.

In hnRNP-H iiberexprimierenden Tumorzellen wurde gezeigt, dass das 1G20 Genprodukt
MADD/DENN das favorisierte Splei3produkt ist (Lefave, Squatrito et al. 2011). Auch dieser
Phénotyp konnte in einer HCMV Infektionskinetik (Abbildung 17B) beobachtet werden.
Zusammenfassend sprechen die Analysen der hnRNP-F/H-Transkriptmengen sowie die
Funktionsanalysen beider Proteine dafiir, dass diese wéhrend der Infektion stérker exprimiert
werden und aktiv sind und daher das relativ erhohte Entstehen von NeTT nicht erklidren
konnen. Es bleibt schlielich die Moglichkeit der verstiarkten NeTT-Synthese infolge einer
verminderten hnRNP-F/H Bindung an G-runs durch bisher noch unbekannte und zu

untersuchende Mechanismen.
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2.4 Tapasin — Sein Promotor und dessen Regulation

Nachdem alle bisher untersuchten moglichen Mechanismen (Abbildung 5) der reduzierten
Transkriptmenge von Tapasin in HCMV-infizierten Zellen keine plausible Begriindung
ergaben, blieb der Promotor als weiterer mdglicher Angriffspunkt von HCMV. Um diese
Moglichkeit zu verifizieren, wurde sich der Methodik der RNA-Markierung bedient, um die
Syntheserate von Tapasin-mRNA in infizierten Zellen zu analysieren (Dolken, Ruzsics et al.

2008).

2.4.1 Die GAPDH-mRNA wird wahrend der HCMV-Infektion konstant

transkribiert

Wie bereits in 2.2.5 gezeigt, ist die Halbwertszeit der Tapasin-mRNA mit mehr als
24 Stunden sehr lang und erschwert eine zeitlich engere Analyse der Regulation in infizierten
Zellen. Den Einblick in die Syntheserate der Tapasin-mRNA ermoglichte die Methodik der
RNA-Markierung. Dabei wird die zellulire RNA (mittels Zugabe von 4-Thiouridin zu vitalen
Zellen) einer biosynthetischen Markierung (60-miniitig) unterzogen, anschlieBend
aufgereinigt und biotinyliert. Die biotinylierte RNA gewahrleistete durch die Prézipitation
mittels Streptavidin-Metallkugeln eine spezifische Trennung der neusynthetisierten von der
Gesamt-RNA. Die so isolierte RNA ist somit ausschlieBlich jene, welche innerhalb der
gegebenen 60 Minuten markiert wurde und die jeweilige Syntheserate in diesem Zeitrahmen

widerspiegelt.

1. MRC-5 Zellen 2. RNA Markierung 3. RNA Aufreinigung 4. RNA Auftrennung

% % 5 N DY, MNeusynthetisierte RNA
fE T’ b= 7
ﬁ%ﬁ Gesamt-RMNA

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Markierung neusynthetisierter RNA. Fiir 60 Minuten wurde
4-Thiouridin (finale Konzentration 200 uM) ins Medium gegeben, um in die neusynthetisierte RNA eingebaut zu
werden. Dann wurden die Zellen lysiert, die Gesamt-RNA aufgereinigt, biotinyliert und anschlieBend die
biotinylierte RNA isoliert.

Zur Validierung der Methode fiir infizierte Zellen wurde die mRNA-Syntheserate von
GAPDH analysiert und dabei gegen die Syntheserate der 18SrRNA abgeglichen
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(Abbildung 19). Bei einer MOI von 5 war die Neusyntheserate von GAPDH in infizierten und
auch IFNy/TNFa-stimulierten Zellen, im Abgleich mit der 18SrRNA, konstant. Zur
Vergleichbarkeit der Daten mit der Auswertung der Gesamt-RNA ist diese in Abbildung 19

ebenfalls aufgezeigt.
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Abbildung 19: Neusynthetisierte- und Gesamt-mRNA von GAPDH in infizierten und stimulierten MRC-5
Fibroblasten. MRC-5 Fibroblasten wurden HCMV-infiziert (Laborstamm AD169 und Deletionsmutante
AUS2-11), IFNy/TNFa (500 U/ml und 25 ng/ml) oder mock behandelt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurde,
um die neusynthetisierte RNA zu markieren, dem Medium 4-Thiouridin (finale Konzentration 200 pM)
zugegeben. 60 Minuten spéter wurden die Zellen lysiert. Wie zuvor beschrieben wurde die neusynthetisierte und
Gesamt-RNA zu den angegebenen Zeitpunkten gewonnen und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde mittels
qPCR analysiert und gegen die Werte von 18SrRNA verrechnet. Transkriptmengen sind in x-fach gegeniiber
mock dargestellt. Gezeigt ist reprisentativ fiir mindestens drei biologische Replikate, ein typisches Ergebnis der
gPCR, jeweils abgeglichen gegen RNA der 18SrRNA (Halenius, Hauka ef al. 2011).

2.4.2 Reduzierte Neu-Syntheserate des Tapasintranskriptes in HCMV-infizierten
Zellen

Zur Analyse der Transkription von Tapasin in HCMV-infizierten Zellen wurde das
Experiment im Vergleich zur Analyse der Gesamt-RNA (Abbildung 4) verdndert. So wurde
auf Grund der fritheren Daten, beziiglich der leicht erhohten Tapasin Gesamt-mRNA Menge
nach 8 Stunden Infektion (Abbildung 4), die Infektionskinetik in den frithen Stunden
detaillierter aufgeschliisselt. MRC-5 Zellen wurden fiir 1, 2, 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden
infiziert, die Gesamt-RNA aufgereinigt, die markierte RNA separiert und diese analysiert.
Gezeigt sind exemplarische Ergebnisse aus mindestens zwei unabhingigen PCRs, welche
jeweils die RNA aus zwei Experimenten (unterschiedlicher HCMV-Infektionen) analysierten.
In den frithen Zeiten der Infektion stieg die Syntheserate der Tapasin-mRNA (Abbildung 20,
Tapasin) ab Stunde 1 nach Infektion bis 4 Stunden nach Infektion leicht an, bevor sie nach
8 Stunden Infektion auf das Ausgangsniveau (mock) zuriickging. Im weiteren Verlauf sank
die Rate immer weiter ab und erreichte ein Minimum 72 Stunden nach Infektion.

Die TAPI-Transkriptionsrate (Abbildung 20, TAP1) erreichte nach einer frithen, minimalen

Reduktion ein Maximum von 10-facher Induktion 4 Stunden nach Infektion. Nach 8 Stunden
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Infektion war die Induktion leicht und nach 24 Stunden deutlich reduziert. Die beginnende
Reduktion nach 8 Stunden ist durch unabhidngige Experimente reproduziert worden und im
Vergleich mit der Messung 4 Stunden nach Infektion signifikant. 48 und 72 Stunden nach
Infektion wurde die Syntheserate in mock-behandelten Zellen erreicht. Auch die
Transkriptionsrate von TAP2 (Abbildung 20, TAP2) war 4 und 8 Stunden nach Infektion
leicht induziert, ging aber bereits nach 24 Stunden nahezu auf die Ausgangsrate (mock)
zurlick und wurde in der fortlaufenden Infektion nicht weiter reguliert. Der Unterschied der
Induktion nach 8 Stunden ist zwischen TAP1 und TAP2, in unabhingigen Experimenten, als

hoch signifikant (T-test; 0,005735) bestimmt worden.
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Abbildung 20: mRNA Neusyntheserate von Tapasin, TAP1, TAP2, HLA-B, f,m und ERp57 in infizierten
Fibroblasten. MRC-5 Fibroblasten wurden fiir 1, 2, 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden infiziert und die
neusynthetisierte RNA, wie unter 2.4.1 beschrieben, analysiert. Spezifische Primer fiir Tapasin, TAP1, TAP2,
HLA-B, B,m und ERp57 wurde genutzt, um die gezeigten Syntheseraten zu ermitteln. Transkriptmengen sind in
x-fach gegeniiber mock dargestellt. Gezeigt ist reprisentativ fiir mindestens drei biologische Replikate, ein
typisches Ergebnis der qPCR, jeweils abgeglichen gegen RNA der 18SrRNA (Halenius, Hauka ez al. 2011).

Die Transkriptionsrate des HLA-B Allels (MHC Klasse I HC, heavy chain) wurde zwischen 1

und 4 Stunden nach Infektion zum ersten Mal um bis zu 5-fach induziert und stieg 48 und 72
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Stunden nach Infektion auf sein Maximum von 10-fach induzierter Transkription an.
Zusammenfassend war die anfingliche Induktion der Tapasintranskription in den ersten
Stunden (bis zu 8 Stunden) der HCMV-Infektion ebenfalls fiir die untersuchten PLC-Proteine
TAP1 und TAP2 gegeben. TAPI1 zeigte dabei eine deutlich stirkere Induktion der
Transkriptionsrate. Bereits hier, in der frilhen Infektion, bestand eine unterschiedliche
Regulation der Tapasin- und TAP2- versus der TAP1-Transkription. Im weiteren Verlauf der
Infektion sank die Transkriptionsrate von Tapasin kontinuierlich bis stark unterhalb der mock-
Transkriptionsrate. Ab da unterschied sich Tapasin auch zu TAP2, welches gleich schwach
induziert, aber nicht gleich stark reduziert war (Abbildung 20, Vergleich Tapasin und TAP2).
Weitere Kontrollen waren ERp57, welches im Gesamtverlauf leicht induziert war, und B,m
mit stetiger Induktion. Im Rahmen der Analyse der Promotoraktivititen der PLC-
Komponenten zeigte sich Tapasin in der HCMV-Infektion somit als negativ und selektiv

reguliert.

2.4.3 Der Einfluss der Infektionsdosis (MOI) auf die Regulation der
Transkription wéahrend der frithen und spaten HCMV-Infektion

Um einen moglichen Einfluss der Infektionsdosen in den unterschiedlichen Experimenten zu
untersuchen, wurden unterschiedliche Dosen miteinander verglichen (Abbildung 21). Fiir die
neusynthetisierte Tapasin-mRNA ergab sich zu der hier untersuchten friihen Infektionszeit
(6 Std. n. I.) eine mit der Infektionsdosis zunehmende Induktion der Syntheserate, die bei
einer MOI von 10 (hochste untersuchte Infektionsdosis) ein Maximum erreichte. Dieser
Effekt war auf der Ebene der Gesamt-RNA deutlicher erkennbar, auch hier wurde die
maximale Transkriptmenge bei einer MOI von 10 erreicht. TAP1 und TAP2 zeigten eine
Induktion in gleichbleibender Stirke, unabhéngig von der Infektionsdosis (Abbildung 21,
Neusynthetisierte RNA, TAP1, TAP2). Nur fiir TAP2 ergab sich bei der Analyse der Gesamt-
RNA mit steigender Infektionsdosis eine dhnliche Erhéhung der Transkriptmengen, wie
bereits fiir Tapasin beschrieben (Abbildung 21, Gesamt-RNA, TAP2 und Tapasin).
CEACAMI1 wurde auf Grund bekannter Daten (sieche Appendix Abbildung 53) als Kontrolle
fiir dieses Experiment ausgewadhlt und war zu frithen Infektionszeiten ebenfalls von der Dosis
unabhdngig induziert, sowohl fiir die neusynthetisierte als auch die Gesamt-RNA.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in der hier analysierten frithen Infektion keine direkte
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Korrelation zwischen der Infektionsdosis und der Transkriptionsrate (Neusynthetisierte RNA)

bestand.
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Abbildung 21: mRNA Neusyntheserate von Tapasin, TAP1, TAP2 und CEACAMI1 bei verschiedenen
Infektionsdosen. MRC-5 Fibroblasten wurden mit verschiedenen MOI (0,8 bis 10 und 0 als mock) infiziert und
nach 6 Stunden Infektion lysiert und die RNA gewonnen. Die neusynthetisierte RNA (und Gesamt-RNA) wurde
wie unter 2.4.1 analysiert. Dazu dienten spezifische Primer fiir Tapasin, TAP1, TAP2 und CEACAMI,
abgeglichen wurde gegen GAPDH.

24 Stunden nach Infektion ergab sich ein leicht verandertes Bild, welches in Abbildung 22
dargestellt ist. Im Fall von Tapasin war ein marginaler Unterschied im Bereich niedriger
Infektionsdosen (Abbildung 22, Neusynthetisierte RNA, Tapasin, MOI 0,1 bis 0,4) zu
erkennen. Im weiteren Verlauf waren mit steigenden Infektionsdosen keine signifikanten
Anderungen detektierbar. Auch auf der Ebene der Gesamt-RNA ergaben sich nur in den
niedrigen Bereichen Unterschiede (Abbildung 22, Gesamt-RNA, Tapasin, MOI 0,1 bis 1). Die
TAP1 Syntheserate war 24 Stunden nach Infektion dagegen stark Dosis abhéngig und sank
von einer starken Induktion (MOI 0,1) bis zur mock-Syntheserate bei einer MOI von 10
(Abbildung 22, Neusynthetisierte RNA, TAPI). Diese Tendenz zeigte sich, mit einer
Ausnahme bei einer MOI von 10, auch auf der Ebene der Gesamt-RNA, so dass das
Minimum bei einer MOI von 8 lag. Die Neusynthese von TAP2 war dagegen nicht von der
Infektionsdosis abhéngig (Abbildung 22). Fiir die Gesamt-RNA ergab sich, wie auch fiir
TAP1 beobachtet, eine sinkende RNA-Menge, die bei einer MOI von 10 nur noch minimal
oberhalb der Ausgangsmenge (mock) lag.
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Auch CEACAMI1 war 24 Stunden nach Infektion, bei den MOI von 2 bis 8 in der
Neusynthese, leicht von der Infektionsdosis abhéngig (nicht gezeigt). Fiir die Gesamt-RNA

zeichnete sich diese Tendenz ebenfalls ab (nicht gezeigt).
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Abbildung 22: mRNA Neusyntheserate von Tapasin, TAP1 und TAP2 bei verschiedenen Infektionsdosen.
MRC-5 Fibroblasten wurden mit verschiedenen MOI (0,1 bis 10 und 0 als mock) infiziert und nach 24 Stunden
Infektion lysiert sowie anschlieBend die RNA gewonnen. Die neusynthetisierte RNA (und Gesamt-RNA) wurde
wie unter 2.4.1 analysiert. Dazu dienten spezifische Primer fiir Tapasin, TAP1 und TAP2, abgeglichen wurde
gegen GAPDH.

Im Vergleich der Abhidngigkeiten von Tapasin, TAP1 und TAP2 =zeigte sich
zusammengenfasst (fiir 24 Std. n. 1), dass fiir Infektionsdosen ab MOI 1 (Gesamt-RNA) und
MOI 0,4 (Neusynthetisierte RNA) die weitere Regulation von Tapasin verhéltnismifBig gering
war, wihrend bei einer mittleren Dosis von MOI 2 bis 4 die Regulation etwa fiir TAP2 am
starksten war (Gesamt-RNA). Diese relative Stabilitit des Effektes auf Tapasin, zusammen
mit den stirkeren Effekten auf TAP1 und/oder TAP2 (auf der Ebene der neusynthetisierten
RNA und/oder der Gesamt-RNA (Abbildung 22, Neusynthetisierte RNA und Gesamt-RNA)),
kann (etwa im Vergleich zu TAP1) zu einer schwécheren Ausprigung des Tapasinphinotyps
bei hohen Infektionsdosen fiihren. Dieses Ergebnis deckt sich abschlieBend mit leichten
Schwankungen zwischen den verschiedenen Experimenten (schwankende Infektionsdosis).

Interessant war in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Beobachtung aus diesen sowie
vorherigen Experimenten, dass die Syntheserate der GAPDH-mRNA (abgeglichen gegen
18SrRNA) leicht von der Infektionsdosis abhidngig war und mit steigender MOI sank. Da hier
gegen GAPDH abgeglichen wurde, ist dieses schon verrechnet und korrigiert die
Syntheseraten aller Transkripte (mit steigender MOI) zusétzlich nach oben. Der Abgleich
gegen GAPDH kann damit den zuvor beschriebenen Effekt (der schwicheren Auspriagung des

Tapasinphénotypes bei hoheren MOI) weiter verstirken.
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2.4.4 Difterenzielle Regulation der Transkription von Tapasin und seiner

Nachbargene wiahrend der HCMV-Infektion

Das Tapasingen liegt auf Chromosom 6 auf dem kurzen (p) Arm 21.3 und ist im Negativ-
Strang der DNA kodiert. Um dieses besser zu veranschaulichen, ist das skizzierte Stiick von
Chromosom 6 (Abbildung 23) ,,von rechts nach links* kodierend dargestellt.

Da sich die Regulation von Tapasin im Vergleich zu den weiteren PLC-Genen wihrend der
HCMV-Infektion unterschied, stellte sich die Frage, ob seine Nachbargene Daxx, Rgl2 und
Rps18 in gleicher Weise reguliert werden. Mit diesen und weiteren Genen liegt Tapasin im
erweiterten MHC II Lokus, fern des MHC I Lokus (Horton, Wilming et al. 2004). Tapasin ist
dabei von Gen-Loci umgeben, die fir die HCMV-Infektion eine wichtige Rolle spielen
konnten.

Upstream (oberhalb) von Tapasin ist Daxx (death-domain associated protein) kodiert,
welches diverse Funktionen im Nukleus und dem Zytoplasma i{ibernimmt. So interagiert es
mit Histonen, dem Tumorsuppressor p53 (Protein 53) und dessen Regulator, der E3-Ligase
(E3 ubiquitin-protein ligase) Mdm2 (mouse double minute 2 homolog), und besitzt ein
SUMOylierungs-Signal (Small Ubiquitin-related MOdifier Signal). Eine weitere Funktion,
welche von HCMV auf Proteinebene reguliert ist, ist die durch die Bindung des IE1-Protein
induzierte Wirkung als negativer Transkriptionsfaktor fir HCMV (Cantrell and Bresnahan
2005, Hwang and Kalejta 2007, Preston and Nicholl 2006, Saffert and Kalejta 2006,
Woodhall, Groves et al. 2006).

Downstream (unterhalb) von Tapasin liegt Rgl2 (ral guanine nucleotide dissociation
stimulator-like 2), welches die Guanosin-Bindung der sogenannten kleinen GTPasen
stimuliert. Uber eine Interaktion mit HCMV liegen fiir dieses Protein bisher keine
Publikationen vor.

Weiter downstream liegt in inverser Orientierung Rps18 (ribosomal protein S18) kodiert.
Dieses ist Teil der 40S Ribosomenuntereinheit und damit auf Grund seiner konstitutiven
Funktion bei der Translation als Haushaltsgen anzusehen. Daher war es nicht unerwartet, dass
die Rpsl18-Transkription (Abbildung 23, Rpsl8, Neusynthetisierte RNA) wihrend der
Infektion mit HCMV (sowohl AD169 als auch AUS2-11) und auch durch die
Kontrollstimulation mit IFNy und TNFa nur marginal reguliert war. Zu spiten
Infektionszeitpunkten konnte eine leicht erhohte Transkription festgestellt werden. Dies
spiegelte sich ebenfalls bei der Gesamt-RNA wider, auch dort war keine signifikante

Anderung der Transkriptmengen nachweisbar.
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Neusynthetisierte Rgl2-Transkripte (Abbildung 23, Rgl2, Neusynthetisierte RNA) waren
durch IFNy und TNFa deutlich induziert, diese Induktion erreicht ein Maximum nach
3 Stunden Stimulation. Fiir beide Infektionen (AD169 und AUS2-11) ergab sich ein stetiger
Anstieg der Aktivitét, der jeweils nach 72 Stunden ein Maximum erreichte. Auch hier lief3
sich diese Regulation mit abgeschwichter Intensitdt auf Ebene der Gesamt-RNA nachweisen.

Die Synthese von Daxx-mRNA (Abbildung 23, Daxx, Neusynthetisierte RNA) war, analog zu
den Rps18-Transkripten, kaum reguliert und nur durch die positiven Stimuli IFNy und TNFa
leicht induziert, wihrend in beiden Infektionen (AD169 und AUS2-11) keine signifikante
Anderung zu detektieren war. Fiir die Gesamt-RNA zeigte sich nach 3 und 6 Stunden IFNy
und TNFa Behandlung eine leichte Erhohung der Transkriptmengen, wie auch nach 24, 48
und 72 (AD169) beziehungsweise 24 und 48 Stunden (AUS2-11) HCMV-Infektion.
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Abbildung 23: mRNA Neusyntheserate der Tapasin-umgebenen Gene. MRC-5 Fibroblasten wurden fiir 8,
24, 48 und 72 Stunden infiziert oder 90 Minuten, 3 und 6 Stunden IFNy/TNFa (500 U/ml und 25 ng/ml)
stimuliert und die neusynthetisierte RNA und Gesamt-RNA, wie unter 2.4.1 analysiert. Die in cDNA
umgeschriebene RNA wurde, mittels qPCR und spezifischen Primern fiir Rps18, Rgl2 und Daxx analysiert.
Transkriptmengen sind in x-fach gegeniiber mock dargestellt. Gezeigt ist reprisentativ fiir mindestens drei
biologische Replikate, ein typisches Ergebnis der qPCR, jeweils abgeglichen gegen RNA der 18SrRNA
(Halenius, Hauka ef al. 2011).

Somit gab es letztendlich die benachbarten Gene des erweiterten MHC II Lokus betreffend
keine Anzeichen, dass diese wie Tapasin reguliert werden. Auch in diesem Vergleich ergaben

sich somit Unterschiede zur Tapasintranskription.



Ergebnisse

2.4.5 ChIP (Chromatin Immunprézipitation) des Tapasinpromotors

Nachdem die negative Interferenz von HCMV durch die Analyse der RNA-Neusynthese auf
den Promotor bestimmt werden konnte, galt es den genauen Mechanismus der Regulation und

somit eine oder mehrere etwaige Transkriptionsfaktor-Bindestelle(n) herauszufinden.
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Abbildung 24: Chromatin Immunprizipitation mit Polymerase II- und Kontroll-Antikorpern. MRC-5
Fibroblasten wurden fiir 4 Stunden mit IFNy (500 U/mL) stimuliert oder nicht behandelt (mock) und
anschliefend mit 1% Formaldehyd fixiert, bevor sie lysiert und die Lysate fiir die Immunprézipitation vorbereitet
wurden. Die Immunprézipitation wurde mit Antikdrpern fiir Polymerase II und Hémagglutinin (jeweils 10 pg)
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die genomische DNA (gDNA) aufgereinigt und fiir die quantitative PCR
vorbereitet. In der qPCR wurden die erhaltenen crossing points mittels einer fiktiven, optimalen Steigungskurve
in Fragmentenzahlen umgerechnet und die Anzahl der Fragmente in Prozent gegeniiber von 5% des Inputs
berechnet. (A) qPCR der Polymerase Il-prazipitierten gDNA fiir 4 Stunden mock und IFNy Behandlung. (B)
qPCR der Kontroll (IgG, Himagglutinin) prazipitierten gDNA fiir 4 Stunden mock und IFNy Behandlung. (C)
sqPCR der Polymerase II (Pol II)- und Kontroll (IgG, Hdmagglutinin)-prézipitierten gDNA sowie der Input (IN)
gDNA von 4 Stunden mock- beziechungsweise IFNy-Behandlungen.

Um dieses zu erreichen und zusétzlich den epigenetischen Zustand des Tapasinpromotors
wihrend der HCMV-Infektion zu untersuchen, das heifit in diesem Falle die Chromatin-
beziehungsweise Histonkonstitution zu analysieren, wurde die ChIP-Methodik (Chromatin-
Immunprézipitation) etabliert. In der ChIP werden DNA/Chromatin-gebundene Proteine
reversibel mit der DNA (Chromatin) vernetzt und anschlieBend die DNA fragmentiert. So
kann tiiber spezifische Antikorper das gebundene DNA-Fragment prézipitiert werden und

mittels PCR eine Aussage tliber die Haufigkeit einer bestimmten Interaktion zwischen Protein
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und DNA-Sequenz getroffen werden. Etwa ob die Polymerase II nach der IFNy-Behandlung
an einem IFNy-induzierbaren Promotor vermehrt vorhanden ist.

Daher wurde die bekannte stimulierende Wirkung von IFNy auf die Tapasinexpression zur
Etablierung der Chromatin IP genutzt. In einer ersten IP (Abbildung 24A) wurde mit einem
anti-Polymerase II Antikorper, in Kombination mit Tapasinpromotor-spezifischen Primern,
die Okkupation des Tapasinpromotors mit Polymerase II analysiert. Nach 4 Stunden
IFNy-Stimulation wurden bereits 2-fache Mengen, ndmlich 5% von (5%) Input im Vergleich
zu 2,5% in nicht behandelten Zellen, prizipitiert. Durch die IFNy-Zugabe wurde die
Konzentration der Polymerase I am Tapasinpromotor also wie erwartet erhoht.

Als Kontrolle wurde zudem mit einem Anti-HA (Hadmagglutinin) Antikdrper prézipitiert und
die Bindung der Tapasinpromotorsequenz analysiert (Abbildung 24B). Hier konnte in der
PCR fiir beide Stimulationen (mock und IFNy) wie erwartet keine Bindung nachgewiesen
werden.

Auch in der semiquantitativen PCR (Abbildung 24C) war die Assoziation der Polymerase II
mit dem Tapasinpromotor unter IFNy Behandlung deutlich erhéht, wihrend in der Kontrolle

(Anti-HA) erneut keine Signale des Tapasinpromotors nachweisbar waren.

2.4.6 Histon 3 (Lysin 9) Acetylierung am Tapasingen und -promotor

Einen wichtigen Faktor der Transkription stellt der Acetylierungszustand des Chromatins
beziehungsweise der Histone dar. Wihrend in transkriptionell inaktiven Genen entsprechende
Lysine (der Histone) methyliert sind, weisen sie an aktiven Genen (genauer deren
Promotoren) Acetylgruppen auf (Mizzen and Allis 1998, Roth, Denu et al. 2001). Hier wurde
anhand der Acetylierung des Histon 3 am Lysin 9 die Chromatinstruktur analysiert.

Nachdem in 2.4.4 bereits eine Analyse der das Tapasingen umgebenden Gen-Loci
durchgefiihrt worden war, wurde so ebenfalls der Status der Acetylierung und damit die
Zuginglichkeit des Chromatins fiir etwaige Transkriptionsfaktoren (Mizzen and Allis 1998)
analysiert (Abbildung 25). Interessanterweise ergaben sich fiir Stimuli wie IFNy, TNFa oder
UV-inaktivierte Viruspartikel keine signifikanten Verdnderungen in der Acetylierung des
Histon 3 am Tapasinpromotor. In der Infektion, besonders ab einer Zeit 24 Stunden nach
Infektion, stieg die Prézipitation von 10% auf bis zu 80% vom Input.

Bei der Analyse von Sequenzen, die weiter innerhalb des Tapasingenes lagen, wurden bis zu

10-fach reduzierte Mengen prézipitiert, die grofitenteils unterhalb des Messlimits lagen (nicht
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gezeigte Daten). Dieses war auf Grund der bekannten, genomweiten ChIP-chip Ergebnisse fiir
Tapasin erwartet worden (High-throughput Daten vom Februar 2009 (GRCh37/hgl9) von
verschiedenen ChIP-Sequenzierungsanalysen in der Sammlung des Genome Browsers der
University of California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/index.html) Abbildung 46,
Appendix) (Lee and Shilatifard 2007). Die Prizipitation von acetyliertem Histon 3 war dort
zu allen Zeitpunkten gleich, ob mit definiertem Stimuli oder Infektion. Lediglich zu zwei
Zeitpunkten, 24 und 48 Stunden nach Infektion, war eine 2-fach stirkere Prézipitation

moglich (nicht gezeigte Daten).

IP; anti-H3-Acetyliert
100

60 1

40

20

Prozent von Input (10%)])

4 4 4 8 4 8 24 48 72 Std.
mock IFNy TNFe UV AD169

Abbildung 25: Histon 3 (Lysin 9) Acetylierung (am Tapasinpromotor) in infizierten Fibroblasten. MRC-5
Fibroblasten wurden fiir 4 Stunden IFNy (500 U/mL), TNFa (25 ng/ml), mock oder 8 Stunden mit UV-
inaktivierten Viruspartikeln (UV) stimuliert. Weitere Zellen sind fiir 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden infiziert worden
(AD169). Zellen wurden mit 1% Formaldehyd fixiert, lysiert und anschlieBend die gDNA fiir die
Immunprézipitation gewonnen. Die Immunprézipitation wurde mit einem anti-Histon 3 (Lysin 9-acetyliert)
Antikorper durchgefiihrt. Mittels einer fiktiven, optimalen Steigungskurve wurden die Werte der qPCR in
Fragmentenzahlen umgerechnet und die Anzahl der Fragmente, in Prozent gegeniiber 10% des Inputs, berechnet.

Die Ergebnisse der zuvor beschriecbenen IP zeigen, dass der Tapasinpromotor in
HCMV-infizierten Zellen fiir Transkriptionsfaktoren zuginglich ist und somit transkriptionell

aktiv sein kann.

2.4.7 Polymerase II Konzentration am Tapasingen und -promotor

Die deutliche Induktion der Histonacetylierung am Tapasinpromotor warf die Frage nach der
dortigen Konzentration aktiver Polymerase II auf. Daher galt es zu kldren, ob die Daten der
reduzierten Promotoraktivitit in den Analysen der RNA-Neusynthese (Abbildung 20) mit den
Daten der Polymerase II ChIP korrelieren. So kdnnte man bestimmen, ob die dort vorhandene

Polymerase II inhibiert oder sogar vom Promotor weg dirigiert wird.
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Beziiglich der Polymerase II ergab sich nach der Behandlung der Zellen mit positiven Stimuli
wie IFNy, TNFa oder UV-inaktivierten Viruspartikeln eine minimal erhéhte Konzentration
am Tapasinpromotor (Abbildung 26). Wihrend der frithen Infektion (4 Stunden nach
Infektion) war ebenfalls eine marginal erhéhte Menge an Polymerase II am Tapasinpromotor
nachweisbar, diese sank jedoch nach 8 Stunden wieder ab. Zwischenzeitlich, nach 24 und 48
Stunden, erreichte die Polymerase II wieder die Mengen, die auch in uninfizierten Zellen
detektierbar waren, bevor nach 72 Stunden Infektion in der ChIP keine Polymerase II am
Tapasinpromotor nachweisbar war. Einzig die reduzierte Polymerase II Menge zwischen 4
und 8 Stunden nach Infektion korrelierte somit leicht mit der initialen und starken Reduktion

der RNA-Neusynthese (Tapasin 8-24 Std. n. 1., Abbildung 20).

IP: anti-Pol Il
10

Prozent von Input (5%)

4 4 4 8 4 8 24 48 72 Std.
mock IFNy TNFa UV AD169

Abbildung 26: Polymerase II Konzentration am Tapasinpromotor. MRC-5 Fibroblasten wurden fiir
4 Stunden IFNy (500 U/mL), TNFa (25 ng/ml), mock oder 8 Stunden mit UV-inaktivierten Viruspartikeln (UV)
stimuliert. Weitere Zellen sind fiir 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden infiziert worden (AD169). Zellen wurden mit 1%
Formaldehyd fixiert, lysiert und anschlieBend die gDNA fiir die Immunprézipitation gewonnen. Die
Immunprézipitation wurde mit einem anti-Polymerase II Antikérper (anti-Pol II) durchgefiihrt. Mittels einer
fiktiven, optimalen Steigungskurve wurden die Werte der qPCR in Fragmentenzahlen umgerechnet und die
Anzahl der Fragmente, in Prozent gegeniiber 5% des Inputs, berechnet.

Mit derselben Immunprizipitation wie in Abbildung 26 wurde mittels im Tapasin-Lokus
gelegenen Primern versucht, die dortige Polymerase II Konzentration ebenfalls zu bestimmen.
Wie schon zuvor (2.4.6) war die Prizipitation im Lokus aber deutlich herabgesetzt, so dass es
fiir diese Prézipitationen unmoglich war, eine Bindung mittels PCR nachzuweisen, weder fiir
Kontrollen noch fiir positive Stimuli.

AbschlieSend konnte gezeigt werden, dass der Tapasinpromotor in HCMV-infizierten Zellen
fiir (negative und positive) Transkriptionsfaktoren zuginglich ist und am Promotor selbst
zumindest bis 48 Stunden nach Infektion Polymerase II vorhanden war. Eine exakte
Korrelation zwischen Promotoraktivitit und Polymerase II Prézipitation war nicht zu

erkennen. Wie die vorhandene Polymerase II wéhrend der Infektion reguliert ist, ob sie etwa
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zum so genannten pausing (Pausieren) gebracht wird, so dass die Transkription reduziert ist,

sollte im Anschluss geklart werden.

2.4.8 Die sezernierte alkalische Phosphatase (SEAP) als transientes Reportergen

Da keine Anzeichen einer epigenetischen Repression gegeben waren, stattdessen die ChIP-
Analysen des Histon 3 dafiir sprachen, dass Transkriptionsfaktoren an den Tapasinpromotor

binden kdnnen, wurde begonnen, mit einem Reportergensystem zu arbeiten.

A 1.Humane Zellen 2. Transfektion 3. SEAP Expression 4. SEAP Messungen

B Klonierung:

Restriktionsenzym| Restriktionsenzymll SEAP
Y /
—| diverse Promotoren

Abbildung 27: Ubersicht des transient exprimierenden SEAP-Reportergensystems. Skizze der Funktion des
transienten Reportergensystems. (A) Humane Zellen wurden 24 Stunden vor Infektion oder Stimulation,
transfiziert und die SEAP-Expression nach 24, 48 und 72 Stunden gemessen. Nach den Messzeiten wurden die
Zellen entweder gewaschen (Waschschritte) oder nur das zur Messung entnommene Medium ersetzt
(Akkumulation). (B) Die Phosphataseexpression wurde unter die Kontrolle von verschiedenen, jeweils
angegebenen Promotoren gesetzt.

So sollte die Sequenz des Promotors gefunden werden an dem die Bindung:

1) eines negativen Faktors beziehungsweise

2) eines positiven Faktors (der wiahrend der Infektion inhibiert wird) stattfindet.

Wie schon in eigenen Vorarbeiten sollte mittels eines transienten SEAP-Reportergensystems
(secreted  alkaline phosphatase) versucht werden, diverse Verkiirzungen des
Tapasinpromotors zu vergleichen und so mogliche Sequenzbereich zu finden, welche durch

die HCMV-Infektion reguliert sind. Die SEAP wurde dabei der Luciferase vorgezogen, da sie
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eine kontinuierliche Kinetikmessung im Verlaufe der Infektion ermdglicht, ohne dass die
Zellen lysiert werden miissen. Abbildung 27 zeigt den Aufbau des Experimentes (A) und
skizziert die Klonierung (B). In Abbildung 28 sind die Ergebnisse dieses transienten
Reportergensystems zusammengefasst.

Wie zuvor (siehe 2.2) kam es bei dieser Reproduktion bei allen transienten Reporter-Vektoren

zu einer Induktion der Expression, selbst ein Leervektor (Leer), welcher nur die multiple

Klonierungsstelle enthielt, wurde mehr als

24 Std. nach Infektion . . . .
HCMV-infiziert/ Nicht-infiziert 5-fach induziert. Die Expression der

b Phosphatase, welche unter der Kontrolle

10 des Tapasinpromotors stand (Abbildung

\ _- i B 28, Tapasin) und auch jene, welche eine

minimale Sequenz des  Promotors

beinhaltete  (Abbildung 28, Tapasin

(x-fach)

SEAP-Expression

Leer TAP1 Tapasin Tapasin
(verkiirzt)

0,1 ‘

(verkiirzt)), war schwicher als die des

Abbildung 28: SEAP-Expression in infizierten
Fibroblasten. MRC-5 Fibroblasten wurden mit dem
transienten Reportergensystem transfiziert in denen die Der TAPI
SEAP-Expression unter der Kontrolle der MCS (Leer) und

den  TAPI-,  Tapasin- und einem verkiirzten Kontrolle ebenfalls analysiert wurde, war
Tapasinpromotor standen. 24 Stunden nach Transfektion

wurden die Zellen HCMV/mock infiziert und weitere 24 nach 48 Stunden HCMV-Infektion noch
Stunden spéter die Phosphataseexpression bestimmt. Die . . . .

Expression in der Infektion ist in x-fach von mock- bis zu 10-fach induziert (Abbildung 28,

infizierten Zellen gezeigt.

Kontrollvektors wéahrend der Infektion.

Promotor, welcher zur

TAP1). Die Messwerte nicht infizierter,
nicht-transfizierter Zellen spiegelten den Hintergrund wider und lagen unterhalb der
Expression aller analysierten Promotoren. Die Promotoren von TAP1 und Tapasin waren
durch IFNy/TNFa induzierbar (nicht gezeigte Daten), so dass die generelle Funktionalitéit des
Assays bestitigt wurde.

Auf Grund der gegebenen Induktion nahezu aller Sequenzen wiahrend der HCMV-Infektion
und der zusétzlich minimalen konstitutiven Expression vom Tapasinpromotor wurde ein
Assay entworfen, in welchem das Reportergen und die Promotoren stabil integriert werden

sollten.

2.4.9 SEAP als stabil integriertes Reportergen

Eine Hypothese, um die zuvor beschriebene konstitutive Aktivitit aller Reportergen-Plasmide

wiahrend der HCMV-Infektion zu erkldren, war, dass durch die Infektion eine
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Transaktivierung aller nicht genomischen DNAs eintritt. Hintergrund dieser Uberlegung war
dabei die Tatsache, dass die epigenomische HCMV-DNA selbst aktiv transkribiert werden
muss, um eine erfolgreiche Replikation zu gewéhrleisten. Liegt ein Reportergen transient vor,
konnte es selbst transaktiviert werden, wahrend es dagegen stabil integriert dieser Aktivierung

eventuell nicht unterliegt.

" 3. SEAP Expression 4. SEAP Messungen

A 1. Humane Zellen 2. Transduktion

B  Klonierung:
# Restriktionsenzym | Restriktionsenzym Il SEAP GAPDH Promotor IRES PuroR
Ve

* L

* Y — diverse Promotoren

,GIP-Kassette

Abbildung 29: Ubersicht des stabil exprimierenden SEAP-Reportergensystems. Skizze der Funktion des
transienten Reportergensystems. (A) Humane Zellen wurden mit lentiviral verpackten Reportergenkonstrukten
transduziert und 48 Stunden nach Transduktion mit 5 pg/mL Puromycin selektioniert. AnschlieBend konnte die
SEAP-Expression unter beliebigen Bedingungen gemessen werden. Nach den Messzeiten wurden die Zellen
entweder gewaschen (Waschschritte) oder das zur Messung entnommene Medium ersetzt (Akkumulation). (B)
Die Phosphataseexpression wurde unter die Kontrolle von verschiedenen, jeweils angegebenen Promotoren
gesetzt (diverse Promotoren). Die GIP-Kassette gewihrleistet die Moglichkeit der Selektion unabhingig von der
Stirke des zu untersuchenden Promotors.

Um das transiente Reportergensystem zu modifizieren, wurde die Phosphatase cDNA
zundchst in einen lentiviralen Vektor transferiert. Des Weiteren wurde eine neue verkleinerte
Klonierungsstelle hinzugefiigt, um dort Promotorsequenzen einzufligen. Direkt hinter die
Phosphatase wurde die sogenannte GIP-Kassette kloniert. Sie besteht aus dem GAPDH-
Promotor, einer IRES-Sequenz (internal ribosomal entry site) sowie dem PuroR (Puromycin
N-Acetyltransferase) Gen, welches die Puromycinresistenz vermittelt. Sie ermdglicht es
polyklonale MRC-5-Zelllinien herzustellen und unabhingig vom jeweils integrierten

Promotor die Selektion aller erfolgreich transduzierten Zellen (iiber die GAPDH-Promotor
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getriebene Resistenzgenexpression). Zusitzlich bleibt aber auch vom jeweiligen Promotor
(gewihrleistet liber die IRES-Sequenz) die Resistenzgenexpression moglich (Abbildung 29).

Zur Analyse der SEAP-Expression in infizierten Zellen wurden verschiedene Zellen, wie
ILN7 (Hautfibroblasten), U373 (Glioblastom Zellen), RPE (Zellen des Retinalen
Pigmentepithels) und MRC-5 Zellen untersucht und verglichen, um die mdglichst optimale
Zelllinie fiir Transduktion, Selektion und Infektion zu finden. Dabei wurden die aus dem
transienten System bekannten MRC-5 Zellen, als nicht immortalisierte Zelllinie, trotz der
eintretenden Seneszenz und dadurch begrenzten Passagenzahl auf Grund der hohen HCMV-

Suszeptibilitdt ebenfalls ausgewdhlt.

2.4.10 IFNy-Induzierbarkeit des f,m-Promotors im stabilen Reportergenassay

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der Promotorkonstrukte wurden zu Beginn zunichst
HeLa Zellen transient transfiziert (nicht gezeigte Daten). Sowohl die SEAP-Expression als
auch die Puromycinresistenz konnte jeweils eindeutig nachgewiesen werden. Die Insertion
der GIP-Kassette beeinflusst demnach die Expression der Phosphatase nachweislich nicht

negativ und auch das Resistenzgen kann exprimiert werden.

40 /E

24, ' 48 ' 72 Std.

Relative Lichteinheiten
(1.000.000-fach)

Abbildung 30: Der B,m-Promotor des stabil transduzierten Reportergens ist IFNo- und IFNy-
stimulierbar. ,m-Promotor-Reportergen transduzierte U373 Zellen (humane Glioblastom Zellen) wurden mit
Typ I und II Interferon (je 500 U/mL IFNa, respektive IFNy) stimuliert oder nicht stimuliert (mock). Die zu den
angegebenen Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden) im Medium akkumulierte Phosphatase wurde gemessen und
in relativen Lichteinheiten (RLU, relative light units) dargestellt. Die gezeigten Messwerte sind Mittelwerte
(Standardabweichungen) von drei unabhédngigen Messungen und stehen reprisentativ fiir ein typisches Ergebnis
aus drei biologischen Replikaten.

AnschlieBend wurden U373 Zellen mit dem p,m-Promotor-Reportergen-Konstrukt
transduziert und die Funktionalitit im integrierten Kontext kontrolliert (Abbildung 30). Die
immortalisierten U373 Zellen wurden dabei auf Grund der sehr guten lentiviralen
Transduzierbarkeit fiir diesen weiteren Vorversuch ausgewédhlt. In unbehandelten Zellen

(mock) konnte die spontane (nicht-induzierte) Akkumulation der SEAP detektiert werden,
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dort stieg die Phosphatase-Aktivitdit von etwas mehr als 10 auf knapp weniger als 20
Millionen RLU (relative light units, relative Lichteinheiten). Kontroll-transduzierte Zellen
zeigten keine Expression oberhalb des unteren Messlimits.

Um die Spezifitit des Pom—Promotors zu testen, wurde die bereits bekannte IFN-
Induzierbarkeit von f,m genutzt (Abbildung 4). Wurden die Zellen mit IFNa
(Typ I Interferon) behandelt, war die Aktivitdt bereits 24 Stunden spiter erhoht und stieg im
Verlaufe auf das 3-fache nach 72 Stunden Behandlung an. Fiir IFNy (Typ II Inteferon) war
bereits 24 Stunden nach Zugabe ebenfalls eine erhdhte Aktivitdt messbar, welche bis auf das

4,5-fache anstieg und die erfolgreiche Integration und Funktion des Reportergens anzeigte.

2.4.11 Vergleich verschiedener Zelllinien im stabilen Reportergenassay

Nachdem die Funktionalitit des Assays (proof of concept) erwiesen war, wurden die zuvor
genannten (2.4.9) Zelllinien auf ihre Kompatibilitdt mit dem Assay untersucht. Die genannten
Zellen nebst den MRC-5 Zellen wurden auf Grund ihrer bekannten Suszeptibilitidt und der
Tatsache, dass sie immortalisiert sind, ausgewéhlt (Greaves, Brown et al. 1995, Plachter,
Sinzger et al. 1996, Scholz, Doerr et al. 2003, Zou, Bresnahan et al. 2005). Die
Phosphataseexpression ist in diesen Féllen als x-fach gegen unbehandelte Zellen verrechnet
worden.

U373 Zellen sind fiir den Assay (in der Infektion) nicht nutzbar, da sie nach der Transduktion
in allen Fallen hypersensitiv fiir eine HCMV-Infektion waren. Deutlich wird dieses durch die
Korrelation von toten Zellen und der Infektionsdosis. Mit steigender Infektionsdosis sank die
Phosphatase-Aktivitit (Abbildung 31A), wiahrend die Anzahl der toten Zellen, gemessen an
der sinkenden Gesamt-Proteinmenge (Abbildung 31A), stieg.

ILN7 Zellen (Abbildung 31B) konnten nicht erfolgreich transduziert werden.

RPE Zellen (Abbildung 31C) lieBen sich erfolgreich transduzieren und exprimierten, im
Vergleich aller Zelltypen, die hochsten Phosphatasekonzentrationen pro Zelle. Das GAPDH
Reportergen, welches als Kontrolle diente, exprimierte in unbehandelten Zellen dieselbe
Phosphatasemenge wie IFNy (Typ II Interferon) behandelte oder infizierte Zellen. Lediglich
bei der Behandlung mit IFNa und TNFa sank die Phosphataseexpression leicht ab. Das
Tapasin Reportergensystem zeigte bei Behandlung mit IFNa und TNFa, IFNy und nach
HCMV-Infektion allerdings ebenfalls keinerlei signifikante Anderung der Expression. Auch

weitere Stimuli zeigten keinen Einfluss auf diese Reportergene (nicht gezeigte Daten).
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dass die weiteren Versuche ausschlieSlich in MRC-5 Zellen durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 31:

Das stabile Reportergensystem mit GAPDH, B,m und Tapasin Kkontrollierter

Reportergenexpression in verschiedenen Zellen. (A) f,m-Reportergen exprimierende U373 Zellen (humane
Glioblastom Zellen) wurden HCMV (AD169, verschiedene Infektionsdosen) oder mock infiziert. Die Aktivitét
der Phosphatase ist in relativen Lichteinheiten (RLU) in x-fach gegen nicht infizierte Zellen aufgetragen und
wurde 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion bestimmt. Die Zellen wurden mock und mit einer MOI von
0,05;0,075; 0,1; 0,15 und 2 infiziert. Zellen, welche mit einer MOI von 0,75; 0,6; 0,45; 0,3 und 0,15 infiziert
worden waren, sind nach 72 Stunden Infektion lysiert und ihr Proteingehalt mittels Bradford-Reagenz gemessen
worden. Die Gesamt-Proteinmenge ist bei einer ODsgs in x-fach gegen nicht infizierte Zellen dargestellt. Vor der
Zelllyse ist die Phosphataseaktivitit bestimmt worden und in der Grafik als x-fach gegen mock ebenfalls gezeigt.
(B) ILN7 (humane Hautfibroblasten) Zellen konnten nicht in den Mengen transduziert werden, um Experimente
durchzufiihren. (C) GAPDH- und Tapasin-Reportergen transduzierte RPE Zellen (humane Zellen des Retinalen
Pigmentepithels) wurden IFNo/TNFa, IFNy (je 500 U/mL IFNa, respektive IFNy und 25 ng/ml TNFa) und
mock behandelt sowie HCMV-infiziert. Die Expression (nach 24, 48 und 72 Stunden) ist in x-fach gegen
unbehandelte Zellen aufgetragen.
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2.4.12 Der Tapasinpromotor im stabilen Reportergenassay ist IFNy-induzierbar

Bei den Analysen in MRC-5 Zellen wurde mit frithen Passagen (<7) gearbeitet. Auf diese
Weise war gewihrleistet, dass die Zellen nach der Transduktion und Selektion noch
ausreichend passagiert werden konnten, um eine entsprechende Anzahl an Versuchen
durchfithren zu kénnen. Als optimaler Aufbau ergab sich eine Zellzahl von 1x10° in 300 pL
Medium & 24-Loch-Platten Loch. Zundchst wurde eine Leer-Sequenz (beziehungsweise die
verkiirzte MCS) zusammen mit dem Tapasinpromotor analysiert. Die Phosphataseaktivitét ist
hierbei als RLU-Mittelwert von 3 Messungen aufgetragen (Abbildung 32).

Das Kontrollkonstrukt ohne Promotor (Abbildung 32, MCS) zeigte nach der Behandlung mit
I[FNy und TNFa keinen Unterschied zur Expression bei unbehandelten Verhiltnissen. Die
Expression der Phosphatase lag iiber den Verlauf der Infektion leicht (und konstant) unterhalb
der in unbehandelten Zellen. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen ergab sich somit eine
vermeintlich reduzierte Expression, welche sich auf den Einfluss der Infektion auf den
Zellzyklus und den so vermittelten Wachstumsstop (Jault, Jault et al. 1995, Lu and Shenk
1996) zuriickfiihren lies. Dieses Konstrukt zeigte eine minimale Expression der Phosphatase
knapp oberhalb des unteren Messlimits. Die Expression vom Tapasinpromotor war im

Vergleich dazu 2-3-mal so stark.

MCS Tapasin

Relative Lichteinheiten
(1.000.000-fach)
Relative Lichteinheiten
(1.000.000-fach)

ol ———p——} u'<.:

24 48 72 Std. 24 48 72 Std.
mock —e— mock ——
IFNy / TNFa IFNy / TNFa
AD169 —e— AD169 —e—

Abbildung 32: Das Reportergensystem ohne und mit Tapasinpromotor in MRC-5 Fibroblasten.
Transduzierte Reportergene unter der Kontrolle des Tapasinpromotors oder ohne Promotor (MCS, multiple
cloning site) in MRC-5 Fibroblasten wurden kontrollbehandelt, IFNy/TNFa (500 U/mL IFNy und 25 ng/ml
TNFa) stimuliert sowie HCMV infiziert (AD169). Die Phosphataseexpression wurde zu den angegebenen
Zeitpunkten gemessen und in RLU dargestellt. In allen weiteren Experimenten (ab 2.4.13) wurde die FCS
Konzentration des Mediums (von hier und zuvor 10% auf 3%) reduziert. Der resultierende, verringerte
Hintergrund ist in den folgenden Rechnungen bereits verrechnet.
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Tapasin (Abbildung 32) war durch die Stimulation von IFNy und TNFa nach 24 Stunden
2-fach induziert. Nach 48 Stunden war ein Maximum von 8-fach zur mock-Expression,
welche nicht weiter stieg (72 Stunden) und konstant blieb, gegeben. Im Verlauf der HCM V-
Infektion sank die Expression nach 48 Stunden unterhalb der von unbehandelten Zellen und
erreichte nach 72 Stunden das untere Detektionslimit. Nachdem mit diesem Assay Daten
erhalten worden waren, welche mit der Analyse der RNA-Neusynthese korrelierten, wurde
dazu iibergegangen, die aus eigenen Vorarbeiten (2.2) bekannten Verkiirzungen zu

analysieren.

2.4.13 Der Tapasinpromotor sowie 5’ Verkiirzungen des Promotors im stabilen

Reportergenassay in MRC-5 Fibroblasten

Der Tapasinpromotor wurde in 3’Richtung verkiirzt und so 5’Verkiirzungen (Abbildung 33)
geschaffen, welche als Promotorsequenzen im Reportergenassay stabil transduziert wurden.
Durch diese Verkiirzungen wurden folglich immer weitere Transkriptionsfaktor-Bindestellen
entfernt. So sollte es ermdglicht werden, die durch HCMV regulierte Sequenz moglichst eng
eingrenzen zu konnen. Analog zur Analyse der Neusyntheserate von RNA wurde IFNy als
Stimulus eingesetzt und die Zellen fir 24, 48 und 72 Stunden behandelt. In denselben
Zeitfenstern wurde die HCMV-Infektion untersucht. In der Verrechnung der
SEAP-Expression der diversen Verkiirzungsmutanten, nach Infektion oder IFNy-Stimulus
gegeniiber der Expression in unbehandelten Zellen, zeigten sich in 5’ nach 3’Richtung die im
Folgenden erlduterten Ergebnisse.

Der wildtypische Promotor (Abbildung 33 A, Wildtypisch) exprimierte nach IFNy-Stimulation
mehr Phosphatase als ohne Stimulation (Abbildung 33B, Wildtypisch). Wéhrend der
Infektion war die Expression der Phosphatase unter der Kontrolle des Tapasinpromotors
reduziert und gleicht den Daten der RNA-Markierung (Vergleich Abbildung 33B,
Wildtypisch und Abbildung 20, Tapasin).

Wurde der Promotor verkiirzt (Abbildung 33A, 5 Verkiirzung 1), war die Basisexpression
dieses Konstrukts im Durchschnitt stirker als die des wildtypischen Promotors (Abbildung
35); die Induzierbarkeit durch IFNy blieb im Verhéltnis zum wildtypischen Promotor dhnlich
stark, war jedoch nach 24 Stunden kaum messbar (Abbildung 33B, 5’Verkiirzung 1 und als
Auszug im Ergebnis aus Abbildung 51 (Appendix)). Interessanterweise war in den ersten 24

Stunden der Infektion die Expression zudem bereits stark reduziert (Abbildung 33B,
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5’Verkiirzung 1). Dieses war weder fiir den wildtypischen Promotor noch fiir die weiteren
Verkiirzungen (5’Verkiirzung 2-5) der Fall und lieB zusammen mit der fehlenden
[FNy-Induktion nach 24 Stunden und den dort entfernten Sequenzen (inklusive der
GAS-Konsensussequenzen) die folgende Vermutung zu: Durch die fehlenden GAS-Elemente
konnte nicht nur der frithe Stimulus durch IFNy, sondern ebenfalls eine durch die Infektion
(respektive die Viruspartikel) zu frithen Zeiten ausgeldste Induktion ausbleiben.

Die folgende Verkiirzung (Abbildung 33A, 5 Verkiirzung 2) war in der Basisexpression im
Vergleich zur 5’Verkiirzung 1 und dem wildtypischen Promotor reduziert (Abbildung 35,
5’Verkiirzung 2 und exemplarisch in Abbildung 51 (Appendix)). Die Induktion durch IFNy
war dhnlich der des wildtypischen Promotors, wobei die Stimulation hier nach 72 Stunden am
stirksten war (Abbildung 33B, 5’Verkiirzung 2). Die Expression in infizierten Zellen war flir
diese Mutante im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen nicht mehr signifikant verdndert
(Abbildung 33B, 5’Verkiirzung 2), so dass in dieser Verkiirzungsmutante moglicherweise

bereits eine (durch HCMV) negativ regulierbare Sequenz entfernt wurde.
A
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Abbildung 33: Induktion und Repression der 5’Verkiirzungen des Tapasinpromotors in infizierten und
IFNy-stimulierten MRC-5 Fibroblasten. (A) Skizziert sind die Promotorverkiirzungen (und die wildtypische
Sequenz) und potenzielle GAS-, Mzfl-, NF-xB-, PBXl-, Spl-, IRF- und PRDMI-
Bindestellen/Konsensussequenzen (TFsearch, http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html). (B)
Transduzierte Reportergene unter der Kontrolle von Tapasinpromotor-Verkiirzungen (und der wildtypischen
Sequenz) in MRC-5 Fibroblasten wurden kontrollbehandelt, IFNy (500 U/mL) stimuliert sowie HCMV-infiziert.
Die Phosphataseexpression wurde zu den angegebenen Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden) als Akkumulation
gemessen. Messungen aus drei unabhéngigen Experimenten und mindestens zwei verschiedenen Transduktionen
wurden inklusive Standardabweichungen verrechnet. Die Ergebnisse sind als x-fach gegeniiber den mock-
Werten zu den jeweiligen Zeitpunkten dargestellt.
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Auch Verkiirzung 3 (Abbildung 33A, 5°Verkiirzung 3) war in der Basisexpression, im
Vergleich zur vorherigen, weiter reduziert (Abbildung 35). Die Expression lag nur knapp
oberhalb des unteren Messlimits. Eine minimale Induktion durch IFNy war gegeben. Die
Expression wihrend der Infektion war leicht reduziert (Abbildung 33B, 5’Verkiirzung 3), lag
fiir die leichte Reduktion (24 und 48 Stunden nach Infektion) aber nach wie vor stetig
oberhalb des unteren Messlimits.

Die vierte Verkiirzung (Abbildung 33A, 5’Verkiirzung 4) war in der Basisexpression um das
10-fache hoher als die vorherigen und die wildtypische Sequenz (Abbildung 35). Eine
Stimulation durch IFNy war bei dieser Verkiirzung nicht mehr gegeben. In infizierten Zellen
sank die Expression der Phosphatase im Vergleich zu Kontrollzellen leicht ab, blieb jedoch
weit oberhalb der Regulation des wildtypischen Promotors (Abbildung 33B, 5’ Verkiirzung 4).
Das kiirzeste Promotorstiick (Abbildung 33A, 5’ Verkiirzung 5) war um das 100-fache starker
in der Basisexpression als das wildtypische beziehungsweise die ersten beiden Verkiirzungen
(Abbildung 35). Auch fiir diese Verkiirzung war die Expression der Phosphatase in infizierten
Zellen nur leicht reguliert, wihrend eine IFNy-Induktion ausblieb (Abbildung 33B,
5’Verkiirzung 5). Da in dieser Sequenz eine potenzielle IRF-1/2-Bindestelle sowie eine ISRE-
Sequenz (iliberlappend mit der PRDMI1-Bindestelle) vorhanden sind und so eine Induktion
durch IFNy erwartet wurde, liberraschten diese Daten. Die hohe Aktivitit dieser Verkiirzung,
zusammen mit der stetig gestiegenen Expression der 5’Verkiirzungen (Abbildung 35, ab
5’Verkiirzung 3), legt die Vermutung nahe, dass einige stark negativ regulatorische

Sequenzen aus diesen beiden Promotorverkiirzungen (5’ Verkiirzung 4 und 5) entfernt wurden.

Zusammenfassend lie die geringfiigige Repression (wihrend der Infektion) der zweiten
Verkiirzung (Abbildung 33B, 5’Verkiirzung 2), obwohl im Vergleich zur ersten Verkiirzung
nur 29 Nukleotide fehlen, auf eine Rolle der dort gelegenen Transkriptionsfaktor-Bindestellen
schlieBen. In dieser Sequenz liegen sowohl eine Mzfl- als auch eine NF-kB-Bindestelle vor.
Auf Grund bekannter Einfliisse auf NF-kB-Bindestellen (Zhong, May et al. 2002) wurde
diese als moglicherweise regulierte Sequenz angesehen. Um den mdéglichen negativen Effekt
von HCMV mittels der Kontrolle dieser Sequenz zu untersuchen, wurde diese mutiert und in

der Infektion analysiert.
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2.4.14 Punktmutationen der NF-xB- und/oder PRDM 1-Bindestellen verringern
die Reduktion der Promotoraktivitat wahrend der HCMV-Infektion nicht

In direkter Nachbarschaft der NF-kB-Bindestelle finden sich zwei p300-Bindestellen. Eine
kombinatorische Funktion beider Proteine (NF-«kB und p300) ist hinldnglich beschrieben
(Gerritsen, Williams et al. 1997) und verdeutlicht, zusammen mit den Daten des murinen
Tapasinpromotors (Herrmann, Trowsdale et al. 2003), dass diese Bindestelle im
Tapasinpromotor essenziell und konserviert ist. Die vorliegende NF-kB-Bindestelle
(GGAAATTCCC) zeigte (in silico) keine eindeutige Préferenz, von p50 oder von p65
bevorzugt gebunden zu werden (Kunsch, Ruben et al. 1992). Dieses wire in Anbetracht einer
moglichen Bindung eines p50/p50-Homodimers besonders interessant. Fiir das p50/p50-
Homodimer konnte ein inhibitorischer Effekt auf Promotoren (mit NF-kB-Bindestelle)
gezeigt werden (Zhong, May et al. 2002) und daher war es denkbar, dass HCMV einen
dhnlichen Mechanismus nutzt, um den Tapasinpromotor zu inhibieren. Um keinen
artifiziellen Promotor zu schaffen, an dem die Bindung von p50 oder p65 bevorzugt ist,
musste die Bindestelle durch vier Punktmutationen (rote Nukleotide der NF-«kB-
Konsensussequenz; GTAACTGCAC) génzlich entfernt werden.

Gezeigt wurde auch, dass PRDMI in der Lage ist, die Aktivitidt des Tapasinpromotors im
Uberexpressionssystem zu inhibieren (Doody, Stephenson et al. 2007). In Vorarbeiten konnte
dieses, nicht zuletzt mittels des Nachweises der massiven Reduktion von PRDMI-
Transkripten im Verlauf der HCMV-Infektion, weitestgehend ausgeschlossen werden. Auf
Grund der erwéhnten Problematik des transienten Reportergenassays war eine Reproduktion
der dort erhaltenen Daten zu den PRDM1-Mutanten jedoch vorgesehen. So wurde wie schon
in Vorarbeiten durch zwei Punktmutationen die PRDMI1-Bindestelle entfernt. Dies erfolgte
nach dem Schema von Doody et al., ohne die Bindestellen fiir IRF-1/2 und oder die ISRE-
Sequenz zu verdndern (Doody, Stephenson et al. 2007).

Die Basisexpression der Phosphatase vom APRDM1-Tapasinpromotor war im Vergleich zum
wildtypischen Promotor in unbehandelten Zellen leicht erhoht (Abbildung 35, APRDM1), und
die IFNy-Stimulation nur marginal (Abbildung 34 APRDM1). Dieses konnte dafiir sprechen,
dass die maximale Induktionspotenz des Tapasinpromotors nach IFNy-Stimulus durch die
Entfernung der inhibitorischen PRDM]1-Bindestelle bereits erreicht wurde. Da durch die
Mutation eine ,,nun konstitutive* Induktion gegeben sein konnte, fiele die IFNy-Induktion
geringer aus. Wihrend der Infektion zeigte sich keine Reduktion der Repression durch

HCMV, die negative Regulation war sogar leicht verstirkt.
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Die Expression vom ANF-kB-Tapasinpromotor bildete die schwichste aller
nachweisbaren/messbaren Phosphatasemengen und unterstrich die Wichtigkeit dieser
Bindestelle (Abbildung 35, ANF-kB). Die Induktion durch IFNy war in diesem Promotor
dagegen die stirkste aller Tapasinpromotoren (Abbildung 34, ANF-kB) und kann durch ein
Modell (3.9) erklart werden. Wahrend der HCMV-Infektion war kein Unterschied zu der
Regulation des wildtypischen Promotors gegeben und ein Einfluss der NF-xB-Bindestelle
damit unwahrscheinlich. Die negative Regulation wéhrend der Infektion war (auch hier wie
fir APRDM1) sogar leicht verstirkt gegeniiber der des wildtypischen Promotors, konnte
dabei fiir den 72-Stundenwert jedoch nicht exakt ermittelt werden (Abbildung 34, ANF-«xB,
hellgrauer Balken). Zu diesem Zeitpunkt lag die Phosphatasekonzentration nicht mehr
eindeutig liber dem unteren Messlimit. Die Phosphataseexpressionen der vorherigen
Infektionszeitpunkte lieB zwar die Vermutung zu, dass die Reduktion nach 72 Stunden ein
Maximum erreichte, dieses konnte aus zuvor beschriebenen Griinden aber nicht eindeutig

durch eine Messung belegt werden.
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Abbildung 34: Expression des APRDMI1-, ANF-kB- und APRDMI1/ANF-kB-Tapasinpromotors in
infizierten und IFNy-stimulierten MRC-5 Fiboblasten. Transduzierte Reportergene unter der Kontrolle von
Tapasinpromotor-Deletionsmutanten (APRDM1, ANF-kB und APRDMI1/ANF-kB) in MRC-5 Fibroblasten
wurden kontrollbehandelt, IFNy (500 U/mL) stimuliert sowic HCMV-infiziert. Die Phosphataseexpression
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden) als Akkumulation gemessen. Messungen aus
drei unabhingigen Experimenten wurden verrechnet. Die Ergebnisse sind als x-fach gegeniiber den
mock-Werten zu den jeweiligen Zeitpunkten dargestellt. Der Wert des ANF-«kB-Tapasinpromotors nach 72
Stunden Infektion (hellgrau) stellt einen Minimal-Wert da. Auf Grund des unteren Messlimits in diesen
Experimenten konnte keine weitere Reduktion nachgewiesen werden.

Die Expression der Doppelmutante (APRDM1/ANF-kB-Tapasinpromotor) war etwa doppelt
so stark, wie die der PRDMI1-Mutante und zeigte nach der Induktion durch IFNy ein
intermedidres Ergebnis aus beiden Einzelmutanten (Abbildung 34 APRDM1/ANF-kB). Dieses
kann erneut mit dem folgenden Modell (3.9) erkldrt werden. Die stirkste aller gemessenen
Reduktionen eines Tapasinpromotors (wédhrend der Infektion) ergab sich fiir diese
Doppelmutante. Dieses verdeutlichte anschaulich, dass die beiden putativ regulatorischen
Elemente nicht fiir die Reduktion in der Infektion verantwortlich zeichneten.

Zusammenfassend lieB sich mit dem stabilen Reportergenassay feststellen, dass weder die

beschriebene NF-kB- noch die PRDM1-Bindestelle fiir die Inhibition des Tapasinpromotors
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verantwortlich ist. Beide Bindestellen waren auf Grund ihrer Lage im Tapasinpromotor sowie
Publikationen zu ihren Effekten (Doody, Stephenson et al. 2007, Zhong, May et al. 2002)
zwischenzeitlich zu vielversprechenden Kandidaten geworden.

Schlussendlich konnte mittels des stabilen Reportergenassays die Sequenz, verantwortlich flir
die Inhibition des Tapasinpromotors, auf 29 Nukleotide eingeengt werden. In Kombination
mit den Ergebnissen und der Analyse der darin vorgefundenen NF-kB-Bindestelle gilt eine
benachbarte Mzfl-Bindestelle als wahrscheinlichste, negativ regulatorische Sequenz. Diese
Hypothese erhilt durch eine aktuelle Publikation Unterstiitzung, welche in der Maus Mzf1-
Bindestellen als einen negativ regulatorischen Faktor in MCM V-infizierten Zellen nachweist
(Marcinowski, Lidschreiber ef al. 2012). Eine Analyse mittels gezielter Punktmutationen der
Mzf1-Bindestelle im Tapasinpromotor konnte Aufschluss dariiber geben, ob HCMV

tatséchlich iiber das Mzf1-Protein den Tapasinpromotor reguliert.
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3 Diskussion

Das humane Cytomegalovirus interferiert in vielfaltiger Weise mit dem Immunsystem. Dieses
geschieht sowohl auf Ebene der angeborenen als auch auf der der adaptiven Immunitét. Eine
Strategie der Immunevasion, genauer die Modulation der angepassten Immunantwort mittels
negativer Regulation der Antigenprisentation iiber die Tapasintranskription ist der Kernpunkt

der vorliegenden Arbeit.

3.1 Tapasin als Ziel zur Manipulation der Antigenpriasentation

Tapasin zum Angriffsziel zu machen, um so die MHC Klasse I Antigenprédsentation zu
regulieren, ist eine erfolgversprechende Strategie fiir HCMV (Hengel, Brune et al. 1998). Die
essenzielle Funktion von Tapasin bei der Stabilisierung, also der Lebensdauer der
MHC Klasse I Komplexe an der Zelloberflache, wurde bereits 2000 gezeigt (Barnden, Purcell
et al. 2000). So konnte eine spezifische Variante des Bare lymphocyte syndrom vom Typ 1
(BLS I) auf die Abwesenheit von Tapasin zurlickgefiihrt werden, bei welcher die
MHC Klasse I-vermittelte Immunantwort nur noch inadiquat funktionieren kann (Yabe,
Kawamura et al. 2002). Auch die Analyse diverser Tumoren, welche die MHC Klasse 1
Antigenprédsentation unterdriicken und damit der Erkennung durch das Immunsystem
entgehen, zeigte, dass die Regulation von Tapasin ein Mittel ist, dieses zu erreichen
(Dissemond, Kothen et al. 2003).

Dass HCMV die MHC Klasse I Antigenpriasentation auf multiple Weisen beeinflusst und (wie
Tumoren) einen Mechanismus zur Inhibition von Tapasin (bzw. der optimalen Beladung
Tapasin-abhingiger MHC Allele) entwickelt haben konnte, ist bereits beschrieben (Ahn,
Angulo et al. 1996, Jones, Wiertz et al. 1996, Park, Kim et al. 2004). Teils in Vorarbeiten,
aber auch 1m Rahmen dieser Arbeit, wurde der verdnderte Aufbau des
Peptidbeladungskomplexes (PLC) wihrend der Infektion, beginnend mit einer verminderten
Menge an MHC Klasse I Molekiilen im PLC, gezeigt. Weiterhin ergab sich eine reduzierte
de novo Synthese von Tapasinproteinen bereits 24 Stunden nach Infektion. Schlussfolgernd
aus dieser frithen Reduktion auf Proteinebene wurde die mRNA von Tapasin untersucht. In
eigenen Vorarbeiten ergab sich mittels Northernblot Analyse, dhnlich zu der Protein Analyse,

eine Reduktion der mRNA Menge ab 24 Stunden nach Infektion.
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Zur weiteren Analyse dieses Phinotyps wurde die quantitative PCR genutzt, um ein noch
detailliertes Ergebnis zu erhalten. So konnte schlieBlich die beobachtete Reduktion der
Proteinmenge durch die verminderte Mengen von mRNA erklirt werden (Halenius, Hauka et
al. 2011). Zusétzlich war die friihe Regulation (24 h.p.i. bzw. Std.n.I.) der Tapasin-mRNA
reproduziert worden, wihrend sich die mRNA-Mengen in der sehr frithen Phase der Infektion
(1-8 h.p.i.) weitgehend unverdndert zeigten. Dieses blieb wie erwéhnt innerhalb der ersten
8 Stunden der Infektion exklusiv, im Verlauf der Infektion (24-72 Stunden) reduzierte sich die
Tapasin-mRNA-Menge rapide. So entstand die Frage, ob diese Regulation spezifisch und
einzig fiir dieses MHC I Chaperon war oder eine allgemeine Regulation der Komponenten des
Antigenprasentationsweges vorlag.

Um dies zu untersuchen, wurden die im Folgenden beschriebenen PLC-Bestandteile auf der
Ebene der RNA analysiert. Fiir die MHC Klasse I Molekiile (und damit die der HLA-B
Allele) ist es bekannt, dass die Degradation ausschlieBlich auf Proteinebene, ohne negative
Beeinflussung der Transkription stattfindet (Ahn, Angulo et al. 1996, Jones, Wiertz et al.
1996, Park, Kim et al. 2004). Zusammen mit Proteindaten einer HCMV-Mutante, welche die
degradierenden Genprodukte US2 und US3 (sowie US11) nicht exprimiert, war daher eine
erhohte Transkriptmenge fiir HLA-B erwartet worden (Halenius, Hauka et al. 2011).
Tatsdchlich war sowohl die HLA-B als auch die beta-2-Mikroglobulin (,m) Transkriptmenge
wihrend der Infektion induziert, mit einer stirkeren Induktion fiir f,m (Abbildung 4). Diese
beiden Komponenten sind folglich differenziell zu Tapasin reguliert.

Verglichen mit den beiden TAP-Transporter Untereinheiten TAP1 und TAP2 ergaben sich
bezogen auf Tapasin zwei generelle Unterschiede:

1) Sowohl TAPI als auch TAP2 hatten in der frithen Infektion sehr stark induzierte
Transkriptmengen. Erst 48 Stunden nach Infektion fielen diese ab und TAP1 blieb knapp
oberhalb der mock-Rate, wihrend TAP2 geringfiigig unterhalb dieser sank.

2) Nach 72 Stunden hatten sowohl TAP1 als auch TAP2 offenbar das Tal der geringen mRNA
Konzentration durchschritten und die Mengen stiegen wieder an. Dagegen war Tapasin im
Vergleich zur mock-Rate deutlich reduziert und im Besonderen zu den weiteren
Komponenten des PLC selektiv reguliert.

Mit Blick auf die zuvor erwédhnte Optimierung der Antigenprisentation durch Tapasin
(Barnden, Purcell et al. 2000, Dissemond, Kothen ez al. 2003, Yabe, Kawamura et al. 2002),
ergibt sich das folgende Modell: Um die bereits zum Infektionsbeginn vorhandenen
Tapasinmolekiile kontrollieren bzw. die MHC Molekiile im ER arretieren zu konnen,

exprimiert HCMV zu immediate early (IE) Infektionszeiten US3 (Park, Kim et al. 2004). Die
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kurze Expressionszeit und Halbwertszeit von US3 ergibt jedoch ein groBes Zeitfenster
(early/late, E/L, ca. 12-72 Stunden nach Infektion) in dem eine Tapasinfunktion ohne weitere
inhibitorische Mechanismen mdglich wire. Durch die hier beschriebene reduzierte RNA-
Menge von Tapasin ist es aber vorstellbar, dass HCMV zusitzlich zu US3 einen weiteren
Angriff auf die Optimierung der MHC Klasse I Peptidbeladung ausiibt, allerdings erst zu
spiaten Zeitpunkten (L), da sowohl die Tapasin-mRNA als auch das Protein eine lange
Halbwertszeit besitzen (Halenius, Hauka et al. 2011). Fiir das letzte noch offene Fenster
(E, frith) der HCMV-Regulation wiirde eine dritte, unbekannte posttranskriptionelle
Regulation passen, die auch einen weiteren beobachteten Phéanotyp erkléren kdnnte:

In HCMV-infizierten Zellen ist die Menge an MHC Klasse I Molekiilen durch die zuvor
erwdhnten US-Genprodukte drastisch reduziert (Ahn, Angulo et al. 1996, Hengel, Koopmann
et al. 1997, Hewitt, Gupta et al. 2001, Jones, Wiertz et al. 1996, Park, Kim et al. 2004). In
Zellen, welche mit der HCMV Deletionsmutante deltaUS2-6 infiziert wurden, liegen die
MHC Klasse I Molekiile dagegen in nahezu mock-Mengen vor. Wird in diesen Zellen zudem
Tapasin iliberexprimiert, kommt es dennoch nicht zu einer Wiederherstellung der MHC Klasse
I Molekile im PLC. Diese fehlende Wiederherstellung des PLCs in Tapasin
tiberexprimierenden Zellen, infiziert mit der Deletionsmutante deltaUS2-6, kann nur durch
einen weiteren oder mehrere weitere HCMV-exprimierte/induzierte Inhibitoren erklart

werden (Halenius, Hauka et al. 2011).

3.2 Die Tapasin-mRNA selbst ist kein Ziel von HCMV

Die stark reduzierte de novo Synthese von Tapasin ist auf die reduzierten mRNA-Mengen von
Tapasin zuriickzufiihren. Doch wie wird diese Reduktion durch HCMV erreicht?

Ein mafigeblicher Faktor, der die Gesamtmenge einer bestimmten mRNA beeinflussen kann,
ist die Stabilitdt eines Transkriptes. Diese Stabilitit konnte durch den Einfluss einer viral
induzierten oder gar viral transkribierten miRNA verdndert werden. Abhdngig ist eine solche
Regulation von der Linge des 3’'UTRs und damit der Anzahl moglicher Bindestellen fiir eine
miRNA. Im Falle von Tapasin ist das 3’UTR {iiberdurchschnittlich lang. Das annotierte Poly-
Adenylierungssignal liegt etwa 2.000 Basenpaare entfernt (die durchschnittliche Liange
humaner mRNAs liegt bei ca. 1.000 Nukleotiden) (Pesole, Mignone et al. 2001)). HCMV
transkribiert nicht nur selbst (unter Herpesviren konservierte) miRNAs (Grey, Meyers et al.
2007, Stern-Ginossar, Elefant et al. 2007, Stern-Ginossar, Saleh et al. 2009), sondern kann
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ebenfalls humane miRNAs in ihrer Transkription regulieren (Wang, Weber et al. 2008).
Unléngst wurde beschrieben, dass diese viralen miRNAs gezielt zur Regulation des humanen
Immunsystems genutzt werden (D6lken and Jonjic 2009, Nachmani, Stern-Ginossar et al.
2009) und somit eine Interferenz mit dem Tapasintranskript erlauben konnten. Wie bereits
gezeigt, ist die mRNA-Menge von Tapasin wihrend der Infektion reduziert. Dieses schlief3t
(fiir diesen Phénotypen) bereits die Interaktion einer nicht-degradierenden miRNA aus, da
diese zwar liber die posttranskriptionelle Regulation zu einer Expressionsregulation fiihren,
nicht aber die mRNA-Menge senken wiirde (Parker and Sheth 2007). Bei der Untersuchung
von vermeintlichen miRNA-Genen von HCMV, die nach Vorhersagen unseres
Kooperationspartners Ofer Mandelboim (The Hebrew University of Jerusalem, Jerusalem,
Israel) Transkripte der PLC-Proteine, darunter das Tapasintranskript, als Ziel haben konnten,
war von uns ebenfalls kein Effekt auf die Proteinexpression von Tapasin feststellbar. Um
einen generellen Einfluss auf den PLC sowie Effekte auf alle PLC-Proteine durch diese
viralen miRNA-Gene zu untersuchen, wurde zunichst eine Proteinanalyse durchgefiihrt. Der
direkte Effekt aller (bekannten und unbekannten) miRNAs auf das Transkript wurde mittels
der Untersuchung der Halbwertszeit der Tapasin-mRNA parallel ebenfalls untersucht. Doch
zuvor eine kurze Exkursion von den regulatorischen RNAs zu den RNA-regulatorischen
Proteinen.

Nicht nur miRNAs kénnen einen Einfluss auf das Transkript haben, sondern auch sogenannte
Adenosin und Uridin bindende Proteine (ARE-BPs, fiir A+U rich element-binding proteins)
und die damit verbundene Kernkonsensussequenz von AUUUA bestimmen das Schicksal der
mRNA (Barreau, Paillard et al. 2005, Gruber, Fallmann et al. 2011). Urspriinglich wurden
ARE-BPs in zwei unabhédngigen Studien beschrieben. Zum einen im Zusammenhang mit der
Degradation der c-FOS-mRNA (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog), zum
anderen, als das Auftreten der oben genannten Kernkonsensussequenz in Cytokin mRNAs
beschrieben wurde. In diesen ersten Studien wurde den ARE-bindenen Proteinen
(ARE-binding protein) zunéichst eine degradierende Wirkung zugeschrieben (Caput, Beutler et
al. 1986, Treisman 1985). So wurde davon ausgegangen, dass AREs bei mRNAs mit kurzen
Halbwertszeiten den Abbau der mRNA iiber eine Deadenylierung des PolyA-Schwanzes
vermitteln (Chen and Shyu 1995). Zwischenzeitlich ist diese allgemeine Regulation relativiert
worden, da nach und nach weitere ARE-BPs mit differenzieller Wirkung gefunden wurden
(Barreau, Paillard et al. 2005). So wirkt etwa die HuR (human antigene R, oder embryonic

lethal abnormal vision-like protein 1 (Elavll)) Protein-Bindung komplementir zur
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urspriinglichen Funktion stabilisierend, etwa flir die NOS (nitric-oxide synthase) II-mRNA
(Rodriguez-Pascual, Hausding et al. 2000).

Ubertragen auf Tapasin ergaben sich daraus zwei interessante Theorien:

1) 66 Nukleotide hinter dem STOP-Codon befindet sich ein alternatives
Poly-Adenylierungssignal (Abbildung 7 und Appendix, Abbildung 38), dessen Nutzung zu
einem verkiirzten 3°’UTR fiihren wiirde. Im 2.000 Basenpaar ldngerem 3’UTR (annotiertes
Poly-Adenylierungssignal) von Tapasin werden ARE-spezifische Sequenzen vorausgesagt
(Abbildung 7), welche von stabilisierenden ARE-BPs gebunden werden kdnnten. Es wére
denkbar, dass HCMV die Entstehung des kiirzeren 3’UTRs fordern konnte, um so die
stabilisierende Wirkung der ARE-BPs zu verhindern. Damit wiren die reduzierten
Tapasin-mRNA-Mengen wihrend der Infektion erklirbar. Diese erste Theorie konnte jedoch
durch eine PCR-Analyse mit dafiir spezifischen Primern nicht bestitigt werden. Es gab zu
keinem Zeitpunkt der Infektion eine erhdhte oder generell verdnderte Nutzung der beiden
Poly-Adenylierungssignale.

2) Die zweite Moglichkeit, die Tapasin-mRNA zu destabilisieren, wire eine direkte
Regulation der vermeintlich stabilisierenden ARE-BPs. Um dieses zusammen mit der Suche
nach degradierenden miRNAs messbar zu machen, ohne dabei auf die einzelnen bekannten
Proteine einzugehen, wurde die Halbwertszeit der Tapasin-mRNA in HCMV-infizierten
Zellen untersucht. Dieses fand wunter Zuhilfenahme des Polymerase II-Hemmers
Actinomycin D statt und wurde mittels sqPCR und qPCR durchgefiihrt. Die Analyse zeigte,
dass die Halbwertszeit wihrend der Infektion nicht veréndert war und es keinerlei Hinweise
auf eine Dysregulation stabilisierender Proteine am 3’UTR des Tapasin Transkriptes gab.
Zusammenfassend blieb eine Regulation der Tapasin-mRNA-Stabilitit durch (bereits
translatierte/transkribierte) Proteine und/oder miRNAs wéhrend der Infektion aus. Wie bereits
fiir die Interferenz (einer nicht-degradierenden) miRNA erwédhnt, wire im Falle einer
degradierenden miRNA mit einer Reduktion der Halbwertszeit fiir Tapasin zu rechnen
gewesen.

Interessanterweise ergab sich in der Auswertung der quantitativen PCR (Abbildung 8C) eine
minimale, nicht signifikante, aber reproduzierbare Verminderung der Halbwertszeit in
infizierten Zellen. Dieses konnte man als minimalen Einfluss eines RNA-destabilisierenden
Faktors, der selbst durch das Actinomycin D in seiner Transkription (moglicherweise
Polymerase II abhdngig) gehemmt ist und somit nur noch diesen marginalen Effekt hat,

deuten. Diese Regulation konnte direkt wadhrend der Transkription, noch vor der RNA-
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Extraktion und damit ,,zu schnell” fiir diese Messung (PCR-Auswertung) stattfinden. Um den
Effekt dennoch aufzuschliisseln, wurde das unten geschilderte Experiment durchgefiihrt.
Nachdem zuvor bei der Suche nach dem Ursprung der reduzierten RNA-Mengen in
infizierten Zellen ausschlielich die prozessierte mRNA von Tapasin untersucht worden war,
galt es anschlieBend die Synthese/Prozessierung zu analysieren. Der Wichtigste, im Zellkern
angesiedelte, Schritt der mRNA-Maturierung ist das SpleiBen. Kommt es beim Spleilen zu
Fehlern, kann dieses verschiedene Konsequenzen haben. Die wahrscheinlichste und haufigste
Konsequenz ist der nonsense-mediated mRNA decay (NMD), welcher von einem verfrithten
STOP-Codon abhingig ist und fehlgespleiite RNAs abbaut (Maquat 2004). Kommt es beim
Spleiflen zu einem Fehler und verschiebt sich dadurch der Leserahmen, wird ein zu friih (also
vor dem eigentlichen STOP-Codon) auftretendes STOP-Codon sehr wahrscheinlich. Die
Insertion einer in frame (im Leserahmen) Sequenz, welche ein STOP-Codon kodiert, fiihrt
zum selben Effekt. Ein vormals als reines Proofreading (also Kontroll-Ablesen der mRNA)
angesehener Mechanismus erkennt das Vorhandensein eines STOP-Codons upstream
(vorgelagert) einer darauf noch folgenden Spleiflstelle (Nicholson, Yepiskoposyan et al.
2010). Dieses ist in nicht verdnderten mRNAs nicht moglich, da im letzten Exon, also nach
dem letzten Spleilvorgang, das STOP-Codon kodiert liegt. So werden alle diese als unkorrekt
gefundenen mRNAs durch diesen Mechanismus abgebaut. Die Funktion des NMD ist dabei
von der Translationsmaschinerie abhédngig. Folglich wird die Analyse der NMD durch
Einsetzen von Cycloheximid ermdglicht; Cycloheximid blockiert die Translation von mRNAs
und folgend auch NMD. Zwar wurde die Stabilitit der Tapasin-mRNA bereits mittels
Actinomycin D (Halbwertszeitbestimmung) untersucht, jedoch konnte (wie zuvor erwihnt,
2.2.6) der NMD zu schnell fiir die Methode ablaufen. Bei den Analysen der/des inhibierten
Translation/NMD wurde im Vergleich zur Actinomycin D Behandlung ein weiterer Zeitpunkt
zur Analyse eingebaut. Jedoch konnte zu keinem Zeitpunkt ein Effekt des Cycloheximids auf
die reduzierten Tapasin-mRNA-Mengen ermittelt werden (Abbildung 9A). Die zur Kontrolle
genutzte Analyse der Transkripte von SRSF6 und 7 belegte die Funktionalitit des
Cycloheximids auf den NMD. Hier wurden unter Behandlung Transkripte in der PCR
nachweisbar, welche dauerhaft durch NMD abgebaut werden (Lareau, Inada et al. 2007, Ni,
Grate et al. 2007).

Ein Einfluss von ,,zu transkribierenden miRNAs*“ bzw. ,,zu translatierenden Proteinen‘ konnte
damit, wie zuvor fir die Dbereits translatierten/transkribierten Proteine/miRNAs,

ausgeschlossen werden.
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3.3 NeTT — New Tapasin Transcript

Bei der Betrachtung des Spleilimusters des Tapasintranskriptes kam es zu keinen zusétzlichen
oder fehlenden Banden (Transkriptvarianten) wihrend der Infektion. Stattdessen konnten die
Befunde eines neuen Tapasintranskriptes (New Tapasin Transcript — NeTT) reproduziert
werden und mittels optimierten Primern eine erhdhte Transkriptimenge (Abbildung 12) fiir
dieses Transkript wihrend der Infektion festgestellt werden (Beutler, Hauka ez al. 2013).

Das alternativ gespleiite Transkript besall Eigenschaften, die die Regulation der Entstehung
dieses Transkriptes und die Funktion des Proteins besonders interessant machten. Durch
Verlust des dritten Exons ist NeTT genau 261 Nukleotide kiirzer und damit im gleichen
Leserahmen wie Tapasin translatierbar. Des Weiteren fehlt die Interaktionsregion mit ERp57
(Dong, Wearsch et al. 2009). Die essenzielle kovalente Bindung von Tapasin an ERp57
(Dick, Bangia et al. 2002) ist damit fiir NeTT nicht moglich. Wihrend ein Grofiteil des
Tapasin-Proteins in NeTT erhalten bleibt, wie etwa der C-terminale Teil und damit auch der
Transmembran- beziehungsweise Cytosolbereich, fehlt die Moglichkeit mit ERp57 zu
interagieren. Damit einhergehend bestand die Hypothese, dass NeTT nicht nur nicht zur
Stabilitdit des PLCs tiiber die ERpS57 Interaktion beitrdgt, sondern sogar die Stabilitdt
reduzieren kann.

Die Tatsache, dass das NeTT-Transkript zum ersten Mal in infizierten Zellen entdeckt werden
konnte, warf in der Konsequenz die Frage auf, ob HCMV NeTT benutzt, um die Stabilitit des
PLCs sowie die Antigenprédsentation weiter zu inhibieren. Kohdrent mit dieser Idee zeigte
sich, dass sich das Verhdltnis von NeTT/Tapasin wihrend der Infektion zu Gunsten von
NeTT verschiebt. Abhidngig vom Zeitpunkt der Infektionsdauer kann der Anteil von 1% in
uninfizierten auf 7,5% in infizierten Zellen ansteigen. Zudem wurde mittels IP bestétigt, dass
keine bzw. nur eine geringe Interaktion zwischen NeTT und ERp57 stattfindet. Die doch
minimale Interaktion ist mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auf die Stochiometrie des PLCs
und eine indirekte Interaktion iiber Tapasin zuriickzufithren. Im PLC wurde ein Verhiltnis
von einem TAP-Transporter zu je zwei Tapasinmolekiilen vorgeschlagen (Beutler, Hauka et
al. 2013, Hulpke, Tomioka et al. 2012, Leonhardt, Keusekotten et al. 2005, Panter, Jain et al.
2012).

Nachdem das Fehlen der essenziellen, direkten Interaktion von NeTT/ERp57 nachgewiesen
war, galt es, die Auswirkung auf die MHC I Komplexe und damit die Antigenprésentation zu
testen. Ein dominant negativer Effekt auf Tapasin geht von NeTT nicht aus. Betrachtet man

jedoch nur tapasinabhingige MHC Allele (in diesem Fall HLA-B*44:02), ist NeTT nicht in
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der Lage, diese auf die Zelloberfliche zu bringen und reduziert in Anwesenheit von Tapasin

deren Oberfldchenexpression um 50% (Beutler, Hauka et al. 2013).

3.4 Die Entstehung von NeTT und die Rolle von hnRNP-F/H

Um die Entstehung von NeTT zu analysiere, wurden zunichst alle in der Region des dritten
Exon liegenden single nucleotide polymorphisms, kurz SNPs sowie Nukleotidinsertionen und
-deletionen betrachtet (Zusammenfassend: simple nucleotide polymorphisms). Wiirde ein
Polymorphismus (oder mehrere) zu der Entstehung von NeTT fiihren, wire dadurch eventuell
ein Riickschluss auf die Art der Regulation, die in infizierten MRC-5 Zellen zu der
Entstehung von NeTT fiihrt, moglich. Keiner der beiden gefundenen simple nucleotide
polymorphisms (Abbildung 14 und Appendix, Abbildung 39) kann das Entstehen von NeTT
jedoch erkldren. Ein weiterer gefundener seltener SNP (Appendix, Abbildung 39) mit einer
Haufigkeit von 1% (im dort vorliegenden Screening) sorgt fiir die Mutation einer
spleilregulatorischen Sequenz (siehe folgend) und kénnte so eventuell zu einer verstirkten
Transkriptionsrate fiir NeTT fiihren.

Bei der Betrachtung des Spleilakzeptors und -donors des Exon 3 zeigte sich zusitzlich zu
einer geringen Stérke des Spleildonors eine Auffilligkeit im Intronbereich des Splei3donors.
Die Stiarke des Donors wurde mit dem MaxEnt Score
(6.52; http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) bestimmt und die
»tarke* (schwach <7.0, stark >10.0) nach Hiller und Mitarbeitern festgelegt (Hiller, Zhang et
al. 2007). Interessanterweise wurden mit Hilfe der Suchmaschine ESRsearch
(http://esrsearch.tau.ac.il/) in der Intronsequenz hinter dem genannten Speildonor zwei
mogliche Bindestellen fiir SpleiBdonor-verstirkende Proteine gefunden. Dabei handelte es
sich um zwei G-runs, welche von hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) der
Familie F und/oder H gebunden werden konnen, die wiederum in vielen Félle das alternative
Spleiflen regulieren (Garneau, Revil et al. 2005, Jablonski, Buratti et al. 2008, Talukdar, Sen
et al. 2011). In dieser Konstellation, nahe dem Donor und im Intron, werden G-runs als ISEs
(intronic splice enhancers) bezeichnet und konnen die Aktivitét einer Spleifistelle um das 4-
fache erhohen (Schaub, Lopez ef al. 2007, Xiao, Wang et al. 2009).

Zur Analyse der G-runs und deren Regulationspotenzial wurden Minigene, die das Exon 3
und die kompletten oder Teile der angrenzenden Introns 2 und 3 enthalten, generiert (2.3.6).

Diese zeigten in einer ersten Untersuchung gleiche Verhiltnisse von Tapasin/NeTT mRNAs,
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wie sie in humanen MRC-5 Fibroblasten gefunden wurden (nicht gezeigte Daten). Das
Verhiltnis lag in etwa bei 1:100, also 1% NeTT pro Tapasin. Lediglich die absolute Anzahl
von Tapasin- und NeTT-RNA war auf Grund des starken HCMV-Promotors (MIEP) im
Minigen deutlich erhoht. Das Minigen war somit ein addquates Mittel, um die Regulation der
NeTT-Synthese zu untersuchen und spiegelte die endogenen Verhéltnisse wider. Wurden die
beiden G-runs im Intron 3 mutiert, erhohte sich die NeTT-Proteinmenge signifikant
(Abbildung 16). Die Regulation durch G-runs ist fiir NeTT damit eindeutig belegt worden.
Wie zuvor erldutert, konnte die SpleiSiregulation durch die Bindung von hnRNP-F/H an diese
G-runs erfolgen. Wiare HCMYV in der Lage hnRNP-F/H zu regulieren, so dass der Splei3donor
nicht verstirkt wird, konnte das Virus die Transkription von NeTT férdern. Dieses wiirde, wie
zuvor erldutert (3.3), in der Konsequenz zu einer verminderten Antigenprédsentation fithren.
Um dieses zu erreichen, konnte HCMV zum Beispiel die Mengen an hnRNP-F/H-
Transkripten wihrend der Infektion negativ regulieren. Deshalb wurden zundchst die RNA-
Mengen beider Gene untersucht (Abbildung 17A). Im Gegensatz zu den Erwartungen waren
auf RNA-Ebene beide spleiBiregulatorischen Proteine induziert. Dabei zeigten beide eine
dhnliche Kinetik mit einem Maximum an mRNA nach 24 Stunden Infektion (Abbildung
17A). Da diese Analyse mdglicherweise auftretende postranskriptionelle Effekte aufler Acht
lasst und zudem eine hohe Anzahl an hnRNP-F/H Varianten und Isoformen vorkommen,
wurden verschiedene Transkripte, die fiir eine hnRNP-F/H-bedingte Regulation bekannt sind
(Garneau, Revil er al. 2005, Lefave, Squatrito et al. 2011), direkt in die Analyse
eingeschlossen. Tatsdchlich waren die erhaltenen Ergebnisse stimmig mit den induzierten
Mengen an hnRNP-F/H Transkripten wihrend der HCMV Infektion. Die Analyse der
Verhiltnisse von Bcl-xp und Bcl-xg zeigte eine erhdhte Konzentration der pro-apoptotischen
(Bcl-xs) Variante von Bcl-x, welche durch hnRNP-F/H Bindung entsteht.

Das IG20 Transkript, welches das pro-apoptotische death-domain adaptor protein Insuloma-
Glucagonoma protein 20 kodiert, kann ebenfalls durch den Einfluss und die Bindung von
hnRNP-H alternativ gespleifit werden und das anti-apoptotische MAP-kinase activating death
domain protein (MADD/DENN) kodieren (Lefave, Squatrito et al. 2011). In der
Infektionskinetik verschob sich fiir diese beiden Transkripte das Verhiltnis zu Gunsten des
anti-apoptotischen (Abbildung 17B). Aus der Sicht von HCMV kénnte diese Regulation von
Vorteil sein, da so die Apoptoseinduktion vermindert wird und die Virusreplikation erhalten
werden kann. Jedoch bleibt gleichzeitig die Induktion der pro-apoptotischen Bcl-x-Variante.
Uber die erhdhten Transkriptmengen von hnRNP-F/H scheint somit eine, hier nicht eindeutig

zu kldrende, Beeinflussung der Apoptose moglich.
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NeTT kann durch die hnRNP-F/H-Bindung (bei normaler Expression) entstehen, doch scheint
dieses nicht der Grund zu sein, warum NeTT im Verhéltnis zu Tapasin wiahrend der Infektion
in erhohtem MaBe vorliegt. Die Frage, wie es zu diesen erhdhten NeTT-Mengen kommit,
bleibt abschlieBend noch offen und bedarf eventuell der Analyse weiterer

spleiBregulatorischer Sequenzen der pri-mRNA.

Wie oben beschrieben, korrelieren die Verhéltnisse der endogenen und exogenen/transienten
Transkriptmengen von Tapasin/NeTT stark. Da weiterhin die umgebenden Intronsequenzen,
also Intron 2 und jeweils die flankierenden 200 Nukleotide von Intron 3, im Minigen
vorhanden sind, bleibt die aus dem Intron 3 ausgeschnittene ca. 7 kB groBBe Sequenz als
moglicherweise regulatorischer Bereich (wiahrend der Infektion). Auch das artifizielle 3’UTR
und das Poly-Adenylierungssignal des Minigens kénnen zu einem verdnderten, alternativen
Spleiflen beitragen (Lutz and Moreira 2011, Proudfoot 2011). Eine kombinierte Regulation
dieser Faktoren konnte eine mdgliche Erkldrung bieten, wie es in infizierten Zellen zum
verstirkten alternativen Spleilen von NeTT kommen kann. Eine Minigen-Analyse mit der
Kombination aus natiirlichen 3’UTRs und der 7 kB Intronsequenz konnte die Regulation

wahrend der Infektion entschliisseln.

3.5 Repression des Tapasinpromotors wiahrend der HCMV-Infektion

Wie zuvor diskutiert, konnten als Ursache der reduzierten Tapasin-mRNA Menge in
infizierten Zellen bereits verschiedene Regulationsmoglichkeiten ausgeschlossen werden. So
etwa die Nutzung eines alternativen Poly-Adenylierungssignals und damit eines verkiirzten
3’UTRs sowie ein verdndertes Spleilen und ein Abbau durch NMD. Weiterhin wurden keine
Anzeichen fiir die Regulation der mRNA-Halbwertszeit oder eine miRNA-Interferenz
gefunden.

In der Konsequenz blieb eine weitere Moglichkeit; die Repression des Promotors. Um diese
moglichst genau und zunéchst im endogenen Kontext zu analysieren, wurde sich der Methode
der biosynthetischen RNA-Markierung bedient (Dolken, Ruzsics et al. 2008). Diese
ermoglicht es, im Gegensatz zur Betrachtung der Gesamt-RNA Menge, in einem wihlbaren
Zeitfenster ausschlieBlich neusynthetisierte RNA zu analysieren. Dabei ergibt sich &hnlich
einer Reportergenanalyse die Moglichkeit, eine Aussage iiber die Transkriptionsrate eines
Gens zu treffen, dieses aber endogen und nicht im ektopischen System. Ein weiterer Vorteil

ergibt sich aus der verhéltnismidBig kurzen Zeit der Behandlung, so dass eine Kinetik mit

92



Diskussion

Zeitfenstern von einer Stunde moglich ist. Wie aus der Analyse der Gesamt-RNA abgeleitet
(Abbildung 4), schien es sich bei der Repression um eine friihe Regulation zu handeln und
entsprechend galt es, diesen Zeitpunkt zwischen 1 und 24 Stunden nach Infektion genauer zu
betrachten. Zusammen mit der Analyse der neusynthetisierten RNA in der qPCR ergibt sich
eine Methode zur Analyse der Promotoraktivitét, im Folgenden Transkriptionsrate bezeichnet.
Diese ldsst zusammen mit den vorherigen Analysen eine Aussage iiber die Promotoraktivitat
von Tapasin zu. Denn erst die Voranalysen liefen ausschlieen, dass sich weitere Faktoren
auf die analysierte Neusynthese auswirken.

Die hohe Sensitivitdt dieser Methode erlaubte nicht nur detaillierte Ergebnisse der
Transkriptionsrate, sondern wurde ebenfalls zur diffizilen Bestimmung des Einflusses der
Infektionsdosis auf die Promotoraktivititen genutzt (2.4.3). So konnten die einzelnen
Unterschiede in der Regulation bei stetig steigender Infektionsdosis (MOI) in der qPCR 6
Stunden (MOI 0,8 bis 10) beziehungsweise 24 Stunden (MOI 0,1 bis 10) nach Infektion
nachgewiesen werden.

Tatséchlich ergab sich auch auf der Ebene der Neusynthese eine selektive Regulation von
Tapasin. Dieses wird in zwei Wellen, einmal frith und einmal spét in der Infektion, deutlich.
Vergleicht man die Transkriptionsraten von Tapasin mit der von TAP1 und TAP2, wird zu
frithen Zeitpunkten der Unterschied zwischen Tapasin und TAP2 zu TAPI1 erkennbar. Im
Gegensatz zu TAP1 waren TAP2 und Tapasin nur marginal induziert und scheinen generell
eine andere (die Induktion und damit mdgliche Transkriptionsfaktorbindestellen betreffend)
Promotorkonstitution zu besitzen. Startend 24 Stunden nach Infektion und folgend fiir die
restliche Infektionsdauer war die Transkriptionsrate von Tapasin stark reduziert und damit
auch gegeniiber TAP2 differenziell. In der frithen Infektion fehlt dem Tapasin wie auch dem
TAP2 Promotor die Moglichkeit, induziert zu werden. Es scheint naheliegend, dass eine
eventuelle Ahnlichkeit der Transkriptionsfaktor-Bindestellen in beiden Promotoren vorliegt
und einen Ursprung fiir diese Regulation anzeigen konnte. Tatsdchlich ergab sich eine
dhnliche Konstitution am 3’Ende der Promotoren. Dort finden sich iiberlappend
Bindesequenzen (beziehungsweise Elemente) fiir: IRF-1/2 (interferon regulatory factor-1/2),
ISRE (Interferon stimulated response element) und PRDMI1 (PR domain containing 1). Wie
bereits in eigenen Vorarbeiten gefunden sowie mittels neuer Methodik (stabiles
Reportergenassay, Abbildung 29) verifiziert, ist eine Regulation des Tapasinpromotors durch
PRDM1 wihrend der Infektion jedoch unwahrscheinlich. Eine ausschlieBlich sehr friihe
Regulation durch PRDM1, welche fiir die verminderte Induktion verantwortlich zeichnen

konnte, war ebenfalls nicht nachweisbar. Auch scheint die Moglichkeit, dass die geringe
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Induktion einer Art frilhen Repression gleichkommt, gerade durch den Vergleich mit dem
Verlauf der TAP2 (dort fehlt die spdtere Repression) Transkription, nicht gegeben. Eine
Repression des Promotors wihrend der Infektion, also eine geringere Transkriptionsrate als in
nicht-infizierten Zellen zu spiteren Zeitpunkten, ist ausschlielich fiir Tapasin gegeben. Nach
Analyse aller gezeigten Bestandteile des PLCs (Abbildung 20) bestitigte sich die selektive
Regulation von Tapasin (Halenius, Hauka et al. 2011).

Diese unterschiedliche Regulation iiberrascht bei einem Blick auf die genomische Situation
der PLC-Komponenten nur wenig. Tapasin gehort dem erweiterten MHC Klasse II-Lokus an
und liegt in groBer Entfernung zu den MHC Klasse I Genen (wie etwa HLA-B), aber auch die
Distanz zu den MHC Klasse II Genen (TAP1/2) ist grol (Horton, Wilming et al. 2004).
Interessanterweise kann die Expression eines Clusters mehrerer MHC Klasse 1I-Gene (ohne
Tapasin) gezielt durch nur einen Transkriptionsfaktor (CIITA, class II major
histocompatibility complex transactivator) kontrolliert werden (Steimle, Siegrist et al. 1994).
So wire es denkbar, dass es auch in dem hier betrachteten Teil des erweiterten
MHC Klasse II-Lokus zu einer solchen Regulation eines Clusters (von Tapasin und seinen
genomischen Nachbargenen) kommt. Nachweislich bilden dort zusammen mit Tapasin sieben
Gene ein Cluster (Herberg, Beck et al. 1998). Auf Grund von zwei direkten Nachbargenen
Tapasins scheint besonders fiir HCMV eine gemeinschaftliche negative Regulation dieses
Clusters interessant. Downstream und in gleicher Orientierung wie Tapasin ist Rgl2 kodiert
(ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 2). Diesem Protein der Familie der
kleinen GTPasen wurde nicht nur eine Rolle in Tumoren zugeordnet, sondern es wird auch als
Teil der Signalkaskade zur Immunantwort viraler Infektionen diskutiert (Hershkovitz, Gross
et al. 2011). Eine gemeinschaftliche (negative) Regulation von Tapasin und Rgl2 konnte
dementsprechend zu einer Win-Win-Situation fiir HCMV fiihren. Dieses konnten die Daten
der Gesamt-RNA und/oder Neusynthese von RNA allerdings nicht bestétigen, stattdessen war
der Promotor von Rgl2 im Verlauf der Infektion immer stirker aktiv (Abbildung 23). Ein
weiterer Nachbar ist Daxx (death-domain associated protein), welcher (als Protein) die
Aktivitit des HCMV IE-Promotor (MIEP) reduzieren kann und von HCMYV selbst degradiert
wird (Cantrell and Bresnahan 2005, Hwang and Kalejta 2007, Preston and Nicholl 2006,
Saffert and Kalejta 2006, Woodhall, Groves et al. 2006). Um beide Proteine, Tapasin und
Daxx, mit ihren antiviralen Funktionen in ihrer Expression negativ zu beeinflussen, wiirde
auch hier eine gemeinsame Regulation auf Transkriptionsebene Sinn ergeben, aber auch bei
Daxx, welches in selber Orientierung upstream von Tapasin kodiert ist, liegt keine

korrelierende Transkriptionsrate vor. Daxx war wéhrend der Infektion stabil transkribiert und
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zeigte in der Transkriptionsrate nahezu keinen Unterschied zu der des Haushaltsgens
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Ein weiteres Haushaltsgen, das
ribosomale Protein 18S (Rpsl8), liegt ebenfalls in direkter Nachbarschaft von Tapasin,
downstream und in umgekehrter Orientierung kodiert. Die mutmalBliche Interaktion mit der
Initiation der Translationsmaschinerie (nach http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6222) liel
eine Regulation wihrend der Infektion unwahrscheinlich erscheinen. Tatsdchlich war die
Transkriptionsrate wihrend der Infektion konstant. Schlussendlich zeigt sich fiir die
genomische Umgebung, genauso wie fiir die Gruppe der PLC-Proteine, eine deutlich selektive
Regulation von Tapasin widhrend der HCMV-Infektion. Diese selektive Regulation von
Tapasin auf transkriptioneller Ebene konnte fir HCMV zum ersten Mal gezeigt werden
(Halenius, Hauka et al. 2011).

Einen weiteren Faktor fiir die Transkriptionsregulation bildet der Zustand des Chromatins am
Promotor. Ist das Chromatin ,gedffnet“ (etwa acetyliert) konnen dort leicht
Transkriptionsfaktoren binden und regulativ aktiv werden. Die beste Methode, dieses zu
untersuchen, ist die Chromatin-Immunprézipitation, kurz ChIP. Hier dient wiederum die
Acetylierung des Histon 3 (H3, Lysin 9) als sicheres Zeichen fiir geo6ffnete
Chromatinstrukturen in denen Transkriptionsfaktoren binden konnen (Mizzen and Allis
1998). In der Immunprizipitation des Tapasinpromotors ergab sich eine stetige H3-
Acetylierung und zeigte damit die Zugénglichkeit des Tapasinpromotors fiir
Transkriptionsfaktoren an (Abbildung 25). Die Acetylierung konnte ebenfalls fiir das TAP1
und HLA-B Gen beobachtet werden (nicht gezeigt).

Dieser Phéanotyp konnte mit Publikationen einhergehen, nach denen eine starke Acetylierung
HCMV-Genom-gebundener Histone zwischen 24 und 72 Stunden nach Infektion beobachtet
wurde (Cuevas-Bennett and Shenk 2008) und erdffnet folgende Theorie. Wiirde die induzierte
Acetylierung generell auch fiir zellulires Chromatin (wie hier teilweise gefunden) erfolgen,
misste HCMYV stark in die Kontrolle des Chromatin-Zustandes eingreifen. Der Grund fiir eine
solche HCMV-Regulation konnte in der Notwendigkeit liegen, die Methylierung und damit
transkriptionelle Stilllegung des HCMV-Genoms zu unterbinden (Murphy, Fischle et al.
2002). Denn schon lédnger galt eine Methylierung von Histonen als eine erste ,,Jmmunantwort*
gegen fremde DNA (Doerfler 1991). Im Falle von HCMV konnte diese Modulation jedoch
nicht nur fiir die Transkription wichtig sein, es ist wahrscheinlich, dass das Verpacken der
viralen DNA ebenfalls ein offenes, mit acetylierten Histonen verkniipftes Genom bendtigt
(Cuevas-Bennett and Shenk 2008). Auf Grund der essenziellen Hyperacetylierung der Histone

am HCMV Genom und damit zwangslaufig auch zelluldren Histonen (welches wihrend der
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Infektionskinetik detektiert wurde) wird es umso deutlicher, dass damit andere Regulationen
notwendig wiirden. Aktives Chromatin an immunrelevanten Genen und ihren Promotoren
konnte HCMV durch die aktive Repression der Transkription ausgleichen.

Dieses gilt zwangsldufig auch fiir den Tapasinpromotor. Dass dieses HCMV dort tatsdchlich
gelingt, zeigen die Daten der RNA-Polymerase ChIP nach 72 Stunden Infektion (dort war
nahezu keine Polymerase nachweisbar, obwohl eine maximale Histonacetylierung erreicht
war (Abbildung 25 und 26)) und die stark reduzierte Transkriptionsrate (Abbildung 20). Eine
geringe Induzierbarkeit war dagegen etwa fiir die positiven Stimuli wie TNFa, IFNy oder
UV-inaktivertes Virus erkennbar. Wie bereits durch die Neusyntheserate begriindet, zeigen
sich zwei Regulationen am Tapasinpromotor. Eine marginale Induktion in der sehr frithen
Infektion (4 Stunden) sowie der folgende Abfall nach 8 Stunden waren hier (ChIP)
reproduzierbar (Abbildung 26).

Die mock-dhnlichen Polymerase II Konzentrationen nach 24 und 48 Stunden koénnten von
pausierender, also nicht aktiver Polymerase herzuriihren. Eine solche Pause riickt aktuell
immer weiter in den Fokus von Promotoruntersuchungen und der Transkriptionsregulation
(Adelman and Lis 2012). Da diese Polymerase also nicht zwangsldufig gleichbedeutend mit
einer aktiven Transkription ist, konnte die Préizipitation (ChIP) eine reduzierte
Transkriptionsaktivitdt auf Grund einer Polymerase-Pausierung anzeigen.

Die geringe bis teilweise nicht nachweisbare Prézipitation von acetyliertem H3 und
Polymerase II an promotorfernen Exon-/Intronbereichen war erwartet worden. Wie die
gesammelten High-throughput Daten verschiedenster ChIP-Sequenzierungs Analysen in der
Sammlung des Genome Browsers der University of California Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu/index.html) zeigen, ist in diesen Bereichen eine Prizipitation von
acetylierten Histonen nicht und fiir die Polymerase II nur minimal moéglich (Appendix,
Abbildung 46 und 48) (Lee and Shilatifard 2007). Die Problematik, die Polymerase II in
promotorfernen Genbereichen zu prézipitieren, ist aus verschiedenen anderen Genen bekannt
und in den ausgewidhlten Publikationen exemplarisch fiir verschiedene Zelllinien und
Methoden gezeigt (Fullwood, Han et al. 2010, Fullwood, Liu et al. 2009, Johnson, Mortazavi
et al. 2007, Li, Fullwood et al. 2010).
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3.6 Der Tapasinpromotor und HCMV-vermittelte Transaktivierungen

Nachdem die Analyse der RNA-Neusynthese eine Inhibition der Transkription von Tapasin in
HCMV-infizierten Zellen eindeutig gezeigt hatte und, wie oben beschrieben, die
Chromatinstruktur am Tapasinpromotor wihrend der HCMV-Infektion die Bindung von
Transkriptionsfaktoren —unterstiitzt, lag die Vermutung nah, dass wihrend der
HCMYV-Infektion;

1) ein negativer Faktor an eine Sequenz des Tapasinpromotors dirigiert wird oder

2) ein bereits an eine Sequenz des Tapasinpromotors gebundener, positiver Faktor wihrend
der Infektion negativ beeinflusst wird.

Um den genauen Ort (die Zielsequenz) der HCMV-Inhibition zu finden, wurden die
785 Nukleotide vor dem Tapasin-ATG in einem stabilen Reportergenassay untersucht (in
Anlehnung an die von Herrmann und Mitarbeitern festgelegte Lénge des murinen
Tapasinpromotors (Herrmann, Trowsdale ez al. 2003)).

Zur Analyse der Funktionalitdt des Promotors und um die oben genannte Sequenz enger
einzugrenzen, wurden 5°- und 3°‘-Verkiirzungsmutanten konstruiert, denen so sukzessive
Transkriptionsfaktor-Bindestellen entfernt wurden. Die sezernierte alkalische Phosphatase
diente als Reporter und ermdglichte es nach Transfektion und Uberinfektion eine fortlaufende
Infektionskinetik zu messen. Bei ersten Versuchen (siehe 2.2, beziiglich eigener Vorarbeiten)
und deren Reproduktion (Abbildung 28) ergab sich auf Grund einer starken Transaktivierung
der Reporterplasmide wihrend der Infektion die Uberlegung, den zuvor transient
durchgefiihrten Assay zu modifizieren, zwecks Etablierung eines Assays mit stabil
integriertem Reporter. Besonders in Anbetracht der zuvor gefiihrten Diskussion zur
H3-Acetylierung wéihrend der HCMV-Infektion lieen eigene Beobachtung darauf schliefen,
dass die Expression von ektopischen Plasmiden in priméren Fibroblasten durch einen
intrinsischen Abwehrmechanismus (moglicherweise durch Histon-Verkniipfung und
-Methylierung (Riu, Chen et al. 2007)) inhibiert wird. Durch die HCMV-Infektion scheint
dieser Effekt nicht mehr aufzutreten und eine sehr starke Induktion der ektopischen
Expression konnte detektiert werden. Alle bisher untersuchten Sequenzen waren durch die
Infektion induziert worden (Abbildung 28). Daher sollte ein Reporterassay etabliert werden,
welcher nicht als ektopisch oder fremd von der Zelle betrachtet wird, sondern im Genom
integriert ist und zusitzlich eine physiologischere ,,Reportergendosis® ermoglicht als ein

transientes System.
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3.7 Ein stabil integrierter Reportergenassay

Im Rahmen der Planung der lentiviralen Transduktion wurde der Reportergenassay noch
weiter verdndert (Abbildung 29). Im transienten System wurde mittels der Kotransfektion
eines Luciferasevektors (inklusive Kontrollpromotor) zum Ende des Experimentes die
Transfektionseffizienz bestimmt und musste gegebenenfalls verrechnet werden. Eine
Kontrolltransduktion oder eine Effizienzkontrolle mittels eGFP (enhanced green fluorescence
protein) wurde im stabilen System durch die Nutzung eines Selektionsmarkers umgangen.
Dazu diente die cDNA der Puromycin N-Acetyltransferase (fortan PuroR fiir Puromycin
Resistenzgen), welche autark vom eigentlichen Reportersystem exprimiert wird. Dies wurde
durch die eigens entwickelte GIP-Kassette (GAPDH-Promotor, IRES (internal ribosomal
entry site und PuroR), die abwirts des Reportersystems kodiert liegt, erreicht. Der GAPDH-
Promotor sorgt fiir eine stabile Transkription des PuroR-Gens, unabhéngig von der Stédrke des
zu untersuchenden Promotors. Vorteilhafterweise ist so auch die Kontrolle gegen ein
Reportergen ohne Promotorsequenz moglich. Ein zusitzlicher Benefit der so erhaltenen
polyklonalen Zellkultur bildet die Vielzahl an unterschiedlichen (aber dhnlichen, beziiglich
der Aktivitdt) Integrationsorten (Lim 2012). So werden Einfliisse, die durch nur wenige
solcher Orte auf die Expression gegeben wiren, statistisch vernachlissigbar. Alle Bestandteile
der lentiviralen Vektoren, die integriert werden sollten, wurden so konstruiert, dass kein
unterbrechendes PolyA-Signal zum Abbruch bei der Synthese der lentiviralen RNA fiihrte.
Damit konnte sichergestellt werden, dass die gesamte Reportergen-Kassette integriert wurde.
Die Funktionalitidt des integrierten Reportergensystems wurde anhand des starken B.m-
Promotors in U373 Zellen gezeigt (Abbildung 30).

Bei der Auswahl der in den Experimenten zu wéhlenden Zelllinien wurden zundchst HCMV
permissive immortalisierte Zelllinien ausgewéhlt, darunter RPE (retinal pigment epithelial)
Epithelzellen, U373 (Glioblastom Zellen) Astrozyten und ILN7 Zellen (Hautfibroblasten).
Primidre MRC-5 Fibroblasten, welche in den vorherigen Analysen genutzt wurden, eigneten
sich allerdings am besten und waren somit fiir die Analyse der Effekte einer HCMV-Infektion
der Gold-Standard fiir den integrierten Reportergenassay. Durch die Nutzung relativ niedriger
Zellpassagen konnten die priméren Fibroblasten fiir diesen Assay problemfrei genutzt werden.
Das Reportergen ohne Promotor war durch die Behandlung mit IFNy/TNFa nicht beeinflusst
und zeigte dort dieselbe Phosphataseexpression wie in unbehandelten Zellen. Wéhrend der
HCMV-Infektion ergab sich eine konstante Expression der Phosphatase und keine

Akkumulation wie in unbehandelten Zellen. Dies kann auf den Wachstumsstopp der Zellen
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durch die HCMV-Infektion zuriickgefiihrt werden (Jault, Jault et al. 1995, Lu and Shenk
1996). Die Akkumulation der Phosphatase wird fiir diese Kontrolle somit durch den relativen
Verlust an Expression durch fehlende Zellvermehrung wéhrend der HCMV-Infektion
ausgeglichen, so dass die Messwerte liber die gesamte Kinetik konstant bleiben. In allen
weiteren Experimenten wurde von diesem Zeitpunkt an die Konzentration an FCS reduziert
(von 10% auf 3% FCS), um die Vermehrung der Zellen (ohne Infektion) zu vermindern.
Folglich fiel die Phosphatase-Akkumulation in den unbehandelten Zellen (bei 3% FCS)
deutlich geringer aus, so dass in den darauf folgenden Verrechnungen von infizierten zu
[FNy-stimulierten oder unbehandelten Zellen kein Unterschied erkennbar war (fiir das
Reportergen ohne Promotor). Die Phosphataseexpression des Tapasinpromotors korrelierte
unter den neuen Konditionen mit den Ergebnissen der endogenen RNA-Analyse und legte

damit die authentische Wiedergabe des Assays dar.

3.8 Die Lokalisation der regulatorischen Sequenz

Nachdem mit dem Reportergenassay Daten gewonnen waren, die der mRNA-Neusynthese
entsprachen und damit durch den Assay die Moglichkeit zur Lokalisation der regulatorischen
Sequenz gegeben war, wurden zunéchst 5Verkiirzungen (5’ Verkiirzungen 1 bis 5, 5° V1-5)
des Tapasinpromotors analysiert (Abbildung 33B).

In der ersten Verkiirzung des Tapasinpromotors (5°V1) wurden zwei mdgliche Bindestellen
fiir IFNy induzierte Transkriptionsfaktoren entfernt. Diese GAS (gamma-interferon activated
site)-Sequenzen werden von STATs (STAT1/3, Transducers and Activators of Transcription)
gebunden, die bereits in der Zelle vorliegen, also nicht mehr exprimiert werden miissen,
sondern lediglich aktiviert und an die GAS-Sequenzen dirigiert werden konnen. Diese
schnelle Induktion durch IFNy war, wie erwartet, in dieser Verkiirzungsmutante nicht mehr
gegeben. Untersuchungen zur Tapasintranskription in Maus-Zellen haben gezeigt, dass die
Induktion von Tapasin hauptsédchlich durch sekundére Faktoren (IRF-1, interferon responsive
factor-1) geschieht und die direkte (frithe) Stimulation nur etwa 20% der totalen Induktion
ausmacht (Abarca-Heidemann, Friederichs ef al. 2002). Wiren die Daten auf den humanen
Promotor iibertragbar, wiirde dieses dafiir sprechen, dass die frithe Induktion iiber diesen
Bereich des Promotors erfolgt, da nur hier (bei der 5°V1) die friihe Induktion fehlt, aber die
spite vorhanden ist. Responsive Elemente der spéten Induktion wie etwa ISRE (interferon

stimulated response element) oder IRF-Elemente liegen im proximalsten Teil des Promotors
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kurz vor dem ATG. Ahnlich der Stimulation mit IFNy kann eine Induktion {iber den TLR-
Signalweg (toll-like receptor signalling) und/oder IFNa,f ausgelost/erreicht werden (Noppert,
Fitzgerald et al. 2007). Fehlt jedoch die in 5°V1 entfernte Sequenz, sollte dieses Signal keinen
Einfluss auf den Promotor nehmen und die frithe Induktion ausbleiben.

Tatsachlich war bei dieser Verkiirzung (5°V1) eine sehr friilhe Reduktion der SEAP-
Expression durch HCMV deutlich dominanter ausgeprégt als fiir den wildtypischen Promotor.
Diese frithe, minimale positive Stimulation (des wildtypischen Promotors) war durch Daten
aus den RNA-Neusynthese Analysen zu frilhen Infektionszeiten bekannt (Abbildung 20).
Durch sie war auBlerdem die nur leichte Reduktion der Phosphatasemenge 24 Stunden nach
Infektion erkldrbar, da zunédchst die Phosphataseexpression induziert wird und sich die
Inhibition erst spdter auf die Phosphatasemenge auswirkt.

Die 5°V2 besitzt lediglich 29 Nukleotide weniger als die 5°V1, dabei sind die
Konsensussequenzen einer Mzfl- (myeloid zinc finger 1) und einer direkt darauf folgenden
NF-kB- (nuclear factor NF-kappa-B) Bindestelle entfernt worden. Einhergehend damit war
die IFNy Induktion nicht wesentlich verdndert zur vorherigen Verkiirzung und bildete eine
Art Intermediat aus wildtypischem Promotor und erster Verkiirzung (5°V1).
Interessanterweise ist die Reduktion der Expression wéihrend der HCMV-Infektion dagegen
nahezu komplett aufgehoben und die Expression liegt auf der Ebene nicht-infizierter Zellen.
Eine weitere Sequenzentfernung im Promotor (5’°V3) fiihrte zu einer reduzierten IFNy
Induzierbarkeit, wiahrend auch fiir diese Verkiirzung keine Regulation durch HCMV zu
beobachten war. Auch alle weiteren Verkiirzungen (5°V4-5) wurden wihrend der HCMV-
Infektion nicht mehr negativ reguliert.

Scheinbar hat das Virus nach Entfernung der 29 Nukleotide (5°V1 zu V2) keine Moglichkeit
mehr die Aktivitdt zu reduzieren. Es ist bemerkenswert, dass die generellen Aktivititen der
Verkiirzungen 5°V2 und V3 in mock-Zellen deutlich reduziert war (Abbildung 51, Appendix),
die Phosphatasemessung jedoch oberhalb der Nachweisgrenze blieb. Es ist daher denkbar,
dass die entfernten Nukleotide sowohl fiir die konstitutive Aktivitit verantwortlich sind als
auch zugleich den Ort der Repression durch HCMV bilden. Wire dieses zutreffend, ldge die
Angriffsstelle von HCMV am Tapasinpromotor in einem Sequenzabschnitt des Promotors,
der folgend (3.9) als fokussierter Teil des Kernpromotors diskutiert wird und letztlich den Ort
bildet, an dem die Transkription hauptséchlich initiiert zu werden scheint (Abbildung 37).
Wie erwihnt, fehlen der 5°V2 im Vergleich zur 5’V1 nur 29 Nukleotide inklusive einer
NF-kB-Bindestelle. Generell spricht man von NF-kB als stimulierenden Transkriptionsfaktor

und meint damit das p50/p65 Heterodimer (Zhong, May et al. 2002). Der aktivierende Faktor
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ist dabei phosphoryliertes p65, welches das p50/p50 Homodimer (inaktivatorisch) auflost und
in das aktivatorische Heterodimer verwandelt. Gezeigt wurde, dass an inaktiven Promotoren
ein p50/p50-Homodimer vorkommt, das weitere Proteine binden kann, vermutlich zur
Rekrutierung von HDACs (Histon Deacetylasen) und damit zu inaktiven Chromatinstrukturen
filhrt (Zhong, May et al. 2002). Eines dieser weiteren Proteine ist IkBNS, welches IL-10
induziert ist und p50/p50 Homodimere stabilisiert (Driessler, Venstrom et al. 2004, Ghosh
and Hayden 2008).

HCMV exprimiert ein virales IL-10 (Kotenko, Saccani et al. 2000), welches die
Signalkaskade zur Aktivierung von IkBNS induzieren konnte. EBV (Epstein Barr Virus), ein
weiteres Herpesvirus, exprimiert das sogenannte latent membrane protein 1 (kurz Lmpl) und
induziert die Produktion von p50, was zu erhdhten Mengen von p50/p50-Homodimeren fiihrt.
Dieses bewirkt aktiv die Reduktion der Promotoraktivitit eines zelluldren Gens (Wu, Chow et
al. 2011). Die Induktion von p50 und p65 in der HCMV Infektion ist hinlédnglich bekannt
(Khan, Coaquette et al. 2009, Kowalik, Wing et al. 1993, Yurochko, Kowalik et al. 1995).
Zusammengenommen werfen die Effekte von HCMV und dem Herpesvirus EBV die Frage
auf, ob HCMV durch p50/p50 Homodimere (und/oder deren Stabilisierung) den
Tapasinpromotor inhibieren kann.

Um diese Hypothese zu priifen, wurde nach einer Methode gesucht, eine mogliche p50/p50
Homodimerbindung an den Tapasinpromotor zu verhindern. Eine Aufschliisselung der
Bindung von p50, p65 oder c-Rel lieferte die Analyse von Kunsch und Mitarbeitern (Kunsch,
Ruben ef al. 1992). Zieht man die entscheidende Sequenz des Tapasinpromotors in Betracht
(GGAAATTCCC) und vergleicht diese nur mit den Konsensussequenzen fiir p5SO und p65,
zeigt sich, dass p50 und p65 mit identischer Wahrscheinlichkeit binden konnen. Eine
Mutation, welche selektiv die Bindung von p50 verhindert, hitte somit automatisch eine
artifizielle, verstirkte Bindung von p65 ermoglicht. Es hitte somit keine Aussage getroffen
werden konnen, ob durch die Verhinderung der p50 Bindung eine negative Beeinflussung
entfernt wurde oder durch die zwangsldufige p65 Bindung ein positiver Einfluss hinzukam.
Daher wurde mit vier Punktmutationen die komplette NF-kB-Konsensussequenz entfernt.
Durch diese Mutation @nderte sich die Regulation wihrend der HCMV-Infektion jedoch nicht.
Experimente mittels eines p50 siRNA-Knockdowns in HCMV-infizierten Zellen zeigten
kongruent dazu keine verminderte Reduktion der Tapasinexpression (nicht gezeigte Daten).
Zusammen mit Daten zur PRDM1 Mutation (aus Arbeiten im transienten System, welche

durch Daten des stabilen Systems bestitigt wurden), durch die es ebenfalls zu keiner
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verdanderten Regulation kam, zeigte sich die HCMV-Regulation am Tapasinpromotor
unabhédngig von den Transkriptionsfaktoren NF-kB und PRDM1.

Eine Regulation iiber die in 5°V2 entfernten 29 Nukleotide war evident, da sich die
HCMV-Infektion ohne einen Einfluss auf die weiteren Verkiirzungsmutanten 5°V4 und V5
(Abbildung 33) zeigte. Zudem konnte, wie zuvor erwihnt, die dortige NF-kB-Bindestelle als
regulative Sequenz wihrend der HCMV-Infektion ausgeschlossen werden. Dadurch riickt
eine Mzfl-Bindestelle, welche ebenfalls in den negativ regulierte 29 Nukleotiden vorhanden
ist, zwangsldufig in den Fokus der Regulation. Kiirzlich konnte in MCMV (murines
Cytomegalovirus) -infizierten Mausfibroblasten gezeigt werden, dass die meisten
Mzfl-abhingigen Promotoren wéihrend der MCMV-Infektion inhibiert sind (Marcinowski,
Lidschreiber et al. 2012). Beim Vergleich des humanen Tapasinpromotors mit dem der Maus
zeigte sich, dass die (entsprechende) Sequenz der Mzfl-Bindestelle im murinen
Tapasinpromotor teilweise fehlt (Abbildung 44 und 45, Appendix). Interessanterweise
konnten bisher keine Hinweise auf eine Regulation der Tapasinexpression in der
MCMV-Infektion gefunden werden. Kombiniert mit dem im wunteren Abschnitt
vorgeschlagenen Modell (3.9) konnte HCMV iiber die Regulation von Mzfl direkt auf den
zuvor erwahnten fokussierten Teil des Kernpromotors (siehe 3.9), welcher in 3’-Richtung mit
der Mzfl-Bindestelle zu beginnen scheint, zugreifen. Dieses wiirde die starke und auch
selektive Regulation des Tapasinpromotors durch HCMV erklaren. Zur besseren
Veranschaulichung dieses Mechanismus muss jedoch zuerst der Promotor in seiner Funktion

per se, mitsamt den regulatorischen Elementen analysiert und diskutiert werden.

3.9 Modell des Tapasinpromotors

Neben der Suche nach der Sequenz, mittels welcher HCMV den Tapasinpromotor inhibiert,
galt es ebenfalls den Promotor und seine Bindestellen zu charakterisieren. Auf Grund der
bisher nur geringen Informationen iiber den humanen Tapasinpromotor war ein
grundlegendes Verstindnis des Promotors ndtig, damit die Effekte wihrend der HCMV-
Infektion entschliisselt werden konnten. Um dieses zu erreichen, wurde die Aktivitdt der
verschiedenen Verkiirzungen sowie der punktmutierten Promotoren verglichen.

Wie gezeigt, ist die Integrationsrate der jeweiligen Reportergene mit ihren
Promotorkonstrukten leicht fluktuierend (Abbildung 43, Appendix), so dass die in Abbildung

35 gegebenen Aktivitdtsindices (in %) nur Tendenzen wiedergeben. Zu dem sind in einzelnen
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Werten unterschiedliche Transduktionen, Experimente und Zelldichten enthalten. Einen
Standard als Abgleich festzulegen, war fiir diese Rechnung daher nicht moglich. Die
gezeigten Werte sollen ausdriicklich nur einen tendenziellen Eindruck vermitteln. In
Abbildung 36 sind die modellrelevanten Transkriptionsfaktorbindestellen sowie

Transkriptionsstartstellen und zwei stark regulative Elemente gezeigt.

NF-xkB PBX1 PRDM1
. . Mzf1 Mzf1 Mz~ Mzf
Wildtypisch 100%
GCAS GAS p300p300 sp1 NFkB NFkB Mhripo

5'Verkiirzung 1 W—H—{]—‘— 200%
5Verkiirzung 2 -“-.—.-.—{]—{]—‘— 40%
5'Verkiirzung 3 ..—{]—{]—‘— 20%
5*Verkiirzung 4 {j—{]—‘— 1.000%

5Verkiirzung 5 ‘— 3.000%

3Verkiirzung 1 ‘_‘_{:“—._H_{]_ <1%
JVerkiirzung 2 H—{:”—.—..— <1%
3*Verkiirzung 3 H—m—.— 30%
3'Verkiirzung 4 ‘—‘—{j— 500%
3*Verkiirzung 5 ‘_‘_. 300%

ANFxB A — A 10%
APRDM1 ‘—‘—{”—O—H—Q—W— 150%
APRDM1/ANF-xB ‘—‘—%—.—H—{]—%— 250%

Abbildung 35: Ubersicht der Aktivitiiten aller verkiirzten und punktmutierten Promotoren im Verhiltnis
zum wildtypischen Promotor. Die fiir jedes Konstrukt nach 48 Stunden in Zellkultur bestimmten Werte dreier
unabhéngiger Messungen an relativen Lichteinheiten wurden fiir mindestens zwei unterschiedliche Zellpassagen
zusammengefasst und zur Verrechnung genutzt. Die so bestimmten Werte wurden in Verhéltnis zu denen des
wildtypischen Promotors gesetzt und als Prozentzahlen angegeben. Die gegebenen Prozente sind wiederum
Mittelwerte von mindestens zwei Bestimmungen.

Nach Zusammenfassung der Daten aller Verkiirzungsmutanten wird folgendes Modell des
Tapasinpromotors vorgeschlagen (Abbildung 36):

Der fokussierte Teil des Kernpromotors (mit einer dominanten Transkriptionsstartstelle, siche
auch 1.3.1.2) beginnt direkt mit der Mzf1-Bindestelle und reicht bis zum p300-Cluster. Die
weiter downstream verteilt gelegenen drei Transkriptionsstartpunkte (ca. 300 Basenpaare (bp)
vor dem ATQG) bilden zusammen mit der letzten Transkriptionsstartstelle (nahe am ATG) den
dispersen Teil des Kernpromotors (Definition nach 1.3.1.2). Siehe beziiglich der Nutzung der
Transkriptionsstartpunkte auch die Auflistung der Transkripte im Human (Homo sapiens)
Genome Browser Gateway der UCSC (Abbildung 49 und 50 Appendix). Tapasin vereinigt der
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Hypothese nach somit fokussierten und dispersen Kernpromotor zu einem dispersen
Kernpromotor (Carninci, Sandelin et al. 2006, Juven-Gershon, Hsu et al. 2008). In den
Bereich der p300-Bindestellen féllt zudem der Beginn einer CpG-Insel, welche bis ins Exon 3
reicht (CpG Island Promotor Detection, http://pbil.univ-lyonl.fr/cgi-bin/CpGProD _cgi). Die
Lage des dispersen Teils des Kernpromotors stimmt mit Beobachtungen iiberein, dass diese
Art Kernpromotor bevorzugt in CpG-Inseln liegt (Juven-Gershon, Hsu et al. 2006). Die
erwdhnten Startstellen (des dispersen Teils) liegen dabei unter dem Einfluss der einzigen
Transkriptionsstartstelle im fokussierten Bereich des Kernpromotors. Theoretisch sollte die
einzelne Transkriptionsstartstelle im fokussierten Teil des Kernpromotors stark aktiv sein und
die Transkription dominieren, wihrend die schwicheren im dispersen Teil nur minimale

Transkriptmengen induzieren sollten (Juven-Gershon and Kadonaga 2010).

A 700bp 500bp 300bp 100bp

!

@ &
>

Kernpromotor TG
Yin-Box Yang-Box

B 700bp 500bp 300bp 100bp

+

- Mzf1
Transkriptionsfaktoren ‘” v_ATG
MF-«B~p300h300

PRDM1

Abbildung 36: Schematische Darstellung des Tapasin-Kernpromotors und proximaler
Transkriptionsfaktor-Bindestellen. Bei der Skizzierung des Kernpromotors und der Transkriptionsfaktoren ist
die GroBe der Sequenz in bp gegeben. (A) Im Modell des Kernpromotors befinden sich zwei stark regulatorische
Bereiche (Yin/Yang) in Wechselwirkung (Pfeile). Der Bereich downstream des fokussierten Kernpromotors
(Transkriptionsstartstelle in fett) ist negativ (Yin-Box), die Region nah des ATGs (Yang-Box) positiv regulativ.
Transkriptionsstartpunkte liegen in allen Bereichen vor, normalgedruckte gehdren zum dispersen Promotor, der
fett gedruckte zum fokussierten. (B) Unter den analysierten Faktoren hat die PRDMI1 Bindestelle einen
negativen Einfluss (-) auf die Transkriptionsmaschinerie, wéhrend die Kombination von Mzf1/NF-kB/p300/p300
einen positiven Einfluss (+) hat.

Das NF-«xB/p300/p300 Bindestellen-Cluster bildet im Modell aber nicht nur einen Teil des
fokussierten Teils des Kernpromotors, sondern zudem den Start eines hypothetisch stark
negativ regulatorischen Bereiches, hier zur Vereinfachung und auf die Gegensétzlichkeit von
Yin und Yang bezogen, Yin-Box genannt (Abbildung 36A). Die Yin-Box reguliert im Modell
die Transkription stark und ldsst die vorhandene Polymerase II moglicherweise pausieren. Ein
Bereich, welcher den Analysen folgend einen stark positiven Einfluss besitzt, ist der Bereich
nah am ATG. Der Erlduterung oben folgend als hypothetische: Yang-Box skizziert. Beide
Bereiche (Boxen) weisen einen aktivatorischen Gradienten auf, der von distal nach proximal,

bezogen auf die Lokalisation zum ATG, ansteigt. Beide Bereiche interagieren im kompletten
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Promotor miteinander und regulieren diesen so, dass ihre stark gegensitzlichen Aktivitdten im
Gleichgewicht stehen und zu einer kontinuierlich regulierten Transkription fiihren.
Ergebnisse, die dieses Modell stiitzen, sind etwa die erhohte Aktivitit der
Promotorverkiirzungen 5°V4 und V5 mit bis zu 3.000% Aktivitit im Vergleich zum
kompletten Promotor. Diesen Verkiirzungen fehlen die Teile des Kernpromotors, der die
negative Regulation bewirkt (Yin) und sind daher unkontrolliert aktiv (Yang). Dieses
verstirkt die Beobachtung, dass beide Konstrukte (5°V4 und V5) obgleich der Bindestellen
fiir Interferon induzierte Signale nicht stimuliert werden konnen, sie augenscheinlich bereits
die hochstmogliche Expression aufweisen. Wie es im Einzelnen bei beiden Konstrukten zur
Initiation der Transkription kommt bleibt unklar. Jedoch wurden in 5’RACE-Analysen
Tapasin-mRNAs gefunden, die in diesem Bereich initiiert worden sind (El Ouakfaoui, Heitz
et al. 1999).

Bestétigung fiir die negative Interferenz der Yin-Box geben zudem die sehr schwachen
Phosphataseexpressionen der Promotorverkiirzungen 3°V1 und V2, welche nahezu nicht
nachweisbar waren. Die 3°V3 spiegelte ein Intermediat wider; dort ist eine verminderte
Expression mdglich, wenngleich noch negativ regulatorische Sequenzen (Teile der Yin-Box)
vorhanden sind. Die letzten Verkiirzungen 3°V4 und V5 sind von positiv regulatorischen
Sequenzen geprigt (Abbildung 36B, ungleich Yang-Box) und weisen neben einer alternativen
TATA-Box auch eine BREy-Box auf. Dies konnte die Transkription sowie die Fahigkeit zu

einer erhohten Expression (300-500%) ermoglichen.

Neben dem skizzierten dispersen Teil des Kernpromotors konnten mit Hilfe der
Punktmutationen und Verkiirzungsmutanten (innerhalb des Kernpromotors) zudem
regulatorische Elemente proximaler Promotoren beschrieben werden (Abbildung 36B). Nahe
dem ATG liegt eine PRDM1-Konsensussequenz, die als funktional gezeigt wurde (Doody,
Stephenson ef al. 2007). Die Verkniipfung von PRDM1 mit der Regulation der Methylierung
und damit einer verringerten Transkription, ist ebenfalls gegeben (Makar and Wilson 2004).
Moglicherweise iibt PRDM1 seine negative Wirkung in Kombination mit den vorhandenen
GC-reichen Sequenzen aus und fordert die Methylierung des Promotors. Die Punktmutation
der PRDM1-Bindestelle und die dadurch erhohte Aktivitidt dieses Promotors legen dieses
Modell (Abbildung 36B) nahe. Die Verkiirzungsmutanten 5°V4 und V5 kénnen diesbeziiglich
nicht als Beispiel der Aktivitit einer Verkiirzung gelten, welche fast einzig die
PRDMI1-Bindestelle besitzt, da sie, wie diskutiert, zusdtzlich eine stark positive Sequenz

(Yang-Box) beinhalten. Dieses (ohne das nun gegebene Modell) scheinbare Paradoxon im
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ATG-nahen Bereich des Promotors ist bereits aus Studien des murinen Tapasinpromotors

bekannt (Herrmann, Trowsdale et al. 2003).

Direkt im Anfang des fokussierten Teils des Kernpromotors liegt zudem eine leicht positiv
regulatorische Sequenz. Diese besteht aus einer Mzfl/NF-kB-Bindestelle in direkter Néhe
einer zweifachen p300-Konsensussequenz. p300 ist eine Histonacetyltransferase (HAT) und
vermittelt die Acetylierung in ihrer Umgebung und aktiviert so die Transkripitonsmaschinerie
(Goodman and Smolik 2000, Shiama 1997). Eine Abhédngigkeit der NF-kB-vermittelten
Induktion ist ebenfalls bekannt und bildet zusammen mit der ortlichen Nihe der beiden
Bindestellen ein Indiz dieser kombinatorischen Induktion an diesem Ort (Abarca-Heidemann,
Friederichs et al. 2002, Gerritsen, Williams et al. 1997, Na, Lee et al. 1998, Perkins, Felzien
et al. 1997, Sheppard, Rose et al. 1999). Wird die NF-kB-Bindestelle entfernt, fehlt in der
Konsequenz ein wichtiger Bestandteil des fokussierten Teils des Kernpromotors. Die
Aktivitit fallt stark ab (Abbildung 35, 10% Aktivitdt) und beschrinkt sich ausschlieBlich auf
den dispersen Teil des Kernpromotors, welcher aber durch PRDM1 (und Yin-Box) gehemmt
ist. Wird im Gegensatz dazu die PRDM1-Bindestelle alleine entfernt, steigt die Aktivitdt nur
leicht (Abbildung 35, 150% Aktivitit), da sie einen geringen Einfluss auf den fokussierten
Teil des Kernpromotors besitzt und dieser, wie erwihnt, den Vorzug vor dem dispersen Teil
des Kernpromotors besitzt. Durch die Doppelmutation (APRDMI1/ANF-xB) hat die
Entfernung der PRDM1-Bindestelle dagegen einen groBeren Effekt. Der fokussierte Teil des
Kernpromotors ist fast ginzlich ausgeschaltet (durch die Deletion der NF-xB-Bindestelle) und
die Aktivitdt wechselt zum dispersen Teil des Kernpromotors, auf welchen PRDM1 in der
Mutante (auch die PRDM1-Bindestelle ist dort deletiert) keinen negativen Einfluss mehr
ausiibt. Bestitigung findet dieses Modell durch die Punktmutation der erwdhnten NF-kB-
Bindestelle und fiir PRDM1 und NF-«B betreffend in der kombinierten Punktmutation beider
Bindestellen (Abbildung 35).
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3.10 Inhibiert HCMYV die Polymerase II-Initiation am fokussierten

Teil des Kernpromotors?

In dieser Arbeit konnte der Tapasinpromotor beziiglich der Einteilung in dispersen oder
fokussierten Kernpromotor grob beschrieben werden; beziiglich verschiedener definierter
Transkriptionsfaktoren wie PRDM1, NF-kB und oder spezifischer kurzer Sequenzen (wie
etwa den GAS-Sequenzen) gelang dieses im Detail.

Durch die Ergebnisse, dass HCMV keinen Einfluss auf die flankierenden Promotorsequenzen
(Abbildung 35 5> V4 und V5 sowie 3’ V4 und V5) hat und die Regulation vom fokussierten
Teil des Kernpromotors abhédngig scheint, bleibt die Frage, mit welchem genauen
Mechanismus HCMV die Transkription von Tapasin inhibiert. Dass die HCMV-Regulation
direkt dem fokussierten Teil des Kernpromotors zugeordnet werden konnte, eréffnete eine
neue Hypothese, nach der HCMV sich die ohnehin sehr strikte Regulation des
Tapasinpromotors zu Nutzen macht und die Transkriptionsmaschinerie direkt blockiert. Sollte
der im Modell skizzierte Aufbau zutreffend sein und Tapasin wiahrend der HCMV-Infektion
tatsdchlich wie in 3.9 erwidhnt iber Mzf1 reguliert sein, wire folgendes Szenario wihrend der
HCMV-Infektion moglich (Abbildung 37 zeigt alle fiir diese Inhibition wichtigen
Transkriptionsfaktoren und Bindestellen sowie die genauen Startpunkte beziehungsweise die

Enden der entscheidenden Verkiirzungsmutanten).
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tgcgct ctacccetgtetg

TATAlike BRE, +24 G DPE
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Abbildung 37: Hypothetisch funktionelle Bindungen am fokussierten Teil des Kernpromotors von
Tapasin. Gezeigt ist die Promotorsequenz von 544 bis 434 Nukleotide upstream des ATGs. Diinne Pfeile
markieren die Start- (5’ Verkiirzungen) beziechungsweise Endpunkte (3’ Verkiirzungen) der Promotormutationen.
Die karierten Kisten entsprechen den Sequenzen, welche starke Ahnlichkeiten zu den Konsensussequenzen der
dariiber gezeigten Transkriptionsfaktoren (Ovale) besitzen. In dunklem Grau sind die generellen, basalen
Transkriptionsfaktor-Bindestellen des Kernpromotors gezeigt. Tiirkise Pfeile deuten die Interaktion (oder direkt
die mogliche positive Stimulation) von Transkriptionsfaktoren miteinander an, welche einen Positivstimulus fiir
die Transkriptionsstartstelle darstellen kann. Transparent dargestellt ist ein moglicher negativer Einfluss der
HCMV-Infektion auf die eventuelle Regulation durch Mzf1.

Wie in der Einleitung beschrieben, kann der TFIID-Komplex, der zur Initiation der
Transkription unabdingbar ist, nicht nur {iber die TATA-Box (und TBP) rekrutiert werden,
sondern auch durch TAF-6/-9 (rekrutiert iiber das DPE) an Stelle des TBP gebunden werden,
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was im Falle von Tapasin (auf Grund der fehlenden TATA-Box) wahrscheinlich ist. Die
Formation des PIC (preinitiation complex) wird durch die p300-Interaktion an p65 im
p50/p65-Dimer vervollstindigt, diese Bindung bringt den TFIIB Transkriptionsfaktor in
Position (Gerritsen, Williams et al. 1997). Wire der Kernpromotor (explizit der fokussierte
Teil des Kernpromotors) einer generellen Mzfl-Regulation, wie es fiir eine Gruppe von
Promotoren bereits gezeigt wurde, unterlegen, konnte die Transkription von der /nr unter der
Kontrolle (finale Induktion) von Mzf1 starten (Gaboli, Kotsi ef al. 2001, Le Mée, Fromigué et
al. 2005, Marcinowski, Lidschreiber et al. 2012). Eine (hypothetische) verhinderte Mzfl-
Bindung durch HCMV beziechungsweise die Inhibition von Mzf1 selbst (Abbildung 37) fiihrt
dazu, dass die Bindung entscheidender Transkriptions- und Initiationsfaktoren gehemmt und
so die Bildung des PIC verhindert wird. Eine Transkription vom fokussierten Teil des
Kernpromotors bleibt aus, lediglich die Transkriptionsstartpunkte des dispersen Teils des
Kernpromotors fithren zu einer Transkription.

HCMYV konnte demnach iiber die Regulation von Mzf1 die Transkription vom fokussierten
Teil des Kernpromotors stoppen. Die verbleibende Transkription wiirde liber die dispersen
Teile des Kernpromotors fortgefiihrt, bliebe aber durch die starke intrinsische Regulation des
Tapasinpromotors marginal. Die ineffiziente und ortlich differenzielle Synthese der
pra-mRNA konnte in der Konsequenz zu einer Verdanderung der Spleileffektivitdt fiihren,
alternatives Spleillen passiert (Moore and Proudfoot 2009) und NeTT wird im Verhéltnis zu
Tapasin verstirkt synthetisiert. HCMV konnte damit nicht nur die Tapasinexpression
kontrollieren, sondern zusitzlich die Expression eines negativ interferierenden Proteins,
namlich NeTT, induzieren.

Ein erster Ansatzpunkt, diese Hypothese zu {berpriifen, wére eine detaillierte
5’RACE-Analyse des 5’UTR von Tapasin. So wiirde zum ersten Mal ein Uberblick iiber die
gesamten Transkriptionsstartpunkte gewonnen und diese konnten in das obige Modell
eingefiigt werden. Damit wiirde gekldrt, an welchen Stellen im fokussierten Teil des
Kernpromotors eine gezielte Interferenz von HCMV mdglich ist und ob dieses tatsidchlich der

Mzf1-Bindestelle entspricht.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Geriéte und Verbrauchsmaterialien (Zellkultur)

Arbeitsbank (steril): Hera Safe, Heraeus®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
-80 °C Schrank: Revco® Ultima II Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
-80 °C Truhe: Hettich Freezer, Andreas Hettich GmbH & Co KG,

Tuttlingen, Deutschland
Blotter (semi-dry):  Fastblot B33/B34 (klein), Biometra, Gottingen, Deutschland
Blotting-Papier: Whatman® (3MM), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(UV-) Crosslinker:  CL-1000, UVP, LLC, Upland, Kanada
Einfriebehilter: Nalgene®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Elektrophorese:
Kammer (PAGE):  Minigel-Twin, Biometra, Gottingen, Deutschland
Kammer (Agarose): Agagel mini, Biometra, Gottingen, Deutschland

Agagel midi-wide, Biometra, Gottingen, Deutschland

Entwicklermaschine: Curix 60, Agfa, Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland

Filme: Carestream® Kodak® BioMax®, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Geigerzahler: LB122, Berthold, Bad Wildau, Deutschland
Geltrockner: Dryer 583, Biorad, Miinchen, Deutschland

GroBenmarker (DNA): HyperLadder 1kb, Bioline, Singapur, Singapur
1 Kb DNA Ladder, Life Technologies, Carlsbad, USA
Heizblocke: Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
CO;-Inkubatoren: Heraeus® BBD 6220, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Kryorohrchen: CryoTubes™, Nunc™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Luminometer: MicroLumat LB96P, Berthold, Bad Wildau, Deutschland

Mikroskop: TS100, Nikon, Diisseldorf, Deutschland

Mikrowelle: Sharp, Hamburg, Deutschland

Nukleofektionsgerit: Nucleofector™ 2b Device, Lonza, Kln, Deutschland

PCR-Gefil: 0,2 mL PCR-GefaB, flacher Deckel, Starlab, Hamburg, Deutschland
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PCR-Gerit:
Reaktionsgefalle:

Rotationsinkubator;

Spannungsquelle:

Spektralphotometer:

Stickstoff-Tank:
Thermocycler:
Transfermembran:
Uberkopfschiittler:
Ultraschall-Gerit:

UV-Transilluminator:
Vortexmischer:
Wasserbad:
Wipp-Schiittler:
Zellkulturflaschen:
Zellschaber:

Zentrifugen:

Zentrifugengefale:

Material und Methoden

LightCycler 1.5, Roche, Mannheim, Deutschland

Eppendorf Quality™ Safe-Lock Tubes, 1.5 mL, Hamburg, Deutschland
Eppendorf Quality™ Safe-Lock Tubes, 2.0 mL, Hamburg, Deutschland
Rotator SB3, Bibby-Scientific, Stone, England

Consort EV242, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PowerPac P25, Biorad, Miinchen, Deutschland

UVmini-1240, Shimadzu, Duisburg, Deutschland

NanoDrop™ 1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Biosafe MD, Cryotherm, Kirchen/Sieg, Deutschland

T3000, Biometra, Gottingen, Deutschland

Whatman® Protran® B85, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Heidolph Reax 2, Kehlheim, Deutschland

Branson Sonifier™ 450, G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,
Schwibisch Gmiind, Deutschland

Lumi-Imager F1, Roche, Mannheim, Deutschland

Labinco L46, Labinco, Breda, Niederlande

GFL 1092, GFL, Burgwedel, Deutschland

GFL 3013; 3017, GFL, Burgwedel, Deutschland

Nunc® EasYFlasks™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
cell scraper, TPP, Trasadingen, Schweiz

Centrifuge 5415, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Optima™ L-70K, Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland

Greiner 50 mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Greiner 15 mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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4.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

Actinomycin D, Sigma-Aldrich
Ammoniumpersulfat (APS), Riedel-de Haen
B-Mercaptoethanol, Roth

EZ-Link HPDP-Biotin, Thermo Fisher Scientific Inc.
Borsdure, Merck

Bromphenolblau, Merck

Calciumchlorid (CaCl,), Roth

Chloroform, Roth

Cycloheximid, Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth
Dithiothreitol (DTT), Merck

DNase I, Amplification Grade, Life Technologies
dNTPs, Roche

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), Life Technologies
EDTA, Merck

Ethanol, Merck

Ethidiumbromid, Biorad

IFNB, PBL Assay Science

IFNy, PBL Assay Science

FCS (Fetales Kilberserum), Life Technologies
Formaldehyd 37 %, Merck

Glycerol, Roth

Glycin, Neolab

Igepal CA-630, Sigma-Aldrich
Isoamylalkohol, Roth

Isopropanol, Merck

Kaliumchlorid (KCI), Roth

Leupeptin, Sigma-Aldrich

Magermilchpulver, Sucofin

MetaPhor® Agarose, Biozyme

Methanol, Merck

MOPS, Roth
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Natriumchlorid (NaCl), Roth

Natriumcitrat, Roth

Natriumdesoxycholat, Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS), Roth
N,N-Dimethylformamid (DMF), Sigma-Aldrich
OptiMEM, Life Technologies

Pepstatin A, Sigma-Aldrich

Protease Inhibitor Cocktail, Active Motif
Protein A Sepharose CL-4B, GE Healthcare
Penicillin (10.000 U/mL), Life Technologies
Phosphonoessigsdure, Sigma-Aldrich

Phenol, Roth

Pfu DNA Polymerase, Thermo Fisher Scientific Inc.
Ponceau S Losung, Sigma-Aldrich

Puromycin Dihydrochloride (10 mg), Sigma-Aldrich
Streptomycin (10.000 U/mL), Life Technologies
PMSF, Roth

Protaminsulfat, Sigma-Aldrich

Proteinase K, Life Technologies

RNase H, Life Technologies
Rotiphorese-30-Acrylamid, Roth

RPMI 1640 ohne L-Cystein, L-Methionin, BioWhittaker
Saccharose, Roth

Salzsdure, Roth

Superscript 11, Life Technologies
T4-DNA-Ligase, Fermentas

Tag-Polymerase, Invitek

TEMED, Roth

4-Thiouridin, Sigma-Aldrich

TNFa, R&D Systems

TRIS, Roth

Trizol, Life Technologies

Trypsin 2,5 %, Gibco®, Life Technologies
Tween 20, Sigma-Aldrich
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4.1.3 Kits

Cell Line Nucleofector® Kit R, Amaxa Biosystems

ChIP-IT Express, Active Motif

Expand High Fidelity PCR System, Roche

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, Amersham, GE Healthcare
EndoFree® Plasmid Purification Kit (Maxi), Qiagen

Great EscAPe™ SEAP Chemiluminescence Kit 2.0, Clontech
LightCycler® DNA Master SYBR Green I, Roche
LightCycler® FastStart DNA Master”"® SYBR Green I, Roche
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe, Roche
UMACS Streptavidin Starting Kit, Miltenyi Biotec

UMACS Streptavidin Kit, Miltenyi Biotec

OneStep RT-PCR Kit, Qiagen

Phase Lock Gel Heavy Tubes (2 mL), 5 PRIME

Pierce Chromatin Prep Module, Thermo Fisher Scientific Inc.
Plasmid Midi Kit, Qiagen

Quantitect SYBR Green RT-PCR, Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen

QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen

QIAshredder, Qiagen

QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene
QuikChIP, Imgenex

RNeasy Mini Kit, Qiagen

RNeasy MinElute Cleanup Kit, Qiagen

Superfect Transfection Reagent, Qiagen

TRIzol® Reagent, Life Technologies
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Material und Methoden

Ziel Art | Organismus | Applikation Firma (Artikel)
p44/42 (Erk1/2) mAk |Kaninchen |Westernblot |Cell Signaling (#4695)

HA (Himagglutinin) |mAk |Maus ChIP Sigma-Aldrich (H3663)

p65 (NF-«xB) pAk Kaninchen | ChIP Santa Cruz (sc-372)
Phospho-p44/42 mAk |Kaninchen |Westernblot |Cell Signaling (#4370)
Acetyl-Histon H3K9Ac |mAk | Maus ChIP Active Motif (61251)
Tapasin Serum |Kaninchen [IP (Tan, Kropshofer et al. 2002)
Polymerase 11 mAK | Maus ChIP Active Motif (39097)

4.1.5 Restriktionsenzyme

Alle benutzten Restriktionsenzyme stammten von New England Biolabs (NEB) und wurden

mit den empfohlenen Konzentrationen und den Puffern der NEBuffer Activity Chart

eingesetzt.
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4.1.6 Oligonukleotide I (QPCR und qRT-PCR)

Nr. Primer Sequenz (5°—3’) Tym (°C) | Amplicon
1 Frwd. |catatccagcccagtcctca 59 113
2 Tapasin Rev. |tgtgggtgaggacagtcagtac 61
3 Frwd. |atgtctcttggggatcatgce 57 149
4 TAP1 Rev. |tggactttgccagagattcce 58
5 Frwd. |ttcacaatagcagcggagaa 57 159
6 TAP2 Rev. |gcgacagacttcatgetect 60
7 Frwd. | gtgctcgegetactetetct 62 144
8 Bom Rev. |ttcaatgtcggatggatgaa 55
9 Frwd. |tccgcagatacctggagaac 59 141
10 HLA-A/B/C Rev. |gtgtgatctccgcagggtag 60
11 Frwd. |cctaaaagcagccagcaact 59 151
12 ERpS57 Rev. |tgccacagtcttgtcctcaa 59
13 Frwd. |tgcaccaccaactgctta 57 177
14 GAPDH Rev. |ggatgcagggatgatgttc 56
15 Frwd. |aaacggctaccacatccaag 58 112
16 18SrRNA Rev. |caattacagggcctcgaa 54
17 Frwd. |caacgagctcggatgctg 59 121
18 UL37 Rev. |caaagcagcgtcaacaacag 59
19 Frwd. |cttccacaggaggcctacac 60 142
20 Rps18 Rev. |ttaatggcagtgatggcaaa 56
21 Frwd. |aggaggaagaggaggaggaa 55 113
22 Rgl2 Rev. |caagggatcaagaggtcgat 50
23 Frwd. |agaagcccctagetectetg 60 135
24 Daxx Rev. |tggtctgetgtetgeatett 59
25 hnRNP-F Frwd. |aaagccacacccaagatcac 58 161
26 (Variante 1-6) Rev. |ccatcatgaatcgtgcagtc 57
27 Frwd. |ggccaggtccttatgacaga 59 153
28 hnRNP-H1 Rev. |acccaaatccatagccatca 57
29 Frwd. |tctcagtgtacacgtggt 55 102
30 NeTT Rev. |ggcatgtaggcaaagctc 56
4.1.7 Oligonukleotide IT (Minigen-Synthese)
Nr. Primer Sequenz (5°—3’) Ty (°C)
1 Tpn-Ex1.1 Rev. |tctagagcagcgccatgaagtcectg 71
2 Tpn-Int3.2 Frwd. |ggtacctgttttttttttttaactgg 74
3 Tpn-Int3.1 Rev. |ggtaccccacactaggtgecacccag 74
4 Tpn-Ex7/8.2 Frwd. |gtcgactcactcetgctttettetttgaatecttgcagg 65
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4.1.8 Oligonukleotide I1I (Reportergenassay)

Nr. Primer Sequenz (5°—3) Ty (°C)
1 Pstl/Nhel/EcoR1/Kozak/ | Frwd. | ctgcaggctagcegaattcgeccaccatgetgetgetgetg >75
2 SEAP/mpa/BsiGt | Rev. | tgtacagttaactcatgtctgctcgaageggecggec >75
3 Pstl/Kozak/ Frwd. |ctgcaggcccaccatgetgetgetgctgetgetgetggge >75
4 SEAP/Hpal/BstGI Rev. |tgtacagttaactcatgtctgctcgaageggeeggec >75
5 pst-mut in SEAP | Frwd. |ccgccaagaagctccagectgeacagac 72
6 Rev. | gtctgtgcaggctggagcettctiggegg 72
7 pvu/AmpRII/R/Us/c/ | Frwd. |ccgatcgttgtcagaagtaagttg 61
8 Nhel/EcoRI/T/Narl Rev. |ggcgccagaattegetagectgctagagattttccacactg >75
9 Del.Insertion Frwd. |caggcttccetggaccegtctgtgacccate 75
10 Rev. gatgggtcacagacgggtccagggaagectg 75
11 Hpal/Clal/ Frwd. |cgcggttaacatcgatgcccctcteecteceeecccccta >75
12 IRES/PuroR/Bsit | Rev. | gegcetgtacatcaggeaccgggcttgegggteatge >75
13 Frwd. |gcgttaactactagcggttttacgggcg 68
14 Hpa/GAPDH/cla1  |Rev. | gcgatcgattcgaacaggaggageagagag 71
15 |Tpn-5°-1.1 Frwd. |gcgctagegtatttccagaactaaacccttccttt 72
16 |Tpn-5’-2.1 Frwd. |gcgctagcgecacceccgactteeeg >75
17 |Tpn-5’-3.1 Frwd. |gcgctagcaactcggttctcatggaggagtgg 73
18 |Tpn-5’-4.1 Frwd. |gcgctagcggatgttggagagcacacacagg 74
19 |Tpn-5’-5.1 Frwd. |gcgctagcgggtcectgectggecag >75
20 |Tpn-5’-6.1 Frwd. |gcgctagceccctcatgecgecectttgg >75
21 |Tpn-5’-1-6.2 Rev. cgaagcttggcgctgcgacctectcag 73
22 |Tpn-3’-1.2 Rev. |gcaagcttacgggaagtcgggggtegc 73
23 |Tpn-3’-2.2 Rev. |gcaagcttatgagaaccgagttgggaattttccac 70
24 |Tpn-3’-3.2 Rev. |gcaagcttgctctccaacatccacttgece 71
25 |Tpn-3’-4.2 Rev. |gcaagcttgggtagatcctctccagttcteac 71
26 |Tapl-5’-1.1 Frwd. |cggctagccageatcectgecaaggeace 74
27 |Tapl-5-0.2 Rev. gcaagctttggcactcggacgecgtcee 74
28 | b2m-Pro-0.1 Frwd. |gcgctagctgaagtcctagaatgag 65
29 | b2m-Pro-0.2 Rev. |gcaagcttctcggcccgaatgcet 66
30 | GAPDH-PromO1 Frwd. |gctagctactagcggttttacgggcg 68
31 |GAPDH-Prom02 Rev. | gaagctttcgaacaggaggagcagaga 67
32 | ANFkB.I Frwd. |ccgacttccegtgTaaCtGeAcaactcggttctce 73
33 | ANFkB.2 Rev. |gagaaccgagttgTgCaGttAcacgggaagtcgg 73
34 |APRMDI.1 Frwd. |cgccctttggaggaaaCtgaaaCtgaaaggaggaggag |73
35 |APRDMI1.2 Rev. |ctettectectttcaGtttcaGtttcctccaaagggeg 73
4.1.9 Oligonukleotide IV (sqRT-PCR)
Nr. Primer Sequenz (5°—3) Ty (°C)
1 NB.Tpnl.1 Frwd. |acaaaccccccaaagtgteect 71
2 NB.Tpnl.2 Rev. |aggcaggctgggatggtgaat 74
3 NB.SOCS3.1 Frwd.. | ggagttcctggaccagtacg 61
4 NB.SOCS3.2 Rev. |ttcttgtgcttgtgecatgt 55
5 NB.B2ml.1 Frwd. |gggcattcctgaagctgaca 61
NB.2m1.2 Rev. |tgcggcatcttcaaacctce 60
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4.1.10 Oligonukleotide V (ChIP-Primer der qPCR und sqPCR)

Nr. Primer Sequenz (5°—3’) Ty (°C) | Amplicon
1 Frwd. |ggaagccggagtaatggttt 58 303
2 Tapasin(SQ) Rev. tgaagcctcctcttcctect 60

3 Frwd. |aactggtgcaagtggaaagg 59 401
4 TAP1(SQ) Rev. |gggacacctagagctagccatt 61

5 Frwd. |ggcaccttcacctaaccaga 59 158
6 Tapasin(Q) Rev. |gctcacccaaagccacag 59

7 Frwd. |aactggtgcaagtggaaagg 59 142
8 TAP1(Q) Rev. aagtggcctgcccagactat 61

9 Frwd. |ttcccagetgcttttcttgt 58 170
10 Tapasin-Int3.1(Q) |Rev. |aagcatgggattgaatcagg 56

11 Frwd. |gagcagggactgcttgtctt 60 169
12 Tapasin-Int3.2(Q) |Rev. | cccatcttcectgtctttga 57

13 Frwd. |caagaccagcttagccaaca 60 150
14 Tapasin-Int7(Q) |Rev. |tcagctcactgcaacctctg 59

4.1.11 Oligonukleotide VI (Reportergen-Integration, qPCR und sqPCR)

Nr. Primer Sequenz (5°—3°) Ty (°C)
1 gPCR-RRE.1 Frwd. |tttgttccttgggttcttgg 56
2 gPCR-RRE.2 Rev. |gatgccccagactgtgagtt 60
3 sq-SEAP Int.1 Frwd.. | ggtacagtgcaggggaaaga 61
4 sq-SEAP Int.2 Rev. |cctectcaactgggatgatg 61
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4.1.12 Konstruke I (Promotor-Konstrukte)

Produkt

Konstrukt Primer-Paare Zyklen ( °C/Sek) (bp)

Tapasinpromotor Tpn P 5’ 1.1 32 (95/30; 65,5/30; 72/60) 789
Tpn P 5> 1-6.2

Tapasinpromotor (5'-Verkiirzung Nr.1) |Tpn P 5° 2.1 32 (95/30; 68/30; 72/60) 528
Tpn P 5° 1-6.2

Tapasinpromotor (5'-Verkiirzung Nr.2) [Tpn P 5’ 3.1 32 (95/30; 65/30; 72/60) 496
Tpn P 5 1-6.2

Tapasinpromotor (5'-Verkiirzung Nr.3) [Tpn P _5° 4.1 32 (95/30: 65/30; 72/60) 311
Tpn P 5 1-6.2

Tapasinpromotor (5'-Verkiirzung Nr.4) |Tpn P_5° 5.1 32 (95/30; 68/30; 72/60) 170
Tpn P 5 1-6.2

Tapasinpromotor (5'-Verkiirzung Nr.5) |Tpn P_5° 6.1 32 (95/30: 68/30; 72/60) 95
Tpn P 5 1-6.2

Tapasinpromotor (3'-Verkiirzung Nr.1) |Tpn P 5’ 1.1 32 (95/30: 68/30: 72/60) 631
Tpn P 3° 4.2

Tapasinpromotor (3'-Verkiirzung Nr.2) |Tpn P 5’ 1.1 32 (95/30: 65/30: 72/60) 506
Tpn P 3° 3.2

Tapasinpromotor (3'-Verkiirzung Nr.3) |Tpn P 5’ 1.1 32 (95/30: 61,5/30; 72/60) 316
Tpn P 3° 2.2

Tapasinpromotor (3'-Verkiirzung Nr.4) [Tpn P 5’ 1.1 32 (95/30:67/30: 72/60) 294
Tpn P 3° 1.2

TAP1-Promotor Tapl P 5 1.1 32 (95/30: 68/30; 72/60) 615
Tapl P 5° 0.2

TAPI1-Promotor (5'-Verkiirzung Nr.2) |Tapl P_5* 3.1 32 (95/30; 65/30: 72/60) 146
Tapl P 5° 0.2

Bom-Promotor b2m Pro 0.1 32 (95/30; 61.5/30: 72/60) 317
b2m Pro 0.2

GAPDH-Promotor GAPDH Prom0l1 32 (95/30:67/30: 72/60) 166
GAPDH Prom02

4.1.13 Konstrukte II (sequenzgerichtete Mutationen von Promotoren)

Produkt
Konstrukt Primer-Paare Zyklen ( °C/Sek) (bp)
Tapasinpromotor (delta PRDM1) |APRDMI.1 18 (95/50; 60/50; 68/330) 5466
APRDM1.2
Tapasinpromotor (delta NF-xB) | ANFkB.1 18 (95/50; 60/50; 68/330) 5466
ANFkB.2
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4.1.14 Vektoren

Material und Methoden

Name

Firma

pcDNA™3 1, pCR*II-TOPO | Life Technologies

PR-GIP,
pwl-GIP

Eigenstindige Klonierung aus pUC2CL6IP, (Halenius,
Hauka et al. 2011)

pSEAP2-Basic

Clontech

pCD/NL-BH, pCMV-VSV-G |wie pUC2CL6IP , (Halenius, Hauka ef al. 2011)

4.1.15 Puffer und Losungen

RNA-Priazipitationslosung:
RNA-Bindepuffer:

RNA-Waschpuffer:

4-Thiouridin-Losung:

Biotin-Stammldsung:

5x Probenpuffer (Western):

10x Laufpuffer (Western):

10x Blotpuffer (Western):
[P-Lysepuffer (Puffer A):

[P-Waschpuffer I (Puffer B):

[P-Waschpuffer II (Puffer C):

[P-Fixierpuffer (Puffer D):

Einfriermedium:

50 mL DEPC-H,0; 1,2 M NacCl; 0,8 M Natriumcitrat

10x TE

100 mM TRIS/HCI (pH 7,5); 10 mM EDTA

100 mM TRIS/HCl (pH 7,5); 10 mM EDTA; 1 M NaCl,

0,1 % Tween 20

50 mM Stammlosung

100 mg in PBS (steril)

1 mg/mL EZ-Link HPDP-Biotin in DMF

20 % (w/v) SDS, 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol,

25 % (v/v) Glycerol, 0,5 %  (v/v)  Bromphenolblau,

250 mM TRIS/HCI (pH 6,8)

10x Laemmli

1 % (w/v) SDS, 1,9 mM Glycin, 0,25 M TRIS/HCI (pH 6,8)

480 mM TRIS; 280 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol

140 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 20 mM TRIS/HCI (pH 7.6);

Detergens (1,0 % Igepal) und Protease Inhibitoren (1mM PMSF,

10 uM Leupeptin, 1 pM Pepstatin A) direkt vor Gebrauch

zugeben.

150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM TRIS/HCI (pH 7,6);

Detergens (0,2 % Igepal) direkt vor Gebrauch zugeben.

500 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM TRIS/HCI (pH 7,6);

Detergens (0,2 % Igepal) direkt vor Gebrauch zugeben.

10 mM TRIS/HCI (pH 8,0)

10 % DMSO (Sigma-Aldrich), 50 % FCS (Gibco® / Life

Technologies) und 40% DMEM (Gibco® / Life Technologies)
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LB-Medium:

1x PBS (pH 7,4):

RIPA-Puffer:

10x TBE:

TBE-Probenpuffer:

10x TBST:

Material und Methoden

1 % (w/v) Trypton (Bacto™), 1 % (w/v) NaCl,
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt (Bacto™)

136 mM NacCl; 2,6 mM KCI,

1,8 mM Na,HPO4-2xH,0; 1,5 mM KH,PO,4

50 mM TRIS/HCI (pH 7,5); 150 mM NacCl; 1,0 % Igepal;

0,1 % (w/v) SDS; 1 % Natriumdesoxycholat;

Protease Inhibitoren (ImM PMSF, 10 uM Leupeptin,
1 uM Pepstatin A) direkt vor Gebrauch zugeben.

900 mM TRIS; 900 mM Borséure; 20 mM EDTA (pH 8,0)

10 % (v/v) Glycerol in TBE mit Bromphenolblau

0,1 M TRIS/HCI (pH 8,0); 1,5 M NacCl; 5 % (v/v) Tween 20
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4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Arbeiten

Molekularbiologische Arbeiten zur Klonierung von Vektoren, darunter Agarosegel Analysen,
Restriktionen und Ligationen wurden nach Sambrook und Russel (Sambrook and Russell

2001) beziehungsweise Green und Sambrook durchgefiihrt (Green and Sambrook 2012).

4.2.1.1 Konstruktion des lentiviralen Vektors pPR-GIP

Zur Klonierung des lentiviralen Vektors pPR-GIP wurde der lentivirale Expressionsvektor
pUC2CL6IPwo zunichst so umgebaut, dass in 5‘Richtung der enthaltene SFFV (spleen focus-
forming virus) Promotor, die multiple Klonierungsstelle sowie die IRES (internal ribosomal
entry site) und das Anitibiotika Resistenzgen (Puromycin N-Acetyltransferase) entfernt
wurden. Dies geschah mittels der Restriktionsenzyme Pstl und BsrGI. Der so entstandene
linearisierte Teilvektor pUC-BsrGI/Pstl diente der weiteren Klonierung. Anschliefend wurde
(Primer 1 und 2, 4.1.8 Oligonukleotide III) eine Sequenz mit einer minimalen
Klonierungsstelle (fiir die zu untersuchenden Promotoren) direkt vor der Kozak-Sequenz der
SEAP-cDNA geschaffen (Nhel und EcoRI Stelle) und diese Sequenz in den Vektor kloniert,
um diesen so wieder zu verschlieBen. Die SEAP-cDNA Sequenz wurde zuvor so verindert,
dass die interne Pstl-Stelle (Primer 5 und 6, 4.1.8 Oligonukleotide III) sowie eine Mutation
(Primer 9 und 10, 4.1.8 Oligonukleotide III) entfernt beziehungsweise korrigiert wurden.
Danach wurde iiber die zuvor ebenfalls eingefiigte Hpal-Stelle mit der BsrGI-Stelle eine Clal-
Stelle sowie die IRES und das Puromycinresistenzgen eingefiigt (Primer 11 und 12, 4.1.8
Oligonukleotide III). Uber die resultierenden Hpal- und Clal-Stellen wurde schlussendlich der
GAPDH Promotor eingebaut (Primer 13 und 14, 4.1.8 Oligonukleotide III).

4.2.1.2 Konstruktion des lentiviralen Vektors pwI-GIP

Zur Klonierung des lentiviralen Vektors pPR-GIP-wl wurde zunéchst (Primer 3 und 4, 4.1.8
Oligonukleotide III) die minimale Klonierungsstelle, von pPR-GIP, vor der SEAP cDNA

entfernt. AnschlieBend wurde zwischen die U5-Sequenz und die Primer-Bindingsite des
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lentiviralen Vektors die minimale Klonierungsstelle zur Integration der Promotoren kloniert.
Mittels der Pvul/Narl-Stelle wurde der entstandene Vektor erneut linearisiert und die
entsprechende Sequenz, erweitert um die Klonierungsstelle, synthetisiert und kloniert (Primer

13 und 14, 4.1.8).

4.2.1.3 Phosphatase-Reportergenassay

Die Phosphataseaktivitit im Reportergenassays wurde mit dem Great EscAPe™ SEAP
Chemiluminescence Kit 2.0 (Clontech) bestimmt. Dazu wurden, nach dem Beginn des
Experiments, alle 24 Stunden der Zelliiberstand (100 uL von 2,5x10° Zellen) entnommen und
bei -20 °C aufbewahrt. AnschlieBend wurde die entnommene Menge durch neues Medium
ersetzt. Experimente wurden nach 72 Stunden beendet und die Phosphatase-Aktivitét
bestimmt. Zusammen mit der Entnahme des 72 Stunden-Uberstandes wurden die ilteren
Proben (24 und 48 Stunden-Wert) aufgetaut und alle dem Protokoll folgend aufbereitet. Dazu
wurden die Zellreste abzentrifugiert und aus 25 pL des geklirten Uberstandes folgend dem
Great EscAPe™ Kit mit Hilfe des MicroLumat LB96P (Berthold) die Phosphatase-Aktivitét
bestimmt. Dieses geschah 20 Minuten nach Zugabe des Substrates fiir 1 und 10 Sekunden.

4.2.1.4 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde den Protokollen des EndoFree® Plasmid Purification Handbook (Maxi)
oder dem QIAprep® Miniprep Handbook und den dazugehorigen Kits von Qiagen folgend

gewonnen.

4.2.1.5 Sequenzgerichtete Mutationen

Die Mutagenese der Promotorkonstrukte, Minigene und Vektoren erfolgte nach dem Protokoll
und mittels des QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Dazu wurden
die angegebenen Primer (4.1.8 und 4.1.13) genutzt. Zur Herstellung der APRDM1- und
ANF-kB- bzw. APRDMI1/ANF-kB-Konstrukte wurde der Vektor (des APRDMI- bzw.
kompletten Tapasinpromotors) als Template im Vektor pSEAP2-Basic genutzt.
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4.2.1.6 Gewinnung unmarkierter Gesamt-RNA

Bei der Priparation von Gesamt-RNA, welche nicht der Aufreinigung neusynthetisierter RNA
diente und bei der die Zellen nicht dementsprechend vorbehandelt worden waren, wurde nach
dem Protokoll des RNeasy Mini Kit (Qiagen) gearbeitet. Zuvor wurden 5x10° Zellen mittels
und folgend dem Protokoll des QlAshredder (Qiagen) lysiert und homogenisiert.

4.2.1.7 Markierung neusynthetisierter RNA und deren Aufreinigung

Je 5x10° adhirente humane Fibroblasten (MRC-5 Zellen) wurden mit 4 mL/Loch in einer
6-Loch-Zellkultur-Platte kultiviert. Zur Markierung von neusynthetisierter RNA wurde
4-Thiouridin-Lésung bis zu einer Endkonzentration von 200 uM ins Medium zugegeben.
Nach einer Stunde Inkubation mit dem 4-Thiouridin wurde das Medium komplett von den
Zellen entfernt, diese mit einem Milliliter (1 mL) Trizol geerntet (Zellschaber) und die
Loésung von jeweils sechs 6-Loch-Zellkulturplatten vereinigt. Die resultierende Losung wurde
fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur gelagert, um alle Nukleoproteinkomplexe zu denaturieren.
AnschlieBend wurden 1,2 mL Chloroform (Chloroform, Isoamylalkohol im Verhiltnis 24:1)
zugegeben und die Losung gut gemixt. Nach 2 bis 3 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
erfolgte die Zentrifugation (15 Minuten, 4 °C fiir 12.000 g) zur Trennung der wissrigen von
der phenolhaltigen Phase. 3 mL der oberen, wissrigen Phase wurden mit demselben Volumen
RNA-Prézipitationslosung fir 10 Minuten bei Raumtemperatur vermischt und zur
Prizipitation fiir 20 Minuten bei 4 °C und 14.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert, das Pellet erneut zentrifugiert (4 °C, 2 Minuten 7.000 g), vollstindig von
Fliissigkeit befreit und abschlieBend in 150 pL DEPC-H,O aufgenommen. Um die
neusynthetisierte RNA (mit Thiouridin-Einbau) zu biotinylieren, wurden 30 pg RNA in 210
uL DEPC-H,0O aufgenommen, mit 30 ul. RNA-Bindepuffer versetzt und danach 60 pL
Biotin-Stammlosung zugegeben. Die resultierende RNA-Losung (300 pL) wurde fiir 90
Minuten und Raumtemperatur bei 800 rpm (Heizblock) geschiittelt. Um nicht gebundenes
Biotin zu entfernen, wurde die RNA-Losung (300 pL) in Phase-Lock-Heavy Tubes fiir 1
Minute bei 16.000 g ,,anzentrifugiert” und wéahrenddessen je 300 pL Chloroform (Chloroform
und Isoamylalkohol im Verhéltnis 24:1) pro Ansatz zugegeben und anschliefend gut gemixt
(2-3 Minuten, bis sich die Luftblasen vermindern, Vortexmischer). Fiir 5 Minuten wurde die

Losung bei 20.000 g mittels der Phase-Lock-Heavy Tubes aufgetrennt. Die wéssrige (obere)
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Phase wurde folgend mit einem Volumen (der Markierungsreaktion zuvor; 300 pL)
Isopropanol inklusive 10 % NaCl vermischt (Vortexmischer). Zur Prizipitation der RNA
wurde fiir 20 Minuten bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das
Pellet mit 1 mL Ethanol (70 %, 4 °C) gewaschen (10 Minuten, 4 °C und 20.000 g).
AbschlieBend wurde die RNA in 100 uL 1x TE aufgenommen und weiterverarbeitet oder bei
-80 °C aufbewahrt. 30 ug biotinylierte RNA (bis zu 100 pg RNA (< 100 pL. Volumen)
moglich) wurden zur Prédzipitation der markierten (neusynthetisierten) RNA eingesetzt und
dafiir 10 Minuten bei 65 °C aufgekocht, anschlieBend auf Eis gelagert und mit 100 pL
uMacsBeads fir 5 Minuten bei Raumtemperatur und 800 rpm (Heizblock) geschiittelt. Die
uMacs-Saulen wurden in den magnetischen Halter montiert und mit 1 mL RNA-Waschpuffer
equilibriert. AnschlieBend wurde die RNA-Bead-Losung auf die Sdulen gegeben und der
Durchfluss verworfen (oder der Aufreinigung der unmarkierten RNA zugefiihrt). Die Sdulen
wurden dann je 3-mal (900 pL) mit 65 °C RNA-Waschpuffer gewaschen (der erste
Durchfluss dient ebenfalls der Aufreinigung von unmarkierter RNA, wenn dieses geplant ist).
In ein neues Reaktionsgefal (Eppendorf, 1,5 mL) wurden 750 uL RLT-Puffer (Qiagen
RNeasy MinElute) vorgelegt und die Bead-gekoppelte RNA mittels 2-maliger Spiilung mit
100 uL DTT (100 mM DTT) gelost. Die weitere Aufreinigung passierte nach dem Protokoll
von Qiagen RNeasy MinElute.

Zur Aufreinigung der unmarkierten RNA (zwei vorherigen Durchfliisse) wurde der jeweilige
Durchfluss vereinigt und mit 1 mL Isopropanol (keine NaCl-Zugabe notwendig) versetzt und

wie zuvor prézipitiert.

4.2.1.8 Reverse Transkription

Die Synthese von cDNA geschah nach dem folgenden Schema:

PCR Ansatz: PCR-Programm:
5,0 uL RNA (1,5pug DNase I behandelt (wie folgend unter 4.2.1.9))

3,0 uL H,O (DEPC)

1,0 uL dNTPs (10mM) 65 °C, 5 min
1,0 uL Oligo(dT)yo [50 uM], oder Random hexamers (50 ng/uL) <0°C, 1min

2,0 uL RT-Puffer (10-fach)
1,0 pLL SuperScript III Polymerase
2,0 uL DTT (0,1 M) bei Random hexamers: ‘ 25°C 10 min

1,0 uL RNaseOUT 50 °C 50 min
4,0 uL MgCl, (25 mM) 85°C S5 min
1,0 pL RNase H 37°C 20 min
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4.2.1.9 Semi-quantitative RT-PCR (sqRT-PCR)

Zur gelelektrophoretischen Analyse von Transkripten (semi-quantitative Auswertung) aus
Gesamt-RNA wurde dem OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) folgend gearbeitet. Dazu wurde stets
DNase I behandelte Gesamt-RNA (1 pL. DNAse 1 (Amplification Grade, Life Technologies)
in 1-fachem DNAse I Puffer je 1 pg RNA) eingesetzt. Es wurde jeweils eine Zyklenzahl
ermittelt, welche fiir das jeweilige Amplikon eine Analyse des linearen Bereiches der
Amplifikation erlaubte (wenn nicht anders markiert, bei gegebener RNA-Menge von 50 ng).
Die Anzahl der optimalen Zyklenanzahl wurde in Ser Schritten bestimmt. Fiir die Annealing-
Temperatur wurde eine Temperatur gewéhlt, die zwei Grad geringer war als die des Primers,

welcher die niedrigste Schmelztemperatur aufwies (siehe 4.1.9).

PCR Ansatz: PCR-Programm:
4,0 uL 5x Puffer 50 °C 30 min
0,5 uL dNTP-Mix (10 mM) 95 °C 15 min

1,0 uLL Primer 1 (0,5 uM)
1,0 uL Primer 2 (0,5 uM)

0,5 uL Enzym-Mix 94 °C 30 sec

2,0 uL RNA X°C 60sec | X Zyklen
11,0 uL H,O (DEPC) 72 °C 30 sec
72°C 5 min

4.2.1.10 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Die Echtzeit-Analyse (real-time) von Transkripten (quantitative Auswertung) aus Gesamt-
RNA wurde mit dem QuantiTect*SYBR"Green RT-PCR Kit (Qiagen) und folgend dem
dazugehorigen Protokoll durchgefiihrt.

Zur quantitativen Analyse der RT-PCRs diente das LightCycler 1.5 - Gerit sowie die
LightCycler Relative Quantification Software Version 1.01. Die erhaltenen Kreuzpunkte
(crossing points) wurden anschlieBend mit der AACT-Methode (Schmittgen and Livak 2008)
verrechnet und gegen die Transkriptmengen von GAPDH oder 18SrRNA abgeglichen. Fiir
die QRT-PCR wurden zwischen 150-500 ng DNase I behandelte Gesamt-RNA (1 uL DNAse |
(Amplification Grade, Life Technologies) in 1-fachem DNAse I Puffer je 1 pg RNA)
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eingesetzt. Zum Annealing wurde eine Temperatur gewahlt, welche zwei Grad geringer war

als die des Primers, welcher die niedrigste Schmelztemperatur aufwies (siche 4.1.6).

PCR Ansatz: Steigungsmal: PCR-Programm:

5,0 uL 2xSYBR Green Mix 20 °C/s 50 °C 20 min

0,5 uL Primer 1 (0,5 uM) 20 °C/s 95°C 15 min

0,5 uL Primer 2 (0,5 uM) 20 °C/s 94 °C 15 sec

0,1 uL RT Mix 20 °C/s X °C 30sec |45 Zyklen
1,9 uL H,O 2°C/s 72 °C 30 sec

2,0 uL RNA

Zum Ende der Amplifikation wurde in allen Fillen eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt.
Diese startete mit einer Denaturierung bei 95 °C (0 Sekunden) und folgender Amplikon-
Anlagerung bei 65 °C (60 Sekunden) sowie abschlieBendem Schmelzen bis 95 Grad mit

einem Steigungsmal (transition rate / slope) von 0,1 °C pro Sekunde.

4.2.1.11 Quantitative PCR (qPCR) fiir cDNA- und gDNA-Analysen (ChIP)

Fiir die quantitative Analyse von cDNA (4.2.1.8) und Fragmenten aus gDNA der Chromatin
Immunprizipitation wurde das LightCycler” FastStart DNA Master™ "> SYBR Green I Kit
(Roche) verwendet. Zur Analyse der PCRs diente das LightCycler 1.5 - Gerdt und die
LightCycler Relative Quantification Software Version 1.01. Die erhaltenen Kreuzpunkte
(crossing points) wurden fiir die gDNA-Analyse mittels einer fiktiven, optimalen Eichgeraden
und deren Steigung in Fragmentmengen umgerechnet. Die so bestimmten Werte fiir den
jeweiligen gDNA-Teil von Input und IP wurden verrechnet und die Fragmentmengen in
Prozent von 5 % oder 10 % Input dargestellt. Fiir die Annealing-Temperatur wurde eine
Temperatur gewéhlt, die zwei Grad geringer war als die des Primers, welcher die niedrigste

Schmelztemperatur aufwies (siehe 4.1.7.).

PCR Ansatz: Steigungsmal: PCR-Programm:
5,0 uLL Master Mix 20 °C/s
1,0 uL Primer 1 (0,5 pM) 20 °C/s 95 °C 10 min
1,0 uL Primer 2 (0,5 uM) 20 °C/s 94 °C 10 sec
11,0 uL H20 20 °C/s X °C 10sec |45 Zyklen
2,0 uL DNA 20 °C/s 72 °C 10 sec

Zum Ende der Amplifikation wurde in allen Fillen eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt.

Diese startete mit einer Denaturierung bei 95 °C (0 Sekunden) und folgendem Annealing bei
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65 °C (60 Sekunden) sowie abschlieBendem Schmelzen bis 95 Grad mit einem Steigungsmald

(transition rate / slope) von 0,1 °C pro Sekunde.

4.2.1.12 Semiquantitative PCR (sqPCR) fiir gDNA-Analysen (ChIP)

Fiir die semiquantitative Analyse von gDNA-Fragmenten der Chromatin Immunprézipitation
wurde die Tag-Polymerase (Invitek) verwendet. Die Ansdtze wurden in 50 plL-Ansidtzen
pipettiert und zur Analyse der PCRs wurden 5-15 pL mittels Agarosegel (1,5 %) analysiert.
Fiir die Annealing-Temperatur wurde eine Temperatur gewihlt, die zwei Grad geringer war

als die des Primers, welcher die niedrigste Schmelztemperatur aufwies (siehe 4.1.10).

PCR Ansatz: PCR-Programm:
5,0 puL 10-fach Reaktionspuffer
1,5 L MgCl, (50 mM) 95°C 5 min
1,0 uL dNTPs (12,5 mM jeweils) 95 °C 60 sec
1,0 pL Primer 1 (0,5 uM) X °C 60sec |30 Zyklen
1,0 pL Primer 2 (0,5 uM) 72 °C 60 sec
0,5 pL Tag-Polymerase (2,5 Einheiten) 72 °C 10 min
38,0 pL H,O
2,0 uL gDNA

4.2.1.13 Herstellung von RIPA-Zelllysaten

Um RIPA-Lysate anzufertigen wurden je 5x10° Zellen von entsprechenden Zellkulturplatten
gewonnen (mittels Zellschaber in eiskaltem Medium) fiir 5 Minuten bei 400 g pelletiert, zum
Waschen zweimal in PBS gelost sowie zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 400 g) und dann in
100 pL. RIPA-Puffer fiir 20 Minuten (auf Eis) lysiert. Durch 30-miniitige Zentrifugation bei
16.000 g wurden Membranreste und Kerne pelletiert und anschlieBend als Pellet verworfen.
Der Uberstand, in Probenpuffer (Western) aufgenommen und bei 95 °C fiir 5 Minuten

aufgekocht, wurde auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und analysiert.

127



Material und Methoden

4.2.1.14 Denaturierende SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine in der denaturierenden (mit Natriumdodecylsulfat) SDS-PAGE
(Polyacrylamid-Gelelektrophorese) erfolgte fiir 1 Stunde, bei 16 mA pro Gel (in der Minigel-
Twin-Apparatur von Biometra und entsprechendem Puffer (Laufpuffer (Western)). Dazu
wurde ein Acrylamid-Trenngel (12 %) mitsamt -Sammelgel (5 %) angefertigt (siche
folgendes Schema).

Trenngel Sammelgel
Acrylamid (30 %): 4,8 mL 1,5mL
2 M TRIS/HCI (pH 8,5): 2,5mL -
0,5 M TRIS/HCI (pH 6,8): - 1,2 mL
Saccharose (60 %): - 2,1 mL
SDS (20 %): 60 uL 45 uL
H,O: 4,5 mL 4.2 mL
TEMED: 24 uL 12 uL
APS (10 %): 144 pL 120 puL

4.2.1.15 Westernblot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Westernblot, durch
entsprechende spezifische Antikorper, analysiert. Der Transfer der Proteine auf eine Membran
(Protran®-Nitrocellulose-Transfermembran) wurde im Elektroblotter (Biometra), durch das

Semi-dry-Blotverfahren und folgendem Aufbau gewahrleistet.

Minus-Pol: 3 x Whatman®-Papier (3MM) [feucht in Blotpuffer (Western)]
SDS-Gel
Protran®-Nitrocellulose-Transfermembran
Plus-Pol: 3 x Whatman®-Papier (3MM) [feucht in Blotpuffer (Western)]

Nach dem Blotten (60 Minuten, 16 V und 1 A) wurde die Membran Ponceau-Rot (Ponceau S
Losung) angefarbt, um den Transfer der Proteine kontrollieren zu konnen. Nach dem
Abwaschen (dreimal mit 1-fach TBST) dieser reversiblen Firbung wurde die Membran fiir
45 Minuten in I-fach TBST (inklusive 5 % Milchpulver) blockiert. AnschlieBend wurde
zuerst der primédre Antikorper in dieser Losung verdiinnt (1 zu 500) und die Membran bei
Raumtemperatur fiir 60 Minuten inkubiert, bevor sie auch mit dem sekundéiren Antikorper
(mit gebundener Peroxidase) unter gleichen Verhéltnissen behandelt wurde. Die Losung des
primiren Antikorpers wurde nach Benutzung aufbewahrt und mehrfach benutzt, zwischen
primdrem und sekunddrem Antikdrper wurde die Membran gewaschen (1-fach TBST, 5-mal,
5 Minuten bei Raumtemperatur). SchlieSlich wurden die Proteine mittels des ECL Prime-Kits

auf BioMax MR-Filmen als Banden erkennbar gemacht.
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4.2.1.16 Protein-Markierung (metabolisch) und Immunprizipitation

Mittels *°S-Methionin und *°S-Cystein (EasyTag Express S protein labeling mix
(PerkinElmer)) wurden 1x10° Zellen einer metabolischen Markierung unterzogen um die
radioaktiv markierten Proteine in der Immunprézipitation analysieren zu konnen. Dazu
wurden die Zellen fiir 1 Stunde, bei 37 °C und 5 % CO, in Methionin- und Cystein-freiem
Medium kultiviert und so die Aufnahme der gleichzeitig zugegebenen, markierten
Aminoséuren (10 pL **S-Methionin und **S-Cystein (~10 MBq)) erhéht.

Danach wurden die Zellen in 1 mL IP-Lysepuffer fiir 30 Minuten auf Eis lysiert.
AnschlieBend wurde das Zelllysat fiir 30 Minuten (16.000 g, 4 °C) zentrifugiert und der
resultierende Uberstand mit entsprechenden Antikérpern fiir 1 Stunde bei 4 °C in einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Die gebildeten Immunkomplexe wurden danach, mit Protein-A-
Sepharose (PAS, 40 pL (1:1 IP-Waschpuffer 1)), ebenfalls fiir 1 Stunde im Uberkopfschiittler
bei 4 °C gebunden. Das PAS-Pellet wurde abschliefend mit 1 mL IP-Waschpuffer I und 11
gewaschen (2-mal 45 Sekunden, 16.000 g), in Probenpuffer (Western) aufgenommen,
aufgekocht und wie unter 4.2.1.14 aufgetrennt (17 X% 15cm statt Minigel). Um die
prézipitierten Proteine sichtbar zu machen, wurde das resultierende Gel in IP-Fixierpuffer
fixiert, entwéssert, getrocknet (Geltrockner) und schlieBlich ein Film BioMax MR durch die

radioaktiv markierten Proteine belichtet.

4.2.1.17 Chromatin Immunprizipitation (ChIP)

Die Gewinnung von Chromatin fiir die Chromatin Immunprézipitation (ChIP) erfolgte nach
dem Protokoll und mit den Chemikalien des ,,Pierce® Chromatin Prep Module*.
110" MRC-5 Zellen (humane Fibroblasten) wurden kultiviert und entsprechend stimuliert
oder infiziert und mit Formaldehyd (Endkonzentration 1 % im Medium) fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur die Proteine und das Chromatin verkniipft. Danach wurden die fixierten
Zellen mit Glycerin versetzt (Endkonzentration 1 % im Medium), fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend 2-mal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen
wurden dann mit einem Zellschaber in 10 mL (inklusive 100 pL Halt Cocktail) Losung
gebracht und bei 3.000 g fiir 5 Minuten pelletiert.

Die Zellen wurden mit 500 pL Lysepuffer I (inklusive Proteaseinhibitoren) versetzt und

sorgfaltig gelost, fiir 15 Sekunden gemischt (Vortexmischer) und fiir 10 Minuten auf Eis
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inkubiert. Nach Zentrifugation (9.000 g, 3 Minuten) wurden die resultierenden Zellkerne in
500 uL. MNase Verdaupuffer resuspendiert und 1,5 pLL Micrococcal Nuclease (15 Einheiten)
zugegeben, um durch die Endonuklease die gDNA partiell abzubauen. Der Verdau fand bei
37 °C fiir 15 Minuten statt, wobei alle 5 Minuten kurz gemischt (Vortexmischer) wurde. Nach
dem Stoppen der Reaktion (50 pL Stop-Losung zugeben, mischen (Vortexmischer) und fiir 5
Minuten auf Eis inkubieren) wurden die Kerne pelletiert (9.000 g, 5 Minuten). Zur Kernlyse
wurde das Pellet in 250 pL Lysepuffer II (inklusive Protease-/Phosphataseinhibitoren)
inkubiert (15 Minuten auf Eis, bei 15 Sekunden Mischschritten (Vortexmischer) alle 5
Minuten). Nach einer Zentrifugation bei 9.000 g fiir 5 Minuten wurde das Chromatin im
Uberstand abgenommen und bei -80 °C zur Verwendung in der ChIP weggefroren.

Die Chromatin Immunprézipitation wurde dem ChIP-IT™ Express Protokoll (Active Motif)
folgend und mit den dazugehorigen Chemikalien durchgefiihrt. In ein Reaktionsgefdl3
(Eppendorf, 1,5 mL) wurden 25 pL Protein G gebundene magnetische Kugeln vorgelegt und
10 pL ChIP I Puffer, 1 pL Protease Inhibitor Cocktail, 25 pg Chromatin (Maximum von
60 uL, H,0), 2,5 ng des gewiinschten Antikorpers zugegeben und mit H,O auf 100 pL
eingestellt. AbschlieBend wurde die Losung fiir 4 Stunden bei 4 °C im Uberkopfschiittler
inkubiert. Eine Menge von 5 % des Chromatins wird zusétzlich in einem weiteren
Reaktionsgefa3 (Eppendorf, 1,5 mL) vorgelegt und auf Eis gelagert (Input Probe). Danach
wurde das Reaktionsgefdll (Eppendorf, 1,5 mL) in einen magnetischen Stinder gegeben und
der Uberstand entfernt, das Pellet aus magnetischen Kugeln 1-mal mit 800 pL. ChIP Puffer I
und 2-mal mit 800 pL ChIP-Puffer II gewaschen und in 50 pL Elutionspuffer AM2
aufgenommen. Um die Kugeln zu 16sen, wurde die Mischung fiir 15 Minuten leicht rotierend
inkubiert. Mit 50 pL Reverse Cross-linking Buffer wurde das Chromatin eluiert und im
magnetischen Stinder die magnetischen Kugeln aus dem Chromatin entfernt. Synchron
wurden das zuvor auf Eis gelagerten Input-Chromatin mit H>O auf 10 pL aufgefiillt, 88 pL
ChIP Puffer II und 2 pL NaCl (5M) zugegeben. Sowohl die ChIP als auch Input Proben
wurden fiir 20 Minuten aufgekocht (95 °C) und anschlieBend nach Abkiihlung mit 2 puL
Proteinase K vermischt und fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert (zeitgleich wurde bei
Raumtemperatur die Proteinase K Stop-Losung aufgewidrmt). Nach der Zugabe von 2 pL

Stop-Losung war das Chromatin bereit fiir die PCR-Analyse.
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4.2.2 Arbeiten mit prokaryontischen Zellen

4.2.2.1 Chemisch-kompetente E. coli

Zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli wurden ,frische* E. coli (Ubernachtkultur) in
160 mL LB-Medium bis zu einer Dichte von 0,5 ODsso wachsen gelassen. Folgend wurden
die Bakterien auf Eis abgekiihlt und fiir 10 Minuten (3.200 g, 4 °C) pelletiert. Danach folgte
je eine Inkubation auf Eis (10 Minuten) und eine Zentrifugation (10 Minuten, 3.200 g, 4 °C)
in 40 mL kalten MgCl,- und CaCl,-Losungen zu je 100 mM. AbschlieBend wurde das
resultierende Pellet in 800 pL kaltem 12 %-igem Glycerol (inklusive 100 mM CacCl,)
aufgenommen (30 Minuten auf Eis), in ReaktionsgefiBBen (Eppendorf, 1,5 mL) & 60 pL
schnell auf'-196 °C temperiert und damit zur Lagerung (-80 °C) vorbereitet.

4.2.2.2 Transformation

Zur Transformation chemisch-kompetenter E. coli wurde je einem E. coli-Aliquot der
entsprechende Vektor zugegeben sowie zeitgleich fiir 10-15 Minuten auf Eis aufgetaut. Nach
einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 Sekunden und einer Lagerung fiir 2 Minuten auf Eis,
wurden die Bakterien nach Zugabe von 1 mL vorgewdrmtem LB-Medium (frei von
Antibiotika) fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert (800 rpm (Heizblock)). Danach wurden sie auf
LB-Agar unter Selektionsdruck (Antibiotikum) ausplattiert.

4.2.2.3 E. coli-Dauerkulturen
E. coli-Dauverkulturen wurden aus ,,frischen Kulturen (5 mL LB-Medium) hergestellt. Dazu

wurde die Kultur im Verhiltnis 3:1 mit Glycerol vermischt. Die Dauerkulturen konnten

langerfristig bei -80 °C gelagert werden.
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4.2.3 Zellkultur-Arbeiten

4.2.3.1 Zellkultur

Die verwendeten Zellen wurden in DMEM (Gibco® / Life Technologies), ergdnzt mit
10 % hitzeinaktiviertem FCS (Gibco® / Life Technologies) und 1 % Penicillin-Streptomycin
(10.000 U/mL, Gibco® / Life Technologies), bei 5 % CO; und 37 °C kultiviert. Zur
Passagierung der Zellen wurden diese mit PBS und anschlieBend Phenolrot-freier Trypsin-
Losung (2,5% Gibco® / Life Technologies) gewaschen, kurz bei 5 % CO, und 37 °C gelagert

und schlieBlich wie gewlinscht in Medium verdiinnt und ausgesit.

4.2.3.2 Transfektion

Eukaryontische Zellen wurden mittels SuperFect Transfection Reagent (Qiagen) den Angaben
des Herstellers entsprechend oder folgend dem General Protocol for nucleofection of
adherent cell lines (Amaxa Biosystems) transfiziert. Zur Transfektion mit dem
Nucleofector™ 2b Device von Lonza wurde fiir die hierfiir verwendeten Zellen experimentell

das Nukleofektions-Programm X001 als optimal bestimmt.

4.2.3.3 Lentivirale Transduktion

Lentiviren wurden in HEK 293T Zellen (60 cm?), bei 80 % Konfluenz hergestellt. Dazu
wurden je 6 ug des Transfer-Vektors (inklusive entsprechendem Konstrukt), des Vektors
pCD/NL-BH (Gag/Pol, Tat, Rev) sowie pCMV-VSV-G (VSV-QG) transfiziert. Dieses geschah
mittels  Polyethylenimin  (PEI). 955uL DMEM Medium wurden dazu mit
45 pL PEI (1 pg/pL) vermischt und parallel mit DMEM Medium die je 6 pg Vektor-DNA auf
1 mL aufgefiillt. Nach kurzem Vermischen beider Losungen wurden diese fiir 10-15 Minuten
bei Raumtemperatur gelagert. AnschlieBend wurde der Transfektionsmix mit 4 mL frischem
DMEM Medium (wie unter 4.2.3.1) auf die Zellen gegeben und diese iiber Nacht inkubiert.
Nach erneuter Zugabe von frischem Medium (4.2.3.1) wurde fiir 24 Stunden Uberstand
(inklusive Lentiviren) produziert und dieser steril filtriert (0,45 pm Filter). Versetzt mit
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Protamin (10 pg/mL) wurden je 3 mL des Uberstandes auf die zu transduzierenden Zellen
(ca. 5x10°) gegeben. Diese wurden fiir 15-20 Minuten bei 37°C und 5% CO, gelagert bevor
die Transduktionseffizienz durch Zentrifugation (2 Stunden, 800g) erhoht wurde. Die

Selektion von erfolgreich transduzierten Zellen passierte mittels Puromycin (5 pg/mL).

4.2.3.4 Kryokonservierung humaner Zellen

Um eine dauerhafte Konservierung von Zellen zu gewéhrleisten, wurden diese bei -196 °C
gelagert (Cryotherm Biosafe MD). Dieses geschah mit der Hilfe von Einfriermedium in
1,8 mL-Kryor6hrchen (Nunc™, Thermo Fisher Scientific Inc.) und Einfrierbehiltern
(Nalgene®, Thermo Fisher Scientific Inc.), wodurch eine optimale Gefrierrate von -1 °C pro
Minute erreicht werden konnte.

Einzufrierende Zellen wurden abtrypsiniert (siche 4.2.3.1) in Medium aufgenommen, bei
400 g fiir 5 Minuten (Zentrifugengefdll, 50 mL) pelletiert, in 1,5 mL Einfriermedium
aliquotiert, wie zuvor beschrieben auf -80 °C temperiert und abschliefend bei -196 °C

(fliissiger Stickstoff) aufbewahrt.
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4.2.4 Arbeiten mit HCMV

4.2.4.1 Infektionsversuche mit HCMV
HCMV-Infektionen (in der Zellkultur) wurden grundsétzlich durch Zentrifugation optimiert.

Dazu wurde ausschlieBlich mit Zellkulturen in Zellkulturplatten gearbeitet und diese bei

Raumtemperatur 2-mal fiir 20 Minuten bei 800 g zentrifugiert.
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5 Abkiirzungsverzeichnis

A Ampere

ActD Actinomycin D

Bom Beta-2-Mikroglobulin

bp Basenpaar(e)

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celcius

C/EBP CCAAT-enhancer binding protein

CHX Cycloheximid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
dNTPs alle vier Desoxynukleotide (A, C, G, T)

DPE downstream core promotor element

ds double stranded, Doppelstrang/doppelstrangig
DTT Dithiothreitol

E Early

EBNA1 EBYV nuclear antigen 1

EBV Epstein Barr Virus, Humanes Herpes Virus 4, HHV 4
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsiure
ER Endoplasmatisches Retikulum

FCS Fetal calf serum, Fetales Kélberserum

g Erdbeschleunigung

gDNA genomische DNA

gp gene product, Gen-Produkt

GR glucocorticoid receptor

G-run Guanosine-run, Guanosin-Wiederholung (GGGGQG)
GTF general transcription factors

h hour, Stunde

HCMV Humanes Cytomegalovirus

HLA Human Leukocyte Antigen, Humanes Leukozytenantigen
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HSV-1
hnRNP
h.p.i.

IE
I[FNa/B/y
[HNV

IL

Inr

IP

IRF-3

kDa

LANA-1
LB

=

mAK
MHC
MIEP
min
mock
MOI
MOPS
mRNA

NC2
NF-xB
NMD
ORF

PAGE

Abkiirzungsverzeichnis

Humanes Herpesvirus 1, HHV-1

heterogeneous ribonucleoprotein, nukledres Ribonucleoprotein
hours post infection, Stunden nach Infektion

Immediate early

Interferon alpha, beta, gamma

Infectious hematopoietic necrosis virus

Interleukin

initiator element

Immunprézipitation

interferon regulatory factor-3

Kilo (10%)

Kilodalton

Liter (mL, pL)

Late

latency-associated nuclear antigen 1

Lysogeny broth, Ndhrmedium nach Giuseppe Bertani

Milli (107)

Mikro (10°)

Mol pro Liter (Konzentration)

monoklonaler Antikorper

Major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitdtskomplex
major immediate-early promoter

minute, Minute

gleich behandelt ohne Infektion

Multiplicity of infection, Multiplizitét der Infektion
3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid, 3-Morpholinopropansulfonsiure
messenger RNA

Nano (107)

negative cofactor 2

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
nonsense-mediated mRNA decay

open reading frame, offener Leserahmen

Piko (107'%)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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pAK
PAS
PBS
PCR

PIC
PIC
PLC
PMSF
RIPA
RNA
RT

rRNA
SDS
Sek

Spl

ss

Std. n. L.
TAF
TBE
TBP
TBST
TEMED
TF
TNFa
TRIS
TSS
Tween 20
uv

\%

v/v

w/v

wt
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polyklonaler Antikdrper

Protein A Sepharose

phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
potentia Hydrogenii, Wasserstoffionen-Aktivitit
preinitiation complex

protease inhibitor cocktail

peptide laoding complex, Peptidbeladungskomplex
Phenylmethanesulfonylfluoride, Phenylmethylsulfonylfluorid
Radioimmunoprecipitation assay (buffer)

Ribonucleic acid, Ribonukleinsdure

Reverse Transkriptase

Revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Ribosomale RNA

Sodium dodecyl sulfate, Natritumdodecylsulfat

Sekunde

specificity protein 1

single stranded, Einzelstrang/einzelstringig

Stunden nach Infektion

TBP associated factor

Tris, boric acid and EDTA buffer; TRIS, Borsdaure und EDTA Puffer
TATA-box binding protein

tris-buffered saline with Tween 20; TRIS, Natriumchlorid Puffer mit Tween 20
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transkriptionsfaktor

Tumor necrosis faktor alpha, Tumornekrosefaktor o
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Transkriptionsstartpunkt

Polysorbat 20 (Sigma-Aldrich)

Ultraviolettes Licht

Volt

volume per volume, Volumen je Volumen

weight per volume, Gewicht je Volumen

Wildtyp
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Abbildung 38: Ubersicht von vorhergesagten und experimentell gefundenen Poly-Adenylierungssignalen des Tapasintranskriptes. Die Grafik bildet eine
Zusammenfassung der gesammelten Daten des Genome Browsers (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003 (NCBI34/hgl6), Mai 2004
(NCBI35/hgl7), Mirz 2006 (NCBI36/hgl8) und Februar 2009 (GRCh37/hgl9). Vorhergesagte ( ) und experimentell gefundene (reported) Signale (von
http://exon.umdnj.edu/polya_db) sind in einer Grafik zusammengefasst. Gezeigt ist ein Poly-Adenylierungssignal (Nr. 1), welches sowohl vorhergesagt als auch experimentell
gefunden wurde. Das zweite Poly-Adenylierungssignal (Nr. 2) ist das in der vorliegenden Arbeit als ,alternative Poly-Adenylierungsstelle“ benannte. Das dritte
Poly-Adenylierungssignal gehort zum vorhergesagten Transkript des Gens ZBTB22 (NM_005453). Dieses Signal liegt bereits in der Sequenz des Tapasinpromotors wenige
Nukleotide von der NF-kB-Bindestelle (p65/p50/c-rel) des fokussierten Teils des Kernpromotors entfernt (Abbildung 37).
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Abbildung 39: Ubersicht von ,,simple nucleotide polymorphisms“ im Bereich des SpleiBdonors von Exon 3. ,,Simple nucleotide polymorphisms* umschlieBen sowohl SNPs
(single nucleotide polymorphisms) als auch kleine Nukleotidinsertionen und -deletionen. Die Grafik ist ein Auszug der Zusammenfassung von gesammelten Daten des Genome
Browsers (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003 (NCBI34/hgl6), Mai 2004 (NCBI35/hgl7), Médrz 2006 (NCBI36/hgl18) und Februar
2009 (GRCh37/hg19). Die Daten der Untersuchung/Datensammlung ,,4/l SNPs(137)* sind gezeigt. Nummer 1 (rs4077083) ist ein SNP und Nummer 2 (rs2395378) ist auch als
Nukleotiddeletion (simple nucleotide polymorphism) gezeigt worden. Beide sind in 2.3.4 ndher beschrieben. Nummer 3 (rs200904092) ist ein SNP welcher zu einer Mutation in
einem der unter 2.3.5 und 2.3.6 beschriebenen G-runs fiihrt. Dieser SNP trat bei einer Untersuchung von 1.000 Proben 1-mal auf (Biesecker, Mullikin et al. 2009).

164



Appendix

bla promoter (B-lactamase) CMV(IE Promoter)
-35 to -10 site R
Ampl_?____ - 5'LTR
Pvu I(8071) ;
Nromoter Input (possible)
& PBS
ColE1 (UC modified _J SD1
) Core packaging site
pUC2CL6IPWO | v packaging
bGH Poly, | Psi Packaging signal
7329 bp
3LTR
R GAG
U3 del )
U3 PP RRE (Rev Responsive Element)
WPRE 5 ENV
elongated WPRE / | SA7
BsrGI (4201) SAs of env

\\ cPPT
."-.:.Psﬂ (2527)
.Psﬂ (2543)
SFFV(Promoter)
Psil (2066)
IRES (of Encephalomyocarditis virus)

PuroR

Abbildung 40: Skizzierte Ubersicht des lentiviralen Vektors pUC2CL6IPwo. Der lentivirale Vektor
pUC2CL6IPwo (Halenius, Hauka et al. 2011) wurde als ,,Backbone* zur Klonierung der Vektoren pPR-GIP und
pwI-GIP genutzt. Gezeigt ist die zirkuldre Ansicht des Vektors mit den gekennzeichneten kodierten Bereichen
sowie den klonierungsrelevanten Restriktionsstellen mittels der Vector NTI Advance 10 (Life Technologies)
Software.
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Abbildung 41: Skizzierte Ubersicht des klonierten lentiviralen Vektors pPR-GIP. Mit Hilfe des klonierten
lentivirale Vektors pPR-GIP (sowie pCD/NL-BH (Gag/Pol, Tat, Rev), pCMV-VSV-G (VSV-G)) wurde der
stabile Reportergenassay in die ausgewéhlten Zellen integriert. Die Promotorsequenzen wurden mittels Nhel und
EcoRI kloniert. Gezeigt ist die zirkuldre Ansicht des Vektors mit den gekennzeichneten kodierten Bereichen
sowie den klonierungsrelevanten Restriktionsstellen mittels der Vector NTI Advance 10 (Life Technologies)

Software.
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Abbildung 42: Skizzierte Ubersicht des klonierten lentiviralen Vektors pwI-GIP. Mit Hilfe des klonierten
lentivirale Vektors pwl-GIP (sowie pCD/NL-BH (Gag/Pol, Tat, Rev), pCMV-VSV-G (VSV-G)) wurde der
stabile Reportergenassay in die ausgewéhlten Zellen integriert. Die Promotorsequenzen wurden mittels Nhel und
EcoRI kloniert. Durch die Verschiebung der Promotor-Integrationsstelle wurde ein System entworfen, in dem
durch die Einbringung eines Spleiflereignisses die Stabilitdt der mRNA und damit die Expression erhdht werden
sollte (Huang and Gorman 1990). Wenngleich eine erfolgreiche Integration nachgewiesen werden konnte, zeigte
sich, dass es keine Moglichkeit gab, den gewihlten Promotor gezielt zu induzieren beziehungsweise diese
Induktion per SEAP-Expression zu messen. Daher wurde dieses System vorerst verworfen und mit dem pPR-
GIP Vektoren gearbeitet. Gezeigt ist die zirkuldre Ansicht des Vektors mit den gekennzeichneten kodierten
Bereichen sowie den klonierungsrelevanten Restriktionsstellen, mittels der Vector NTI Advance 10 (Life
Technologies) Software.
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Abbildung 43: Relative Integrationsraten ausgesuchter Promotoren im stabilen Reportergenassay. (A)
Integrationsraten verschiedener Promotorverkiirzungen (sowohl in 5 als auch 3’Richtung) und -mutationen. Die
qPCR wurde mittels spezifischer Primer (4.1.11) zur Detektion der integrierten Reportergen-Sequenzen
(unabhéngig vom jeweiligen Promotor) durchgefiihrt. Die Integrationsrate wurde im Verhéltnis zum
Tapasinpromotor (endogen, pro Zelle zwei Allele) bestimmt und der Mittelwert aller gezeigten Integrationsraten
als Standard (1-fach) festgelegt. Um den Mittelwert, der in der qPCR auf 1 gesetzt wurde, bewegen sich die
Integrationsraten in einem Rahmen von 5-fachem Unterschied. (B) Kontroll-PCR der Sequenzléngen integrierter
Promotoren. Die sqPCR wurde mittels spezifischer Primer (4.1.11) zur Bestimmung der Lénge der integrierten
Promotorsequenzen (ausserhalb der Promotorsequenzen gelegen) durchgefiihrt.
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Abbildung 44:

Alignment des humanen (Query) mit dem murinen (Shjcy) Tapasinpromotor. Mit dem

Needleman-Wunsch Global Align““-Analysewerkzeug des NCBI (National Center for Biotechnology
Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) wurden die Sequenzen des humanen mit den Sequenzen des murinen
Tapasinpromotors verglichen. Dabei ergab sich eine Ubereinstimmung von 65%. Die rote Markierung hebt die
Bindestelle des Mzf1 Transkriptionsfaktors hervor (nachtriglich eingefiigt), innerhalb dieser Sequenz sind in der
Maussequenz zwei Nukleotide der Kernsequenz fehlend.

169



Appendix

monse

Iraman

moGie

Trum an

mousre

Trum an

moure

manze

SP1; 87,5

JeAtTECC 404t i EC L LB LECE LI RgiT Q00T CAr B4 0CCECBJEBEE A0 JA0T 4040 QP4 £ 4T 354 904 099404 STOOT gt gt
=L

= AifErswrsunnr s sunsranravssrrmrwrn s annsnen s QEE QU Jr e v s ss rra T EEr s s R T ER SN BT R TR W E

-§2ap

tgascabccbgoagbcacaggobcagaogtcaggboobbgbagtcbgbgrrbgaagbrt gbgtbbgbgbbgbrgbggugac sagorcvtbbgugecccace

sesscabccagagbcicagagrraac agbtciggtt ghgebagtttqbgootigaagbot gbgttt ggttgb==- ~~ggoacdagge c it gagtcttaac

NF«D; 87,3

c-ttgtectagaacctacec et cbeadggatgrgote tobatttctaccctgh m:t:: tc gac btec cgtgrasattecaiictcogbt

LB QBEES -~ - =~~~ tLERE ERELUQLAJQAY AEQEEE ETN AR VES JUAEY -~ -~~~ - m== == AEEECACES DO9C CAE JUTERESES ALLTS G300
paoo; 90,1 p300; 91,1 NF«B; 87,7

ELEJt JERIEAISOTaE gl JiE A FEAggagtaAlgts 95 A1l LT TR ITEELEE T RALCAGRI ATL A AAACAREL AT JPRL INTE- AL

ghcdtgad--agugq-g0d Jir 24g99tgagig-----rcgrgtagtat-agghcttai---tEEttaacggtgatt daaatatttatt.ggt.c actEcac

E2F; 86,2
T EEE EEg At CE P Y N RN A PAL SEPP A A At NS PR JEE ST APE ATt JUEE EEOPT TN A Gt g At AL gRAgAJEAC AL AE
tLggcttECE-AJdCACEECEERIELEEgEEg- AL ctggEicdggErtgggadaguguyagt g~ Tgtttt a4 ggd gt gg-~ -~ € gt JGL JiL goc A
SP1; 918 AT spie63
iggagttggguogegong= 9g9r cbagggtt9gggiggrtogaartogyggrtogrtgggt agt cragmagorege gyt 2 aggrt ggggtot c-chggt
LgCd-==ggagggEg===== qagtcbiggetqutatggxrboeaagttguegeagboc agt gage ca AguooTt grghge 4g

q
; B6, SP1; 66 .
E2F; B6,1 i p300; 8 oB: 07 4

gigaictggagaggatrtar cEgggEE CEtgrEtggEr A gt ggggadararcggutEEcrag-==gea======CrEtCACCtiirCagagrgoguasse
gagrtacagacagggttt=-cgoraactctgittggreccbghgg==grggrgttcotoraacgrgragic argrecbcarcbgar c agate goggaate

NF«<B; 1000
IRF12; 91,9
SEACCQECECGEABGEE QUL CEE g4 JTAARGETAAATAY44 0040044 g2 JLgqrtee atgareqaqgaggee gragrqec Aty

FC-ragbrrrbrACCIragr retajal qTaAAAETAAATETRAGY 044 gA4210act-- -EgJtagJagagate gragrar caty
IRF12:; 87 4

Abbildung 45: Alignment des humanen (human) mit dem murinen (mouse) Tapasinpromotor. Das
gezeigte Alignment wurde der Publikation von Herrmann, Trwosdale et al. 2003 entnommen (Herrmann,
Trowsdale et al. 2003). Es vergleicht wie zuvor in Abbildung 44 die Sequenzen des humanen mit denen des
murinen Tapasinpromotors. In der roten Box (nachtrdglich eingefiigt) ist die Bindestelle des Mzfl
Transkripitonsfaktors markiert. In diesem Alignment sind lediglich zwei Nukleotide in der Maus vorhanden.
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Abbildung 46: Ubersicht der Histon 3 (Lysin 27) Acetylierung im Bereich des Tapasingens. Gezeigt sind die Histon 3 AFtylierung_am Lysin 27 im erweiterten Bereich des
Tapasingens (oben) und dem Bereich des Tapasinpromotors (unten). Die Grafik ist ein Auszug der Zusammenfassung von gesammelten Daten des Genome Browsers
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003 (NCBI34/hgl6), Mai 2004 (NCBI35/hgl7), Mirz 2006 (NCBI36/hgl8) und Februar 2009
(GRCh37/hgl9). Die Daten der Untersuchung/Datensammlung ,,ENCODE* von 7 unterschiedlichen Zelllinien sind gezeigt. Die roten Pfeile markieren jeweils den Bereich des
fokussierten Teils des Kernpromotors (Abbildung 37).
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Abbildung 47: Ubersicht der experimentell gefundenen Transkriptionsfaktorbindungen im Bereich des Tapasinpromotors. Gezeigt sind die in einem ChIP-seq-Screen
(Daten der Untersuchung/Datensammlung ,,ENCODE®) erhaltenen Daten fiir Transkriptionsfaktorbindungen bzw. die Sequenzen, welche in der ChIP prézipitiert wurden. Die
Grafik ist ein Auszug der Zusammenfassung von gesammelten Daten des Genome Browsers (http:/genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003
(NCBI34/hgl6), Mai 2004 (NCBI35/hgl7), Méarz 2006 (NCBI36/hgl8) und Februar 2009 (GRCh37/hgl9). Rot markiert sind die Transkriptionsfaktoren (bzw. Sequenzen)
welche in den Bereich des fokussierten Teils des Kernpromotors (Abbildung 37) fallen.
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Abbildung 48: Ubersicht von experimentell (ChIP-seq) gefundenen Transkriptionsfaktorbindestellen (Polymerase 2). Die Grafik ist ein Auszug der Zusammenfassung
von gesammelten Daten des Genome Browsers (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003 (NCBI34/hg16), Mai 2004 (NCBI35/hg17), Mérz

2006 (NCBI36/hg18) und Februar 2009 (GRCh37/hgl9). Die Daten aus 91 humanen Zellarten wurden von der ,,ENCODE TFBS ChIP-seq“-Gruppen generiert. Die gezei

gten

Daten beschrinken sich auf die Daten fiir die Polymerase 2 und den Tapasin (respektive Rgl2) Promotor. Der rote Pfeil markiert eine Bindung der Polymerase II im Bereich des

fokussierten Teils des Kernpromotors (Abbildung 37). Weiterhin sind die Grunddaten dieses Ergebnisses sowie die in der ChIP-seq erhaltene Sequenz gegeben.
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Abbildung 49: Ubersicht der gespleiBten humanen ESTs (expressed sequence tags) im Bereich des Tapasingens. Gezeigt sind Transkripte aller der von der UCSC
(University of California, Santa Cruz, Genome Browser) gesammelten/bekannten Daten. Die Grafik ist ein Auszug der Zusammenfassung von gesammelten Daten des Genome
Browsers (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003 (NCBI34/hgl6), Mai 2004 (NCBI35/hgl7), Mirz 2006 (NCBI36/hg18) und Februar
2009 (GRCh37/hgl9). Die roten Pfeile markieren die Sequenzen welche den ldngsten 5’UTR-Bereich bilden und vom fokussierten Teil des Kernpromotors (Abbildung 37)
transkribiert sein konnten. Transkript BI523615 wurde in den Screening-Analysen von Strausberg und Mitarbeitern gefunden (Strausberg, Feingold ez al. 2002).
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Abbildung 50: Ubersicht von gefundenen mRNAs im Bereich des Tapasingens. Gezeigt sind Transkripte aller der von der UCSC (University of California, Santa Cruz,
Genome Browser) gesammelten/bekannten Daten. Die Grafik ist ein Auszug der Zusammenfassung von gesammelten Daten des Genome Browsers (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway) fiir die Ergebnisse vom Juli 2003 (NCBI34/hgl6), Mai 2004 (NCBI35/hgl7), Mérz 2006 (NCBI36/hg18) und Februar 2009 (GRCh37/hgl9). Die roten Pfeile
markieren die Sequenzen welche den langsten 5’UTR-Bereich bilden. Transkript BC010279, BC064966 und BC080574 wurde in den Screening-Analysen von Strausberg und
Mitarbeitern gefunden (Strausberg, Feingold et al. 2002). Das Transkript AK297903 in den Screening-Analysen von Ota und Kollegen (Ota, Suzuki et al. 2004).
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Abbildung 51: 5’Verkiirzungen des Tapasinpromotors in infizierten und IFNy-stimulierten MRC-5
Fibroblasten. Transduzierte Reportergene unter der Kontrolle von Tapasinpromotor-Verkiirzungen (und der die
Wildtypsequenz) in MRC-5 Fibroblasten wurden kontrollbehandelt (mock), IFNy (500 U/mL) stimuliert sowie
HCMYV infiziert. Die Phosphataseexpression wurde zu den angegebenen Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden) als
Akkumulation gemessen und in RLU dargestellt. Gezeigt sind aus der Verrechnung in Abbildung 33 jeweils
einzelne Ergebnisse nur eines Experimentes und einer Transduktion.
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Abbildung 52: Die durch IFNy-induzierten IDO-Transkriptmengen kénnen durch HCMYV reguliert
werden. MRC-5 Fibroblasten wurden HCMV-(MOI 5, schwarze Kurven) und mock-infiziert (rote Kurven)
sowie zeitgleich IFNy behandelt. Die RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten (0, 4, 8, 24, 48, 72 Stunden
nach Infektion/Stimulation) extrahiert. Die IDO Transkription wurde mittels quantitativer qRT-PCR (aus 500 ng
RNA) analysiert. (A) Zellen wurden 48 Stunden vor Infektion/Stimulation ausplattiert und nicht weiter
behandelt. (B) 48 Stunden vor Infektion/Stimulation wurden die Zellen mit 500 U(nits, Einheiten) IFNy
stimuliert.

Die IDO-Transkriptmengen veranschaulichen die Interferenz von HCMV mit der
IFNy-Signalkaskade. Dieses passiert unabhédngig davon, ob Zellen bereits vor der Infektion
[FNy-stimuliert wurden (B) oder nicht (A). In beiden Fillen liegt die Reduktion bei einem
Faktor von 100 (Zimmermann, Hauka et al. 2013).

Die genaue Rolle von IDO, wéhrend der HCMV-Infektion, konnte in vitro und in vivo bisher
nicht abschlieBend gekliart werden. So wurde gezeigt, dass IDO iiber den Abbau von
Tryptophan die Replikation von HCMV empfindlich storen kann. In Monozyten dagegen
kann es zu einer Induktion von IDO kommen, wodurch die regulatorischen T-Zellen (Tregs)
negativ reguliert werden und folgend die Immunantwort geschwicht wird (Bodaghi, Goureau

et al. 1999, Furset, Flgisand et al. 2008, Mahnke, Bedke et al. 2007).
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Appendix
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Abbildung 53: HCMV-Partikel und Virus-Replikation induzieren die CEACAMI-Transkription. (A)
MRC-5 Fibroblasten wurden mit HCMV infiziert oder mit UV-inaktivierten Viruspartikeln beziehungsweise
mock behandelt. RNA wurde zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach Behandlung (mock und
UV-inaktivierten Viruspartikeln), respektive nach 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden nach HCMV-Infektion (AD169)
extrahiert. Die Transkription der CEACAMI1 Isoform 1 (graue Balken) sowie die aller nicht-Isoform 1
CEACAMI1 Transkripte (Gesamt, schwarzer Balken) wurde, mittels spezifischer Primer, per qRT-PCR
analysiert und ist in x-fach von mock, zu den markierten Zeitpunkten, dargestellt. (B) RNA aus HCMV und
mock-infizierten MRC-5 Fiboblasten wurde zu den angegebenen Zeitpunkten fiir eine Stunde 4-Thiouridin
markiert, anschlieBend aufgereinigt, separiert (Methodik: 2.4.1), in ¢cDNA umgeschrieben und per qPCR
analysiert. Die Neusyntheserate ist in x-fach von mock zu den angegebenen Zeitpunkten gezeigt.

HCMYV ist nicht nur in der Lage spezifische Transkripte negativ zu beeinflussen (siche IDO
zuvor), sondern auch sie selektiv zu induzieren. So ist bekannt, dass die Reduktion der
NK-Zellen Effizienz mediiert durch CEACAMI1 (Isoform 1) unterstiitzend auf die
HCMYV-Infektion wirken kann (Markel, Lieberman et al. 2002, Stern, Markel et al. 2005).
Untersucht wurden hier die CEACAMI Isoform 1, welche ein ITIM (Immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif) besitzt und alle weiteren Isoformen, welche dieses ITIM nicht
kodieren (als CEACAM (Gesamt) markiert). Bereits 24 Stunden nach Behandlung der Zellen
mit dem UV-inaktiviertem Virus zeigte sich eine deutliche Erhohung der mRNA-Mengen
aller CEACAMI1-Isoformen. Wéhrend der kompletten Replikationsphase des Virus war
CEACAMI induziert.

Interessanterweise ergaben sich zwei Induktionsphasen fiir die Transkription von CEACAM1
(Abbildung 53B). Im Verlauf der Infektion war die Induktion stabil und fiihrt zu der Theorie
einer viral induzierten, aktiven Kontrolle der Transkription, startend 24 Stunden nach

Infektion.

178



