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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Kaposi-Sarkom-Herpesvirus ist das atiologische Agens diverser humaner
Tumorerkrankungen. Es besitzt einen biphasischen Lebenszyklus. Wahrend der
lytischen Phase wird das virale Genom vollstandig exprimiert und neue Viruspartikel
gebildet. In der latenten Phase hingegen wird nur eine kleine Teilmenge viraler Gene
exprimiert, sodass das Virus unerkannt von der Immunantwort des Wirts persistieren
kann. Epigenetische Mechanismen, insbesondere Histonmodifikationen, scheinen
eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Transkription wahrend der Latenz zu
spielen. Mangels eigener Proteine zur Etablierung von Histonmodifikationen muss
das Virus auf zellulare Proteine zurtckgreifen. Dies fuhrt zu der Hypothese, dass
diese Interaktionen die zellularen Histonmodifikationen und damit potentiell die
Transkription beeinflussen kénnen.

Die Untersuchung der Anderungen von Transkription und Histonmodifikationen in
Folge einer de novo KSHV-Infektion wurde in HDF- sowie in MC116-Zellen
durchgefuhrt. In HDFs zeigte sich, dass Differenzen in der Transkription im
Wesentlichen auf zellulare Reaktionen auf die Infektion zurlickgehen und Uber die
Zeit abnehmen. Auch fir die Histonmodifikationen lieBen sich nur wenige
Anderungen feststellen. Interessantester Ansatzpunkt war die Anreicherung der
H3K27me3 am TSHZ2-Gen, einem potentiellen Tumorsuppressor. Des Weiteren liel3
sich trotz der Korrelation von Histonmodifikationen und Transkription keine
Schnittmenge bei den jeweils detektierten Anderungen feststellen.

Wie in den HDF-Zellen zeigten sich auch fiir die MC116 nur wenige Anderungen in
Transkription und Histonmodifikationen. Jedoch konnte hier fur zwei Gene sowohl fur
die Transkription als auch die Histonmodifikationen signifikante Anderungen
festgestellt werden. Die genauere Untersuchung eines dieser Gene (TNFRSF1b)
ergab jedoch, dass daraus keine funktionalen Konsequenzen resultierten. Wie sich
zeigte hatten die Veranderungen keinen Einfluss auf den Protein-Level. Dies legt den
Schluss nahe, dass die Zelle die Anderungen der Transkription Uber regulatorische
Mechanismen kompensiert. Weitere interessante Differenzen der
Histonmodifikationen, jedoch ohne Anderung der Transkription, zeigten die Gene
EGFR, FGF12 und IGF1R. Die Anderungen kénnten Pradispositionen fiir spatere
Expressionsanderungen darstellen und stellen somit interessante Ansatzpunkte fur

weitere Untersuchungen dar.



Abstract

Abstract

Kaposi’'s sarcoma-associated herpesvirus is the etiologic agent of several human
tumors. It has a biphasic lifecycle, which is divided in the latent- and the lytic phase.
During the latter the entire viral genome is expressed and new viral particles are
produced. In contrast, during latency only a small subset of viral genes is expressed,
such that the virus can persist without inducing the host's immune response.
Epigenetic Modifications, especially histone-modifications, play an important role in
the regulation of latent gene expression. Since the viral genome does not code for
proteins which directly establish or erase these modifications, the virus must interact
with cellular proteins to induce chromatin changes. These interactions could lead to
changes in cellular histone-modification levels and potentially to changes in gene
transcription.

For the investigation of the impact of de novo KSHV infection on transcription and
histone-modifications, human dermal fibroblasts (HDF) and MC116 (B-cell-
lymphoma) were used. In HDF-cells, changes in transcription seem to be primarily
caused by the cellular reaction to the infection and diminish over time. Also, there
were only few changes in the levels of histone-modifications. The most interesting of
these differential genes is TSHZ2, which is a possible tumor-suppressor and showed
enriched levels of H3K27me3. Furthermore, no correlation between changes in
transcription and changes in histone-modifications could be detected, although in
general transcription and histone modifications showed the expected correlation.

Like in HDF-cells, only few changes in transcription and histone modifications could
be detected for the MC116-cells. However, significant changes of both transcription
and histone-modifications could be detected for two genes. Investigation of one of
these genes (TNFRSF1b) showed no functional consequences of the detected
changes. Analysis of the protein levels showed no changes in TNFRSF1b-levels.
Therefore the cells somehow seem to compensate the changes in transcription via
other regulatory mechanisms. Further interesting genes which showed differential
histone-modification-levels were EGFR, FGF12 and IGF1R. Although these did not
show any changes in transcription, the changes in histone-modification-levels could
act as a predisposition for later changes in transcription. Therefore these genes are

of high interest for future investigations.
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1 Einleitung

1.1 Herpesviridae

Die Mitglieder der Familie Herpesviridae sind grofde, membranumhiillte Viren mit
einem doppelstrangigen DNA-Genom (dsDNA). Die Familie wird in die Subfamilien
alpha-, beta- und gamma-Herpesviren unterteilt, welche sich vor ungefahr 180-220
Millionen Jahren entwickelten (McGeoch et al. 1995). Die beiden anderen Familien,
Alloherpesviridae und Malacoherpesviridae, eingeschlossen umfasst die Ordnung
der Herpesvirales Uber 130 Spezies, welche Tiere und Menschen infizieren kdnnen
(Brown & Newcomb 2011).

Der Name Herpesviridae leitet sich von dem griechischen Wort herpein ("kriechen,
schleichen") ab und bezieht sich auf eines der Kennzeichen der Herpesviren: Die
lebenslange latente Infektion des Wirts. Diese verlauft zumeist asymptomatisch, da
das Virus zu grof3en Teilen inaktiv ist. Die virale Genexpression beschrankt sich auf
latenzassoziierte Proteine, welche beispielweise flr den Erhalt des viralen Genoms
oder die Manipulation der Wirtszelle (z.B. zur Immunevasion) verantwortlich sind. In
dieser Phase findet somit keine virale Replikation statt und das Virus kann unerkannt
vom Immunsystem des Wirts persistieren. Dabei liegt das Genom in Form eines
zirkularisierten Episoms im Nukleus der Wirtszelle vor. Die meisten Herpesviren
etablieren ein Reservoir latent infizierter Zellen in einem bestimmten Zelltyp, welcher
sich jedoch von Virus zu Virus unterscheidet (z.B. Herpes-Simplex in Neuronen des
Spinalganglions). Jedoch kann es jederzeit zu einer Reaktivierung und somit zum
Ubergang in die lytische Phase kommen. In dieser wird das gesamte virale Genom
exprimiert und neue Viruspartikel gebildet, sodass die Dissemination des Virus im
Wirt sowie die Transmission zum neuen Wirt ermoglicht werden. Letztendlich fuhrt
dieser lytische Zyklus zum Tod der Wirtszelle. In vielen Fallen ist die lytische Phase
mit der Ausbildung spezifischer Krankheitsbilder assoziiert, wie z.B. Herpes Zoster
("Gurtelrose") oder Herpes labialis. Doch auch die latente Infektion kann zur
Ausbildung von Krankheiten fuhren, wenngleich dies deutlich seltener vorkommt.
Meist geschieht dies im Zusammenhang mit dem Verlust der Immunkompetenz. Als

Folge kann es beispielsweise zur Entstehung von Tumoren kommen.

Neben der latenten Infektion teilen alle Herpesviren weitere Eigenschaften: Sie

kodieren eine gro3e Anzahl von Enzymen, die in den Nukleinsauremetabolismus

1
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involviert sind, die Synthese der viralen DNA und die Assemblierung der Kapside
findet im Nukleus statt und die Produktion neuer viraler Partikel fUhrt zum Tod der
Wirtszelle.

Derzeit sind neun humanpathogene Herpesviren bekannt: Herpes-Simplex-Virus 1
und 2 (HSV-1 und HSV-2) und das Varizella-Zoster-Virus (VZV) gehéren zur
Subfamilie der Alphaherpesvirinae; Cytomegalovirus (HCMV); Humanes Herpesvirus
6A und 6B (HHV-6A und HHV-6B) und das Humane Herpesvirus 7 (HHV-7) zur
Subfamilie der Betaherpesvirinae, Epstein-Barr-Virus (EBV) und Kaposi-Sarkom-
Herpesvirus (KSHV) zur Subfamilie der Gammaherpesvirinae (Carter & Saunders
2013).

Gammaherpesviren werden weiterhin in die beiden Genera Lymphocryptovirus,
welchem EBV zugeordnet wird, und Rhadinovirus, zu dem KSHV zahlt, unterteilt.
Diese sind mit unterschiedlichen Tumoren in ihrem naturlichen Wirt assoziiert und
zahlen somit zu den humanen Tumorviren. Derzeit sind sieben dieser Onkoviren
bekannt und man geht davon aus, dass diese fur 10-15% aller Krebserkrankungen
des Menschen verantwortlich sind (Martin & Gutkind 2008).

Tabelle 1-1: Ubersicht iiber humane Onkoviren und die assoziierten Tumore.

Name Familie Assoziierte Tumore
Epstein-Barr-Virus Herpesviridae Burkitt-, Hodgkin-Lymph., NPC
Hepatitis B Virus Hepadnaviridae Leberzellkarzinom

Hepatitis C Virus Flaviviridae Leberzellkarzinom

Humanes Papillomavirus Papillomaviridae Diverse u.a. Zervixkarzinom
Humanes T-lymphotropes Virus  Retroviridae Adulte T-Zell Leukamie
Kaposi-Sarkom-Herpesvirus Herpesviridae KS, PEL, MCD
Merkelzell-Polyomavirus Polyomaviridae Merkelzellkarzinom
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Abbildung 1-1: Phylogenetischer Baum der Familie Herpesviridae
Diese Grafik basiert auf der phylogenetischen Analyse der DNA-Polymerase Sequenzen unterschiedlicher Herpesviren.
Humanpathogene Herpesviren sind mit einem Kastchen umrahmt (Rose, 2005).

1.2 Das Kaposi-Sarkom-Herpesvirus

Das Kaposi-Sarkom-Herpesvirus (KSHV) oder humane Herpesvirus 8 (HHV-8) ist ein
groRes, doppelstrangiges DNA-Virus, welches dem Genus Rhadinovirus in der
Subfamilie der Gammaherpesviren angehoért. Wie auch fur andere Herpesviren
charakteristisch etabliet KSHV eine lebenslange chronische Infektion. Das Virus
etabliert ein Reservoir infizierter Zellen, in denen es in einem Zustand der Latenz
vorliegt. Dieser zeichnet sich dadurch aus, dass der Uberwiegende Teil des viralen
Genoms nicht transkribiert wird und lediglich die essentiellen Gene zum Erhalt des
Virus in der Zelle exprimiert werden. Auf diesem Weg entgeht das Virus der
Immunantwort und somit der Eradikation. Fur die Infektion neuer Wirte ist jedoch die
Produktion neuer viraler Partikel und somit der Einritt in den Iytischen Zyklus

notwendig. In den folgenden Abschnitten wird ein detaillierter Blick auf Geschichte,
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Struktur und Lebenszyklus des KSHV sowie auf die assoziierten Krankheiten

geworfen.

1.2.1 Geschichte

Im Zuge der AIDS Pandemie kam es in westlichen Landern zu einer stark erhohten
Inzidenz des Kaposi-Sarkoms (KS), einer entzundlichen, angioproliferativen kutanen
Lasion, welche erstmals im Jahr 1872 durch Moritz Kaposi beschrieben wurde
(Kaposi 1872). Urspringlich trat diese Erkrankung vor allem im Mittelmeerraum bei
alteren Mannern sowie in Afrika auf, wohingegen sie in Amerika und Westeuropa
sehr selten vorkam. Mit der Entwicklung von immunsuppressiven Therapien,
beispielsweise zur Organtransplantation, trat eine weitere Form des KS in den 70ern
auf (Penn 1979). Diese iatrogene Form zeichnete sich durch einen deutlich
aggressiveren, haufig tédlichen Verlauf aus. Die geographische Verteilung und die
epidemiologischen Daten legten nahe, dass es sich bei der Ursache des KS um ein
Virus handeln konnte, welches besonders bei Immunsuppression Tumore

verursachen kann.

Die starke Korrelation von HIV-Infektion und dem Auftreten des KS fuhrte zu der
ursprunglichen Annahme, dass HIV selbst das atiologische Agens des KS sein
konnte. Jedoch gab es diverse Hinweise, die einen anderen Erreger als HIV als
Ausléser fur das KS nahelegten. Zum einen wurde die Erkrankung bereits vor der
AIDS-Pandemie und unabhangig von HIV beschrieben. Zum anderen zeigte sich,
dass innerhalb der Population der HIV-Infizierten unterschiedliche Gruppen
differierende Risiken fur die Entwicklung des KS aufwiesen. So trat dies vor allem in
Individuen auf, welche sich auf sexuellem Weg mit HIV infiziert hatten, hauptsachlich
homo- oder bisexuelle Manner (Beral et al. 1990). Im Vergleich hierzu war die KS-
Rate bei Individuen, die sich auf nicht-sexuellem Weg mit HIV infiziert hatten,
beispielsweise bei Bluttransfusionen, jedoch gleichsam immunsupprimiert waren,
sehr gering. Diese Erkenntnis legte nahe, dass es sich beim Ausloser um ein Virus
handelt, welches auf sexuellem Weg ubertragen wird (Beral et al. 1990).
Entscheidende Merkmale des bisher unbekannten Erregers waren die effektive
Transmission auf (homo)sexuellem Weg und die geringe Ubertragbarkeit tiber Blut

sowie die notige Immunsuppression zur Ausbildung des Krankheitsbildes.
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Erst im Jahr 1994 gelang Chang und Moore der Nachweis von Fragmenten des
KSHV-Genoms mittels reprasentativer Differenzanalyse (representational difference
analysis, RDA). Hierzu verglichen sie DNA aus KS-Lasionen mit DNA aus gesundem
Gewebe desselben Patienten. Nach diesem Durchbruch gelang es innerhalb von

zwei Jahren das komplette virale Genom zu sequenzieren (Russo et al. 1996).

1.2.2 Morphologie und Genomstruktur

Das KSHV-Genom besteht aus einer linearen, doppelstrangigen DNA und umfasst
ca. 165 - 170 kb (Renne, Lagunoff, et al. 1996). Dieses unterteilt sich in einen ca.
140 kb grofden, codierenden Bereich, welcher samtliche offenen Leserahmen (open
reading frame, ORF) enthalt (Russo et al. 1996), und die diesen Bereich
flankierenden terminalen Repetitionen (terminal repeats, TR). Letztere sind eine
Aneinanderreihung einer 801 bp langen, GC-reichen Sequenz. Die TR umfassen ca.
20 - 25 kb des viralen Genoms, die genaue Anzahl der Wiederholungen variiert
zwischen unterschiedlichen Isolaten (Lagunoff & Ganem 1997). Obwohl die TRs
keine ORFs enthalten, erflllen sie wichtige Funktionen im viralen Lebenszyklus. So
dienen sie beispielsweise als Replikationsursprung (ORI) fur die Replikation des
viralen Genoms wahrend der Mitose und als Bindungsstelle fur das virale
latenzassoziierte nukleare Antigen (latency associated nuclear antigen, LANA),
welches die Anheftung des viralen Episoms an die DNA der Wirtszelle wahrend der
Zellteilung vermittelt (Ballestas et al. 1999; Hu et al. 2002; Grundhoff & Ganem 2003;
Verma et al. 2007). Die DNA liegt im Virion in einem nicht-chromatinisierten,
epigenetisch naiven Zustand vor, sie enthalt also weder Histone noch epigenetische
Modifikationen der DNA wie z.B. DNA-Methylierungen (Zhu et al. 2005).

Die Annotation des KSHV-Genoms orientiert sich an der des Herpes-Virus-Saimiri
(HVS), welches ein naher Verwandter des KSHV ist. Die ORFs des KSHV wurden
entsprechend ihren HVS-Homologen durchnummeriert (ORF1 - ORF 75). Die KSHV-
spezifischen ORFs wurden von links nach rechts durchnummeriert, zur
Differenzierung jedoch mit dem Buchstaben "K" versehen (K1 - K15). Viele dieser
spezifischen ORFs codieren fir Signalmolekile, welche virale Homologe zu
zellularen Genen darstellen. Neben diesen Bereichen enthalt das KSHV-Genom

noch diverse nicht-codierende RNAs (ncRNAs). Dazu zahlen die elf
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latenzassoziierten micro-RNAs (miRNA), welche alle vom selben Gen-Locus in der
Latenzkassette exprimiert werden (Cai et al. 2005; Samols et al. 2005), sowie die
wahrend der lytischen Phase transkribierte polyadenylierte nukledare RNA (PAN-RNA;
Sun et al. 1996; Zhong et al. 1996; Zhong & Ganem 1997).

Die Replikation der viralen DNA wahrend der lytischen Phase hat einen anderen
Ursprungsort als wahrend der Mitose. Sie beginnt an den lytischen
Replikationsurspringen (ORI-lyt), zwei nahezu identischen Elementen, die sich in
nicht-codierenden Bereichen des Genoms aullerhalb der LTRs befinden. Diese
bestehen aus einer ca. 1,2 kb langen, nahezu identischen Sequenz sowie 600 bp an

GC-reichen Wiederholungen strangabwarts (Lin et al. 2003).

TR

rgg ﬁs
g 3
3:! ‘-gz,,
s iy
' KSHV 3
(170 kbp) :
3 53

PN

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des KSHV-Genoms (modifiziert nach Grundhoff, unpubliziert).
Darstellung des zirkuldaren KSHV-Genoms mit allen offenen Leserahmen sowie den TRs. Die Latenz-Gene sind in griin

dargestellt, die IE-Gene in orange, die DE-Gene in rot und die L-Gene in dunkelrot.
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Das virale Genom ist in ein ikosaedrisches Kapsid mit 20 dreieckigen Oberflachen
eingebettet. Die einzelnen Einheiten des Kapsids werden als Kapsomere bezeichnet
und bestehen aus Pentameren (Pentons) bzw. Hexameren (Hexons) des viralen
Strukturproteins ORF25. Jedes Kapsid besteht aus 150 Hexons, welche die Flachen
bilden, und 12 Pentons, die an den Schnittpunkten der Flachen sitzen. Diese werden
durch heterotrimere Komplexe, bestehend aus einer Kopie des ORF62 und zwei
Kopien des ORF26, miteinander verbunden. Insgesamt enthalt das Kapsid 320
dieser als Triplexe bezeichneten Proteinkomplexe (Nealon et al. 2001; Trus et al.
2001; Wu et al. 2000).

Das Kapsid wird von einer Lipid-Doppelschicht umhdallt. Sie enthalt auf ihrer
Oberflache diverse virale Glykoproteine, die fur die Anlagerung und Fusion mit der
Membran der Wirtszelle verantwortlich sind. Da die virale Membran durch den
Vorgang der Knospung aus der Zellmembran entsteht, enthalt sie neben den viralen
Proteinen auch Proteine der Wirtszelle (siehe 1.2.5). Zwischen Kapsid und Membran
befindet sich das Tegument, welches vor allem aus verschiedenen viralen Proteinen
besteht, jedoch auch mRNAs und einige zellulare Proteine enthalt. Da das Tegument
im Anschluss an die Fusion mit der Zellmembran in der Wirtszelle freigesetzt wird,
stehen die hier enthaltenen Proteine und mRNAs bereits frih nach der Infektion zur
Verfugung, bevor die virale Transkription einsetzt. Die genaue Funktion der
Tegument-Proteine ist zumeist nicht abschlieRend geklart, jedoch geht man, auch auf
Grund der Homologie zu Tegument-Proteinen anderer Herpesviren mit bekannten
Funktionen, von einem breiten Funktionsspektrum aus, das unter anderem die
Assemblierung viraler Partikel, den Eintritt in die Wirtszelle und regulatorische

Funktionen einschliel3t. Fur genauere Informationen siehe Sathish et al. 2012.

1.2.3 Viraler Lebenszyklus

Zu Beginn des viralen Lebenszyklus steht die Infektion der Wirtszelle. Die hierin
involvierten viralen Proteine sind die Glykoproteine, vor allem K8.1, gB, gL und gH
(Wang et al. 2003; Pertel 2002). Die initiale Anlagerung an die Wirtszelle findet Uber
die Interaktion der viralen Glykoproteine K8.1 und gB mit auf der Zelloberflache
prasentiertem Heparansulfat statt (S M Akula et al. 2001; Birkmann et al. 2001; Shaw
M Akula et al. 2001). Jedoch handelt es sich hierbei nicht um den eigentlichen
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Rezeptor, da das Entfernen von Heparansulfat von der Zelloberflache oder auch der
knockout von K8.1 zwar zu einer Reduktion, jedoch keinem vollstandigen Verlust der
Infektidsitat von KSHV flhrte (Luna et al. 2004; Shaw M Akula et al. 2001). Vielmehr
geht man davon aus, dass durch die Anlagerung die Bindung an die eigentlichen

Rezeptoren erleichtert wird.

Abhangig vom Zelltyp gelangt das Virus Uber Endozytose, Clathrin-mediierte
Endozytose oder Makropinozytose in die Zelle (Inoue et al. 2003; Rappocciolo et al.
2008; Raghu et al. 2009; Akula et al. 2003). Nach der Anlagerung erfolgt, je nach
Aufnahmemechanismus, die Bindung an die Integrine a3p1, aVB3 und aVR5, DC-
SIGN, die Rezeptortyrosinkinase EphA2 und den Cystin/Glutamat-Transporter xCT
(Akula et al. 2002; Veettil et al. 2008; Kaleeba & Berger 2006; Hahn et al. 2012). Die
Bindung an die Rezeptoren I0st zusatzlich Signalkaskaden in der Zelle aus, welche
die Infektion begunstigen. Unter Anderem induziert KSHV FAK, src, P13-K und Rho-
GTPasen (Sharma-Walia et al. 2004; Veettil et al. 2006; Naranatt et al. 2003). Als
Folge der Bindung und der ausgelosten Signalkaskaden kommt es durch die oben
erwahnten Mechanismen letztendlich zur Fusion der viralen Membran mit der
Membran der Wirtszelle, bzw. des Endosoms. Fur eine detailliertere Beschreibung
des Eintritts in die Wirtszelle siehe Kumar & Chandran 2016.

Nach Abschluss der Membranfusion werden das Kapsid und das umgebende
Tegument in das Zytosol freigesetzt. Fur den Transport des Kapsids zum Zellkern
verwendet das Virus das zellulare Mikrotubuli-Netzwerk. Dieses wird vom Virus z.B.
Uber die Manipulation von Rho-GTPasen beeinflusst. Uber das Motorprotein Dynein
wird das Kapsid entlang der Mikrotubuli zum Zellkern transportiert (Naranatt et al.
2005). Nahe des nuklearen Porenkomplexes (nuclear pore complex, NPC) kommt es
zur Disassemblierung des Kapsids und das freigesetzte Genom gelangt Uber die
Kernporen in den Zellkern. Der genaue Ablauf dieses Vorganges ist noch nicht

bekannt.

Im Zellkern wird das lineare KSHV-Genom zirkularisiert. Des Weiteren wird die
epigenetisch naive DNA chromatinisiert, d.h. sie wird, wie das zellulare Genom, mit
Histonen besetzt und durch histonmodifizierende Proteine mit epigenetischen
Modifikationen versehen. Diese Vorgange haben folgende Funktionen: Der Schutz

des viralen Genoms vor der "DNA damage response", die Sicherung von Replikation
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und Erhalt des Episoms bei der Zellteilung und die Regulation der viralen

Genexpression (Uppal et al. 2014).

Wie alle Herpesviren besitzt KSHV einen dualen Lebenszyklus. Das Virus kann
entweder latent in der Zelle vorliegen oder den lytischen Zyklus einleiten, sich
replizieren und so weitere Zellen bzw. einen weiteren Wirt infizieren (siehe 1.1). Nach
Abschluss der oben beschriebenen Vorgange und mit dem Einsatz der viralen
Genexpression entscheidet sich nun ob das Virus in die Latenz oder die lytische

Phase eintritt.

1.2.4 Latenz

Die Latenz ist das transkriptionelle Standardprogramm des KSHV nach der Infektion
einer Zelle. Sie muss gewahrleisten, dass die virale Genexpression, mit Ausnahme
der Latenzproteine, reprimiert wird und dennoch das virale Genom erhalten bleibt
sowie Replikation und Segregation auf die Tochterzellen wahrend der Mitose erfolgt.
AuRerdem muss das Uberleben der Wirtszelle gesichert werden. Nahezu alle im
Laborversuch infizierten Zellen weisen ein latentes Expressionsprofil nach der
Infektion auf. Jedoch muss dieses erst etabliert werden. So kommt es unmittelbar
nach der Infektion auch zur voribergehenden Expression lytischer Gene (Krishnan et
al. 2004). Im Gegensatz zur realen lytischen Phase, in der alle viralen Gene in einer
sequentiell regulierten Kaskade exprimiert werden, erfolgt diese initiale Expression
nicht fur alle Gene und scheint nicht strukturiert. Folgerichtig werden bei dieser auch
keine neuen Viruspartikel gebildet. Nach etwa 24 h ist die Latenz etabliert und die
transiente Expression lytischer Gene endet. Ursache und Funktion dieser
anfanglichen Expression lytischer Gene sind nicht abschlielfiend geklart. Da viele
dieser Gene eine immunmodulierende oder antiapoptotische Funktion aufweisen ist
es moglich, dass auf diesem Weg eine zusatzliche Manipulation der Wirtszelle
stattfindet um die Infektion zu begunstigen (Krishnan et al. 2004). AuRerdem koénnte
die Prasenz geringer Mengen des lytischen Schalterproteins RTA (Replikations- und
Transkriptionsaktivator, replication and trancription activator), welches teilweise in
den Viruspartikeln vorliegt, die Expression auslosen (J. T. Bechtel et al. 2005; Lan et
al. 2005). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass mRNAs viraler lytischer
Proteine, die wahrend der Bildung neuer viraler Partikel in diese inkorporiert werden
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und bei Infektion in der Wirtszelle freigesetzt werden, verantwortlich sind (J. Bechtel
et al. 2005). Jedoch wurden nicht fur alle detektierten Proteine die entsprechenden
MRNAs in viralen Partikeln nachgewiesen, sodass dies nicht die alleinige Ursache
sein kann. SchlieBlich kénnte auch die fehlende bzw. sich erst etablierende
Chromatininisierung des viralen Genoms die Ursache sein. So kdnnte beispielsweise
das Fehlen repressiver Histonmodifikationen kurz nach Infektion zur Transkription

lytischer Gene fuhren.

Wahrend der Latenz werden vor allem drei virale Proteine exprimiert: LANA
(ORF73), v-Cylcin (ORF72) und v-FLIP (ORF71). Die Transkription erfolgt von einem
gemeinsamen Promotor, auch als LANA-Promotor bezeichnet. Aus den
polycistronischen Transkripten entstehen Uber unterschiedliche Mechanismen die
oben genannten Proteine, auf deren Funktionen in den nachsten Absatzen genauer
eingegangen wird (Dittmer et al. 1998). Neben diesen Proteinen werden noch einige
weitere latenzassoziierte Proteine transkribiert, die Kaposine (Sadler et al. 1999) und
K10.5 (v-IRF3/LANA-2, Rivas et al. 2001), sowie einige latenzassoziierte miRNAs
(Cai et al. 2005; Samols et al. 2005). Das genaue Muster der latenten Transkription
unterscheidet sich je nach Wirtszelle (Rivas et al. 2001). Dies legt die Vermutung
nahe, dass es, ahnlich wie bei EBV, nicht ein Latenzprogramm, sondern
unterschiedliche, kontextabhangige Programme gibt, zwischen denen jedoch viele

Gemeinsamkeiten herrschen.

Das virale Protein LANA (ORF73) lasst sich in drei Domanen unterteilen: Eine N-
terminale Domane, Uber die LANA an Chromatin binden kann (Piolot et al. 2001),
eine zentrale Domane mit zahlreichen sich wiederholenden Sequenzen saurer
Aminosauren und eine C-terminale, basische Domane, Uber die LANA an die TR-
Segmente des viralen Genoms binden kann (Ballestas & Kaye 2001; Cotter et al.
2001; Garber et al. 2002). Aullerdem enthalt es zwei nukleare Lokalisationssignale
(NLS), da LANA zur Auslbung seiner Funktionen im Zellkern vorliegen muss. Bei
diesen Funktionen handelt es sich zum einen um die Rekrutierung der DNA-
Replikationsmaschinerie der Wirtszelle zu den TRs des viralen Genoms um die
semikonservative Replikation des viralen Genoms zu gewahrleisten (Grundhoff &
Ganem 2003; Hu et al. 2002; Lim et al. 2002). Andernfalls kdme es zu einer
Ausdinnung viraler Genome im Rahmen der Teilung der Wirtszelle. Zum anderen

gewabhrleistet LANA wahrend der Mitose den Erhalt und die gleichmalige Verteilung
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des viralen Episoms auf die Tochterzellen. Hierzu bindet es sowohl zellulares
Chromatin, genauer die Histone H2A und H2B, uber den N-Terminus, als auch das
virale Episom Uber den C-Terminus und koppelt diese somit aneinander. Somit wird
durch  die zellularen Mechanismen, welche fir eine gleichmaRige
Chromosomenverteilung sorgen, auch die Verteilung der Episome gewahrleistet. Des
Weiteren interagiert LANA mit zellularen Tumorsuppressor-Proteinen. So bindet es
p53 und das Retinoblastom-Protein (Rb) und verhindert oder erschwert die auf
diesen Wegen ausgeloste Apoptose (Radkov et al. 2000; Friborg et al. 1999).
Daruber hinaus kann LANA die Expression zellularer Gene auf unterschiedliche
Weise beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass die Bindung von LANA an
spezifische DNA-Elemente zur Repression assoziierter Gene fuhren kann (Schwam
et al. 2000). Auch Transkriptionsfaktoren kénnen durch LANA gebunden und so
inhibiert werden (Lim et al. 2000). Neben diesen direkten Manipulationen der
Genexpression der Wirtszelle kann LANA auch Proteine beeinflussen, welche fur die
Etablierung oder Entfernung epigenetischer Modifikationen verantwortlich sind (siehe
1.4.3 Epigenetische Modifikationen und KSHV).

V-Cyclin (ORF72) ist ein virales Homolog des zellularen Proteins Cyclin D. Es kann
CDK®6 binden und somit die Phosphorylierung von Rb bewirken (Chang et al. 1996;
Godden-Kent et al. 1997). Auf diesem Weg wird die Zellproliferation begunstigt bzw.
die Blockierung dieser durch CDK-Inhibitoren wie p27, p21 oder p16 Uberwunden
(Swanton et al. 1997).

Das virale Protein v-FLIP (ORF71) ist ebenfalls ein Homolog eines zellularen
Proteins. Das zellulare Protein interagiert mit dem Fas-induzierten Apoptoseweg, im
speziellen mit Caspase 8, und verhindert bzw. verringert das apoptotische Signal.
Die Funktion des viralen Homologs ist deutlich unklarer. So gibt es bezuglich der
homologen Funktion, der Inhibition der Fas-induzierten Apoptose, widersprichliche
Ergebnisse (Bélanger et al. 2001; Chugh et al. 2005). Jedoch konnte eindeutig eine
Stimulation der Expression von NF-kB (nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer" of
activated B-cells) durch v-FLIP nachgewiesen werden (Chaudhary et al. 1999; Sun et
al. 2003; Matta et al. 2003). Gleichzeitig konnte eine durch v-FLIP verursachte
Phosphorylierung und damit Inaktivierung des NF-kB Inhibitors IkB gezeigt werden
(L. Liu et al. 2002; Field et al. 2003). Diese Manipulationen fihren zu einem NF-kB-
vermittelten anti-apoptotischen Signal. Auch Versuche in PEL-Zelllinien bestatigten
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dies, da ein knockdown von v-FLIP in diesen zu einer Verringerung der NF-kB-
Aktivitat und einer erhdhten Apoptoserate fuhrte (Godfrey et al. 2005; Guasparri et al.
2004). Eine weitere mdgliche Funktion einer erhdhten NF-kB-Aktivitat kdnnte der

Erhalt der Latenz durch Repression lytischer Gene sein (Brown et al. 2003).

Ein Reservoir an KSHV-infizierten Zellen mit etablierter Latenz gewahrleistet eine
lebenslange Infektion des Wirts. Jedoch ist eine Verbreitung mangels Bildung neuer
Viruspartikel nicht moglich. Hierfir muss das Virus aus seiner Latenz reaktiviert

werden und in die lytische Phase Ubergehen.

1.2.5 Lytischer Zyklus

Der Eintritt in den lytischen Zyklus kann entweder direkt nach der Infektion erfolgen
oder aber durch Reaktivierung aus der Latenz. Die genauen Ursachen fur die in vivo
Reaktivierung sind unklar. In vitro wird diese zumeist durch Phorbol-Ester und
Histon-Deacetylase-Inhibitoren ausgeldst (Chen et al. 2001a; Lu et al. 2003). Auch
wenn der genaue Mechanismus der Reaktivierung nicht bekannt ist, so ist
bemerkenswert, dass Inhibitoren von Histonmodifikationen und DNA-
Methyltransferasen den lytischen Zyklus auslésen kénnen, was eine mogliche
Bedeutung dieser epigenetischen Modifikationen fur die Latenzerhaltung nahelegt. In
Folge des aktivierenden Stimulus kommt es zu einer hochgradig geordneten
Expressionskaskade viraler Gene. Zunachst werden die unmittelbaren frihen Gene
(IE, immediate early), dann die verzdgerten frihen Gene (DE, delayed early) und
schliel3lich die spaten Gene (L, /ate) exprimiert. Letztendlich kommt es zur Bildung

und Freisetzung neuer viraler Partikel und zum Tod der Wirtszelle.

Der erste Schritt im lytischen Zyklus ist die Expression des Schalterproteins RTA
(ORF50). Es agiert als transkriptioneller Aktivator fur die lytische Kaskade und ist
essentiell notwendig um diese auszuldsen (Lukac et al. 1999). Gleichzeitig genugt
die Expression von RTA auch in Abwesenheit anderer Faktoren zur Reaktivierung
(Sun et al. 1998; Gradoville et al. 2000; Lukac et al. 1998). Interessant ist, dass es in
Folge des aktivierenden Stimulus zu einer Remodulierung des Chromatin am
ORF50-Promotor kommt, was einen zumindest zum Teil epigenetisch gesteuerten
Mechanismus der Reaktivierung nahelegt (Lu et al. 2003). Passend hierzu konnte
gezeigt werden, dass sich am ORF50-Promotor sowohl aktivierende wie auch
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reprimierende Histonmodifikationen befinden (Gunther & Grundhoff 2010).
Vermutlich kann durch dieses bivalente Chromatin eine schnelle Induktion von
ORF50 durch Entfernen repressiver Modifikationen vermittelt werden, da das

aktivierende Signal bereits vorhanden ist.

RTA besteht aus einer N-terminalen Domane, welche an DNA binden kann und einer
C-terminalen Effektor-Domane, welche zu einer Aktivierung gebundener
Genbereiche fuhrt. Die Aktivierung der lytischen IE- und DE-Gene kann zum einen
allein durch die Bindung von RTA in den Promotorbereichen erfolgen (Deng et al.
2002; Lukac et al. 2001), zum anderen kann RTA an das zellulare Protein RBP-Jk
binden (Liang et al. 2002). Dieser Komplex kénnte flr die Aktivierung von lytischen
Genen verantwortlich sein, die nur eine schwache Aktivierung durch RTA alleine
zeigen. Ein Hinweis hierfur ist, dass RBP-Jk-Bindestellen in Promotoren solcher
Gene gefunden wurde und ein knockout dieses Proteins die Reaktivierung und
Bildung neuer viraler Partikel stark beeintrachtigt (Liang et al. 2002; Liang & Ganem
2003). Neben RBP-Jk kann RTA noch mit zahlreichen weiteren zellularen Proteinen
interagieren (z.B. C/EBP-a, Oct-1 oder STAT3) und seine Rekrutierung zu
bestimmten Promotoren modulieren (Gwack et al. 2002; Sakakibara et al. 2001;
Carroll et al. 2007). Des Weiteren kann es auch mit chromatin-modulierenden
Proteinen wie CBP sowie SWI/SNF interagieren. Die Epigenetik scheint also, ahnlich
wie in der Latenz durch LANA-vermittelte Interaktionen, auch fur die lytische
Reaktivierung von Bedeutung zu sein. Neben RTA gibt es noch weitere IE-Gene, z.B.
ORF45 und K4.2.

In Folge der Expression des IE-Gens RTA wird die Expression der nachsten Stufe
der lytischen Kaskade, der DE-Gene eingeleitet. Die Proteine dieser Klasse
umfassen diverse Funktionen: Proteine mit enzymatischer oder akzessorischer
Funktion bereiten die Zelle auf die virale DNA-Replikation vor. Weitere Proteine
manipulieren die Wirtszelle indem sie die Immunantwort modulieren, die zellulare
Genexpression inhibieren (host shutoff) und die Signaltransduktion beeinflussen.
Neben den Proteinen werden noch ncRNAs transkribiert, allen voran die PAN-RNA
(Sun et al. 1996; Zhong et al. 1996; Zhong & Ganem 1997). Fur einen detaillierten
Uberblick Uber die lytischen DE-Proteine und ihre Funktionen siehe Purushothaman
et al. 2015.
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In Folge der durch RTA initiierten Expression akkumulieren die DE-Proteine in der
Wirtszelle. Es kommt zur Bildung von grof3en, multi-Proteinkomplexen im Nukleus,
den sogenannten Replikationskomplexen (RC, replication complexes), in denen die
lytische Replikation des DNA-Genoms stattfindet. Diese Komplexe binden an die
lytischen Replikationsurspriinge (siehe 1.2.2) auf dem viralen Genom (AuCoin et al.
2002). Die Replikation der DNA erfolgt nach dem rolling-circle-Prinzip. Hierbei wird
der eine Strang des zirkularen Episoms geschnitten und fungiert als Primer wahrend
der ungeschnittene Strang als Vorlage fur die Replikation dient. Die Polymerase kann
die zirkulare DNA dabei mehrfach umlaufen, sodass ein Strang konkatemerer viraler
Genome entsteht. Dieser wird in spateren Schritten an den TR in einzelne virale

Genome gespalten.

Mit Einsetzen der lytischen DNA-Replikation beginnt auch die Expression der L-
Gene. Bei diesen handelt es sich zumeist um strukturelle Proteine, die fur den
Aufbau des Kapsids notwendig bzw. Teil der Membranhille sind. Der genaue
Mechanismus der Aktivierung der L-Gene ist nicht bekannt, jedoch scheint die aktive
Replikation der zu transkribierenden Bereiche eine wichtige Rolle zu spielen. So
konnten Chang und Ganem zeigen, dass Plasmide mit spaten Promotoren, jedoch
ohne ORI-lyt und damit ohne virale lytische Replikation, keine geordnete Expression
der Reporter zeigten (Chang & Ganem 2000). Mit ORI-lyt Elementen hingegen zeigte

sich eine deutlich hdhere Reporter-Expression (Tang et al. 2004).

Nach der Translation werden die Kapsidproteine in den Nukleus transportiert. Dort
werden sie zu Kapsiden assembliert, in die anschlieRend das virale Genom integriert
wird. Der genaue Ablauf der Freisetzung der DNA-haltigen Kapside und der fertigen
Partikel aus der Wirtszelle ist nicht vollstandig erforscht. Vermutlich kénnen die
Partikel auf Grund ihrer Grof3e nicht Uber die NPCs exportiert werden. Stattdessen
lagern sie sich an die Innenseite der Kernmembran an und werden via Knospung in
die perinuklearen Zwischenraume freigesetzt. Dabei werden sie von der inneren
nukledren Membran umhuillt und erhalten so eine transiente Membranhtille. Es folgt
die Translokation in das ER wo die transiente Virusmembran mit der Membran des
ER fusioniert und das Kapsid in das Zytoplasma freigesetzt wird. In einem
alternativen Modell erfolgt die Freisetzung ohne Beteiligung des ER. Nach Fusion mit
der inneren Kernmembran wird das Partikel direkt in das Zytoplasma freigesetzt. Das
nun unbehdllte Kapsid wird zum trans-Golgi-Netzwerk transportiert, in dessen
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Membran die viralen Glykoproteine nach ihrer Expression akkumulieren. An den
zytoplasmatischen Enden der Glykoproteine lagern sich die Tegument-Proteine an,
die mit den Kapsiden interagieren. Es folgt die Umhillung des Kapsids durch die
Tegument-Proteine und die Golgi-Membran mit den viralen Glykoproteinen. Dies
geschieht entweder direkt am trans-Golgi-netzwerk oder aber an vom Golgi-Apparat
freigesetzten Vesikeln. Die membranumhullten viralen Partikel werden uber die
Vesikel des trans-Golgi-Netzwerkes zur Plasmamembran transportiert und via

Exozytose freigesetzt (Fields et al. 2001).
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung des viralen Lebenszyklus mit lytischer Replikation (modifiziert nach Zeev-Ben-
Mordehai et al. 2014)

I: Anlagerung des Virions an die Plasmamembran und Eintritt in die Wirtszelle via Membranfusion. Kapsid und Tegument
werden in der Wirtszelle freigesetzt. Il: Transport des Kapsids zum Nukleus entlang der Mikrotubuli. Ill: Freisetzung des
viralen Genoms und Import in den Zellkern tiber die NPCs. AnschlieRend erfolgt die Zirkularisierung und Chromatinisierung
des Genoms (nicht dargestellt). IV: DNA-Replikation und Assemblierung der Kapside. V: Austritt aus dem Nukleus durch
Knospung in den perinukledren Raum. Freisetzung in das Zytoplasma durch Fusion der transienten Membranhiille mit der
ER-Membran bzw. mit der duReren Kernmembran. VI: Transport des unbehdllten Kapsids zum trans-Golgi-Netzwerk. VII:
Akquisition von Tegument und Membranhille am trans-Golgi-Netzwerk bzw. an freigesetzten Partikeln des trans-Golgi-
Netzwerk sowie anschlieBender Transport zur Plasmamembran. VIII: Freisetzung des Virions durch Fusion des Vesikels mit
der Plasmamembran.
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1.3 KSHV-assoziierte Krankheiten

1.3.1 Kaposi-Sarkom

Das Kaposi-Sarkom ist ein durch KSHV verursachter Tumor, der sich in Form von
multifokalen blau-violetten Lasionen der Haut zeigt. Es ist kein klassischer Tumor,
denn im Gegensatz zu diesen geht das KS nicht aus einem einzelnen Zelltyp bzw.
einer einzelnen Zelle hervor, sondern besteht aus diversen Zelltypen (Herndier &
Ganem 2001). Das KS ist abnorm stark mit Gefalden durchsetzt, Gber die Blutzellen
in das umgebende Gewebe austreten. Aus der Extravasation von Erythrozyten
resultiert die charakteristische Farbe der Lasionen. Aullerdem handelt es sich um
einen Tumor mit einem stark inflammatorischen Milieu, woraus Schwellungen und
Schmerz resultieren kdnnen. Wichtigster Bestandteil ist die Spindelzelle, deren Name
von ihrer veranderten langlichen Form herrthrt. Untersuchungen deuten darauf hin,
dass sie endothelialen Ursprungs ist, wobei dies nicht abschlieRend geklart ist. Sie ist
der Zelltyp im KS, der stets eine KSHV-Infektion aufweist (Boshoff et al. 1995; Sturzl
et al. 1997). Die Spindelzelle hat einen groRen Anteil an dem oben erwahnten
inflammatorischen Milieu, da sie proinflammatorische und angiogene Signale freisetzt
(Ensoli et al. 1989).

Man unterscheidet vier unterschiedliche Formen des KS:

— Die klassische Form, welche ursprunglich durch Moritz Kaposi beschrieben
wurde (siehe 1.2.1). Sie tritt haufig bei alteren Mannern im Mittelmeerraum auf
und zeigt einen chronischen, meist schmerzfreien Verlauf mit langsamer
Progression. Haufig genlgt die Exzision oder Radiatio der zumeist an den
FuURen auftretenden Lasionen als Therapie. Unbehandelt kann es zur
Metastasierung zunachst in die Lymphknoten und spater weiter zu inneren
Organen wie Leber und Lunge kommen (Fenig et al. 1998).

— Die endemische Form, die einen deutlich aggressiveren Verlauf als die
klassische aufweist und nicht mit HIV assoziiert ist. Sie kommt vor allem im
aquatorialen Afrika vor, wo das KS eine der haufigsten Tumorarten darstellt.
Das endemische KS bricht deutlich friher als das klassische KS aus, wobei
zwei Arten unterschieden werden: Das lymphadenopathische KS tritt meist bei
Kindern bis zehn Jahren auf, und befallt direkt das Lymphsystem.
Entsprechend schnell ist die Progression, sodass die Erkrankung meist

innerhalb von drei Jahren zum Tod fihrt. Die kutane Form hingegen tritt
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hauptsachlich bei Mannern zwischen 20 und 50 Jahren auf (Cook-Mozaffari et
al. 1998; Olsen et al. 1998; Friedman-Dann & Saltzman 1990).

— Die iatrogene Form kann durch die Einnahme von Immunsuppressiva z.B. in
Folge einer Organtransplantation entstehen, sofern das transplantierte Organ
oder der Patient bereits zuvor KSHV positiv ist (Luppi et al. 2000). Bei
Einstellung der immunsuppressiven Therapie kommt es meist zu einer
Regression des Tumors (Brooks 1986).

— Die AlDS-assoziierte Form, deren Ursache wie bei der iatrogenen Form die
Immunsuppression ist, welche in diesem Fall jedoch durch das HI-Virus und
den folgenden Verlust der CD4-T-Zellen verursacht wird. Auf Grund der
haufigen Co-Ubertragung zeigt sie ein epidemiologisches Muster und tritt
unabhangig vom Alter auf. Durch die HIV-Therapie mittels cART
(antiretrovirale Kombinationstherapie, combined anti-retroviral therapy) kommt
es haufig zu einer Stagnation des Wachstums oder zur Rickbildung des KS
ohne zusatzliche Chemotherapie (Lebbe et al. 1998; Gill et al. 2002; Cattelan
et al. 2001).

Die KSHV-Infektion ist essentiell fur die Entstehung des KS, jedoch als alleiniger
Faktor nicht ausreichend. So liegt die KS-Rate in KSHV-Infizierten in Westeuropa
und den USA bei lediglich ca. 0,01% pro Jahr (Hjalgrim et al. 1996; Iscovich et al.
2000; Geddes et al. 1994; Grulich et al. 1992). Um welche Co-Faktoren es sich dabei
handelt ist, mit Ausnahme der iatrogenen und der AIDS-assoziierten Form, unklar,
jedoch scheint das Immunsystem bzw. beeinflussende Faktoren haufig eine Rolle zu

spielen.

1.3.2 Primares Effusionslymphom (PEL)

Das PEL ist ein seltenes B-Zell-Lymphom, welches zumeist bei AIDS-Patienten im
Endstadium auftritt. Die Proliferation der aberranten B-Zellen findet in den serésen
Korperhohlen wie der Pleura- oder Perikardhohle statt, weswegen die Erkrankung
auch als Lymphom der serdsen Korperhodhlen bezeichnet wird (BCBL, body cavity
based lymphoma). Im Gegensatz zum KS handelt es sich um eine klonale
Expansion. Das KSHV-Genom ist in allen PEL-Zellen als zirkulares Episom

vorhanden (Cesarman, Chang, et al. 1995), haufig liegt auch eine Co-Infektion mit
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EBV vor. Nur aul3erst selten tritt die Erkrankung in Abwesenheit von KSHV und HIV
auf (Youngster et al. 2006). Die Prognose fur das PEL ist aufRerst schlecht und die
mittlere Uberlebenszeit nach Diagnose liegt bei nur 2 Monaten (Komanduri et al.
1996). Erschwerend fur die Therapie ist vor allem der gesundheitlich Zustand der
Patienten im Endstadium von AIDS. Aullerdem spricht das Lymphom nur schlecht

auf Ubliche Chemotherapeutika zur Behandlung von Lymphomen an.

PEL-Zellen sind vollstandig immortalisiert und bilden Tumoren bei der
Transplantation in immundefiziente Mause (Picchio et al. 1997). Des Weiteren lassen
sie sich relativ gut in vitro kultivieren und spielen somit eine wichtige Rolle in der
Erforschung der Erkrankung und auch des verursachenden KSHV (Boshoff et al.
1998; Cesarman, Moore, et al. 1995). Der uberwiegende Teil der Tumorzellen weist
ein latentes Transkriptionsprofil auf, wobei jedoch ein geringer Anteil der Zellen
spontane lytische Reaktivierung aufweist. Ein weiterer Hinweis fur die Bedeutung von
KSHV fir das PEL ist die Tatsache, dass die Tumorzellen zum Uberleben auf die
Expression latenter KSHV-Gene angewiesen sind (Godfrey et al. 2005; Guasparri et
al. 2004).

1.3.3 Multizentrischer Morbus Castleman (MCD)

Morbus Castleman ist eine seltene Erkrankung der Lymphknoten, welche eine
Hypertrophie durch aberrante Zellproliferation aufweisen. Sie wurde zuerst im Jahre
1956 durch Benjamin Castleman beschrieben (Castleman et al. 1956). Die
Entstehung der Tumore wird vermutlich durch die gesteigerte Sekretion von
Zytokinen wie IL-6 verursacht (Ahmed et al. 2007).

Man unterscheidet zwischen der lokalisierten Form, bei der lediglich ein einzelner
Lymphknoten befallen ist und der multizentrischen Form, bei der es sich um eine
systemische Erkrankung von Lymphknoten an unterschiedlichen Stellen handelt. Die
lokalisierte Form ist zumeist idiopathisch und zeichnet sich durch eine gute Prognose
aus. Die Erkrankung weist keine oder nur wenige Symptome auf und meist ist die
operative Entfernung des betroffenen Lymphknotens als Therapie ausreichend.

Diese Form des Morbus Castleman ist nicht mit KSHV oder HIV assoziiert.
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Die multizentrische Form hingegen ist deutlich aggressiver und wird meist von
starken Symptomen wie Fieber, Gewichtsverlust und Hepato- oder Splenomegalie
begleitet. Sie tritt vermehrt, jedoch nicht ausschlielich, bei AIDS-Patienten auf und
ist bei diesen sehr haufig mit einer KSHV-Infektion verbunden (Soulier et al. 1995).
Vermutlich fuhrt die fehlende Immunregulation zur Reaktivierung von KSHV und
somit zur Produktion von viralen Proteinen, die die Tumorentstehung begunstigen.
Besonders das virale IL-6-Homolog steht im Verdacht eine wichtige Rolle zu spielen
(Parravicini et al. 2000; Molden et al. 1997; Osborne et al. 1999). Bei der MCD
handelt es sich um eine polyklonale Lasion. Die KSHV-infizierten Zellen sind die in
den sogenannten Mantelzonen befindlichen B-Zellen, deren Infektionsrate bei ca.
30% liegt. In HIV-negativen MCD-Fallen ist die Assoziation mit KSHV deutlich
geringer (20-40%). Die Ursache der Erkrankung in Abwesenheit von KSHV ist unklar.
Die Therapie der multizentrischen Form erfolgt durch die Therapie der zumeist zu

Grunde liegenden viralen Erkrankung, sowie mit Hilfe von Steroiden und Antikdrpern.

1.4 Epigenetische Modifikationen

Epigenetische Modifikationen sind Modifikationen der DNA, welche nicht die
Sequenz der DNA betreffen. Wie Mutationen sind diese via Mitose oder Meiose an
Tochterzellen vererbbar (Berger et al. 2009). Epigenetische Modifikationen
beeinflussen die Geneexpression und sind dynamisch, d.h. sie kdnnen durch
spezielle Proteine etabliert und auch wieder entfernt werden. Somit stellen sie
wichtige Mechanismen zur Regulation der Genexpression dar. Die Dysregulation
dieser Mechanismen ist mit zahlreichen Krankheiten assoziiert, wie z.B. Krebs,
neurologischen Erkrankungen, Defekten in der Entwicklung und Autoimmun-
Erkrankungen (Portela & Esteller 2010). Des Weiteren wird ein Zusammenhang
bestimmter Anderungen epigenetischer Modifikationen und dem Risiko der
Entwicklung psychischer Storungen wie Depressionen, Angsstorungen und Sucht

vermutet.

Die Epigenetik spielt in diversen Prozessen eine wichtige Rolle, unter anderem bei
Paramutation, Imprinting, der Zelldifferenzierung wahrend der Embryogenese und
der X-Chromosom-Inaktivierung, sowie allgemein bei der Genregulation und der

Formation von Heterochromatin.

19



Einleitung

Es gibt unterschiedliche Formen von epigenetischen Modifikationen. Die
bedeutendsten zwei sind die DNA-Methylierung und die Modifikation von Histonen,
auf die im Folgenden genauer eingegangen wird. Neben diesen gibt es auch noch
die Nukleosom-Positionierung. Bei anderen Formen der Genregulation wie

beispielsweise miRNAs ist die Zuordnung zum Bereich der Epigenetik strittig.

1.4.1 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist ein epigenetischer Mechanismus zur Repression der
Genexpression. Methyl-Gruppen werden kovalent an die DNA gebunden, was vor
allem in Promotorregionen zu einer geringeren Transkription der assoziierten Gene
fuhrt. Die Bindung der Methyl-Gruppen kann entweder an Adenin oder Cytosin
erfolgen, wobei im Menschen vor allem die Methylierung von Cytosin relevant ist.
Diese geschieht nahezu ausschlieRlich an Cytosin-Basen auf die ein Guanin folgt
(CpG). Diese Basenfolge bildet in Genomen von Saugetieren haufig so genannte
CpG-Inseln (CpG-Islands), also Bereiche mit hohem GC-Gehalt (>50%) in denen
diese Abfolge gehauft auftritt. Die Bedeutung der DNA-Methylierung konnte in
Zusammenhang mit der X-Chromosom-Inaktivierung sowie wahrend der

Embryogenese und Entwicklungsprozessen nachgewiesen werden.

Die Etablierung der Modifikation erfolgt Uber sogenannte DNA-Methyltransferasen
(DNMTs). Sie kann entweder de novo erfolgen, d.h. an bisher unmethylierten DNA-
Abschnitten, oder bei hemi-methylierter DNA, z.B. nach der Mitose, an Hand des
Musters des Dbereits modifizierten Stranges. Auf diesem Weg kdénnen
Methylierungsmuster an die Tochterzelle weitergegeben werden. Fir das Entfernen

der Methylgruppen sind DNA-Demethylasen zustandig.

1.4.2 Histonmodifikationen

Histone sind basische, im Zellkern lokalisierte Proteine, die der Strukturierung der
DNA dienen und mit ihr das Chromatin formen. Sie bilden Oktamere, welche aus je
zwei Kopien der Histone H2A, H2B, H3 und H4 bestehen. Um diese Komplexe ist die
DNA mit 1,65 Windungen uber eine Lange von ca. 150 bp aufgewickelt. Diese

kleinste Einheit des Chromatins wird als Nukleosom bezeichnet (Luger et al. 1997).
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Zwischen den Nukleosomen befindet sich die ca. 50 bp lange Linker-DNA. Neben
den oben angesprochenen Histon-Proteinen existiert auch noch das H1-Histon,
welches jedoch nicht Bestandteil des Oktamers ist. Es bindet aul’en an das Histon-
Oktamer sowie mit einer weiteren Domane an die Linker-DNA. Die Funktion des H1
ist nicht abschlieRend geklart, jedoch wird vermutet, dass es die um das Oktamer
gewundene DNA und somit das Nukleosom als Einheit stabilisiert. AuRerdem konnte
es fur die Formation einer Ubergeordneten Struktur des Chromatins, der 30-nm-

Faser, verantwortlich sein.

Das Histon-Oktamer formt eine globulare Struktur, um die die DNA gewunden ist.
Daruber hinaus besitzen die einzelnen Histon-Molekule N-terminale Fortsatze
(histone tails), welche fur Modifikationen zuganglich sind. Bei diesen kann es sich um
Acetylierungen, Phosphorylierungen, Citrullinierungen, Ubiquitinylierungen,
SUMOylierungen oder Methylierungen handeln. Sie werden durch zellulare Enzyme
an bestimmten Aminosauren etabliert. Mit Ausnahme der Phosphorylierung, welche
an Serin, Threonin oder Tyrosin stattfindet, finden die Modifikationen an den
basischen Aminosauren Lysin oder Arginin statt. Bei Methylierungen kdnnen die

Aminosauren zudem mono-, di- oder trimethyliert vorliegen.

Je nach Art und Position der Modifikation resultieren unterschiedliche Effekte, die zu
einer Aktivierung oder Repression der Genexpression fuhren kénnen: Zum einen
kann es zu einer direkten Veranderung der Chromatinstruktur kommen. So schirmt
die Acetylierung von Lysin dessen positive Ladung ab und verringert somit die
Wechselwirkung mit der negativ geladenen DNA. Dadurch kommt es zu einer
weniger dichten Strukturierung des Chromatins (Euchromatin) und somit einer
besseren Zuganglichkeit, was die Transkription erleichtert. Umgekehrt erschwert
dichtes, stark kondensiertes Chromatin die Transkription und wird als
Heterochromatin bezeichnet. Zum anderen kdnnen die Modifikationen Bindestellen
fur Proteine darstellen, die ihrerseits einen aktivierenden oder reprimierenden Effekt

auf die Transkription vermitteln.
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Je nach Art der Histonmodifikation sind unterschiedliche Enzyme fur die Etablierung

oder das Entfernen zustandig:

— Acetylierung: Acteylierungen werden ausschliedlich an Lysin Uber Histon-
Acetyltransferasen (HAT) etabliert. Sie Ubertragen die Acetyl-Gruppe von
Acetyl-CoA und bilden e-N-Acetyllysin. Acetylierungen sind generell mit einer
erhohten transkriptionellen Aktivitat assoziiert. Fur das Entfernen der
Modifikation sind Histon-Deacetylasen (HDAC) verantwortlich.

— Ubiquitinylierung: Die Etablierung von Ubiquitin-Modifikationen geschieht
durch einen dreiteiligen Prozess: Zunachst wird das Ubiquitin in einer ATP-
abhangigen Reaktion durch Ubiquitin-aktivierende-Enzyme (UBA) gebunden
und aktiviert. Im nachsten Schritt kommt es zum Transfer des aktivierten
Ubiquitin auf die Ubiquitin-konjugierenden-Enzyme (UBK). AbschlieRend
erfolgt die Ligation des Ubiquitin an ein Lysin des Zielproteins. Hierzu bindet
das UBK an eine Ubiquitin-Ligase, welche an das Substrat bindet und die
Ligation katalysiert.

— SUMOylierung: Die SUMOylierung lauft analog zur Ubiquitinylierung in drei
Schritten ab und wird durch SUMO-aktivierende-Enzyme, SUMO-
konjugierende-Enzyme und SUMO-Ligasen vermittelt.

— Phosphorylierung: Phosphorylierungen werden durch Kinasen zumeist an den
Hydroxyl-Gruppen von Serin, Threonin oder Tyrosin angeheftet. Durch
Phosphatasen konnen die Phosphat-Reste wieder entfernt werden. Der Effekt
der Phosphorylierungen ist sehr unterschiedlich, ahnlich wie bei den
Methylierungen.

— Methylierung: Durch Histon-Methyltransferasen (HMT) konnen Methylgruppen
an die basischen Aminosauren Arginin oder Lysin angehangt werden. Im Falle
von Arginin kdnnen dies bis zu zwei, bei Lysin bis zu drei Methylgruppen pro
Aminosaure sein. Das Entfernen der Modifikation wird durch Histon-
Demethylasen (z.B. KDM) vermittelt. Die Effekte der Methylierungen sind stark
von der Position abhangig, d.h. an welchem Lysin oder Arginin sich die
Methylgruppe befindet, und auch von der Anzahl der Methylgruppen. Eine
Ubersicht Giber die Effekte der wichtigsten Histon-Modifikationen zeigt Tabelle
1-2.
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Tabelle 1-2: Ubersicht iiber einige ausgewihlte Histonmodifikationen sowie deren Funktion und die Enzyme, die fiir
Etablierung oder Entfernen der Modifikation verantwortlich sind.

Die Modifikationen sind nach folgendem Muster abgektirzt: Histon-Protein + Aminosdure (Einbuchstabencode) + Position
der Aminosaure + Modifikation + Anzahl der Modifikationen an dieser Position. Etablierende Enzyme sind in normaler,
entfernende in kursiver Schrift dargestellt.

Modifikation Funktion Enzyme

H3K4me3 Aktivierung HMTs (z.B.MLLs), KDMs
H3K9/K14ac Aktivierung HATs, HDAC

H3K9me3 Repression SUV39h, KDMs
H3K27me3 Repression PRC2 (EZH1/2), KDMs
H2AK119ub Repression PRC1

Viele der oben beschriebenen Modifikationen kénnen parallel an einem Histon
auftreten. So kann es sein, dass sowohl aktivierende wie auch reprimierende Signale
gleichzeitig vorkommen. In diesem Fall spricht man von bivalentem Chromatin. Des
Weiteren ist es mdglich, dass sich die Modifikationen untereinander gegenseitig
beeinflussen und erst die Kombination mehrerer Modifikationen den Effekt erzeugt.
Diese Theorie wird auch als ,Histon-Code® bezeichnet und ist Gegenstand

derzeitiger Forschung.
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Nukleosomen und der moglichen Histonmodifikationen an den N-
terminalen Armen (Hamon & Cossart 2008).
A: Aufbau eines Nukleosoms mit dem Histonoktamer bestehend aus den Proteinen H2A, H2B, H3 und H4 sowie der um das

Oktamer gewundenen DNA und dem stabilisierenden, auBen an Oktamer und DNA gebundenen H1-Histon. B: Darstellung

der Aminosauren der N-terminalen Arme der Histonproteine im Einbuchstabencode und der méglichen Modifikationen. In
dieser Abbildung sind nur Phosphorylierungen (P), Ubiquitinylierungen (Ub), Acetylierungen (Ac) und Methylierungen (Me)
dargestellt.

Von besonderer Bedeutung fur diese Arbeit sind die Histonmethylierungen H3K4me3
und H3K27me3. Die Trimethylierung von H3K4 ist generell mit transkriptioneller
Aktivitat assoziiert (Santos-Rosa et al. 2002; Schneider et al. 2004; Bernstein et al.
2005) und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Genen, die in
Entwicklungsprozesse involviert sind, speziell im Hox-Cluster (Chambeyron &
Bickmore 2004; Bernstein et al. 2005). Entsprechend fuhren knockouts von
Proteinen im H3K4me3-Mechanismus zu Defekten in der Entwicklung (Wysocka et
al. 2005). Die H3K4-Trimethylierung wird durch HMTs mit SET-Doméanen katalysiert
(Dillon et al. 2005), wie die Proteine der MLL-Familie (Glaser et al. 2006; Goo et al.
2003; Wysocka et al. 2003; Hughes et al. 2004), ASH1L, SET7/9 (Wang et al. 2001)
oder SMYD3 (Hamamoto et al. 2004). Diese bilden mit weiteren Proteinen einen
Multiproteinkomplex tber den Rekrutierung, Substraterkennung und schlie3lich die

enzymatische Reaktion zur Ubertragung der Methylgruppe vermittelt wird (Dou et al.
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2006). Die H3K4me3 kann durch eine Reihe von Proteinen uber Chromo- oder PHD-
Doméanen gebunden werden. Diese sind wiederum Bestandteile grofierer
Proteinkomplexe wie z.B. NURF, hNuA4 oder HBO1 und I6sen unterschiedliche
Effekte aus, die zumeist zu weiteren aktivierenden Modifikationen des Chromatins
wie Acetylierungen oder genereller Euchromatinisierung fihren (Ruthenburg et al.
2007). Das Entfernen der H3K4me3 geschieht durch eine Familie Lysin-spezifischer
Demethylasen (KDM) (Iwase et al. 2007; Lee et al. 2007; Christensen et al. 2007).

Im Gegensatz zur H3K4me3 ist die H3K27me3 mit der Repression der Transkription
assoziiert (Yoo & Hennighausen 2011). Sie weist im Vergleich eine deutlich breitere
Verteilung auf und beschrankt sich nicht nur auf Bereiche des Transkriptionsstarts.
Die Trimethylierung von H3K27 wird durch den Polycomb repressor-komplex (PRC)
2 vermittelt. Dieser enthalt neben EED, SUZ12 und RbAP46/48 als katalytische
Domane entweder EZH1 oder EZH2, wobei vor allem das EZH2 fir die Etablierung
von H3K27me3 verantwortlich ist (Pasini et al. 2004; Sewalt et al. 1998; Margueron &
Reinberg 2011; Margueron et al. 2008). Ein knockout von EZH2 in Mausen fuhrt zum
Absterben implantierter Eizellen in utero, wohingegen EZH1 knockout Mause einen
unauffalligen Phanotyp zeigen (O’Carroll et al. 2001). Ursache hierflr kdnnte eine
Kompensation von EZH1 durch EZH2 sein. Ebenfalls kann EZH1 die Funktion von
EZH2 teilweise kompensieren, was sich unter anderem darin zeigt, dass eine
vollstandige Eliminierung von H3K27me3 nur in einem doppelten knockout moglich
ist (Ezhkova et al. 2011). Die Proteine besitzen somit eine redundante Funktion
bezuglich der Ubertragung der H3K27me3. In Folge der Etablierung kommt es zu
einer Heterochromatinisierung der betroffenen Genbereiche. Vermittelt wird dies
unter anderem durch unterschiedliche Varianten des PRC1, fur den die H3K27me3
als Bindestelle dient. Je nach Subform gehdrt zu dessen Funktionen die Etablierung
einer weiteren Histonmodifikation, der H2AK119ub. Neben dem PRC2-abhangigen
Mechanismus scheint es jedoch auch weitere, H3K27me3 unabhangige Wege zur
Rekrutierung des PRC1 zu geben (Tavares et al. 2012). Wie schon die H3K4-
Trimethylierung wird auch die H3K27-Trimethylierung durch spezifische KDMs
entfernt (KDMG6A/B).
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1.4.3 Epigenetische Modifikationen und KSHV

Wie bereits unter Kapitel 1.2.4 beschrieben muss KSHV zur Etablierung und
Aufrechterhaltung der Latenz die virale Genexpression stark eingrenzen und
kontrollieren, sodass nur die latenzassoziierten Gene exprimiert werden. Wie genau
KSHYV dies reguliert ist unbekannt. Jedoch deuten Forschungsergebnisse darauf hin,

dass unterschiedliche epigenetische Modifikationen eine wichtige Rolle spielen.

Einen Hinweis auf die Bedeutung epigenetischer Modifikationen fur den Erhalt der
Latenz liefert die Reaktivierung des lytischen Zyklus von KSHV durch DNA-
Methyltransferase-Inhibitoren (5-Azacytidin), HDAC-Inhibitoren (Natrium-Butyrat) und
HAT-Stimulatoren (PMA) (Lu et al. 2003; Pantry & Medveczky 2009; Chen et al.
2001b). Untersuchungen zur DNA-Methylierung zeigten, dass langzeit KSHV-
infizierte Zellen unterschiedlichen Ursprungs spezifische, untereinander ahnliche
Methylierungsmuster aufweisen (Gunther & Grundhoff 2010). Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass der Promotor des RTA in latent-infizierten PEL-Zellen
stark methyliert ist, nicht jedoch der Promotor der Latenzkassette. Bei Reaktivierung
durch Natriumbutyrat kommt es zur Demethylierung des Promotors. Hinsichtlich der
Methylierung des RTA-Promotors liegen jedoch widerspruchliche Ergebnisse vor. So
zeigten KSHV-Tumor-Proben keine Methylierung des RTA-Promotors (Chen et al.
2001b). Des Weiteren konnte in einer anderen Studie nur flir eine von drei
untersuchten PEL-Zelllinien die Methylierung des RTA-Promotors bestatigt werden
(Gunther & Grundhoff 2010). Auch in anderen Gammaherpesviren wie EBV und
MHV-68 konnte die DNA-Methylierung bestimmter lytischer Promotoren in latent-
infizierten Zellen nachgewiesen werden (Bergbauer et al. 2010; Gray et al. 2010). Da
jedoch das KSHV-Genom im Virion und somit bei der Infektion keinerlei DNA-
Methylierungen oder andere epigenetischen Modifikationen tragt, missen diese erst
etabliert werden. Gunther et al. zeigten, dass de novo infizierte Zellen funf Tage nach
Infektion praktisch keinerlei DNA-Methylierung aufwiesen, die Latenz zu diesem
Zeitpunkt jedoch vollstandig etabliert war (Glunther & Grundhoff 2010). Somit kann es
sich bei der DNA-Methylierung zwar um einen Regulationsmechanismus in langzeit-

infizierten Zellen handeln, jedoch nicht bei der de novo-Infektion.

Nicht nur fur DNA-Methylierung, auch fur Histonmodifikationen lie3en sich distinkte
Muster auf dem latenten KSHV-Genom nachweisen, sowohl in chronisch wie auch in
de novo infizierten Zellen. Aktivierende Histonmodifikationen wie H3K4me3 und
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H3K9/14ac zeigen Anreicherungen in diskreten Bereichen, vor allem in
Promotorregionen latenzassoziierter Gene, jedoch auch bei IE-Genen wie RTA. Auch
die repressive H3K9me3-Modifikation zeigt diskrete Muster, wobei eine Anreicherung
dieser Modifikation vor allem in Bereichen des KSHV-Genoms auftritt, welche fur
spate Gene codieren und negativ fur aktivierende Histonmodifikationen sind. Zudem
scheint diese Modifikation vor allem in chronisch-infizierten Zellen vorzukommen, da
das virale Genom in de novo infizierten Zellen nur geringe Mengen H3K9me3 tragt.
Die H3K27me3-Modifikation hingegen ist Uber weite Bereiche des KSHV-Genoms
verteilt. Nur wenige Regionen wie die Latenzkassette sind negativ fur H3K27me3.
Zudem weisen auch die |IE-Gene wie RTA eine starke H3K27me3-Besetzung auf,
woraus durch gleichzeitige Besetzung mit H3K4me3 und H3K9/14ac bivalentes
Chromatin resultiert. Regionen mit bivalentem Chromatin sind zwar transkriptionell
inaktiv, jedoch geht man davon aus, dass durch bereits vorhandene aktivierende
Modifikation eine transkriptionelle Reaktivierung dieser Bereiche erleichtert bzw.
beschleunigt wird. Somit befinden sich diese Bereiche in einer Art
Bereitschaftszustand. Diese Verteilung passt zur viralen Transkription wahrend der
Latenz: Latente Gene werden exprimiert und zeigen nur aktivierende Modifikationen,
frihe Gene sind inaktiv, auf Grund des bivalenten Chromatins jedoch schnell
reaktivierbar und spate Gene, die ausschlie3lich reprimierende Modifikationen tragen
werden erst relativ spat nach Reaktivierung exprimiert (Toth et al. 2013; Toth et al.
2010; Gunther & Grundhoff 2010).

Im Gegensatz zur DNA-Methylierung, welche erst relativ spat nach Infektion etabliert
zu werden scheint, werden die Histonmodifikationen bereits kurz nach Infektion
etabliert. Bereits 24-48 h nach Infektion lassen sich Muster sowohl aktivierender wie
auch reprimierender Modifikationen nachweisen, wenn auch teilweise noch nicht
vollstandig ausgepragt (Gunther et al. 2014). Dieser Zeitraum entspricht in etwa dem
der partiell lytischen Genexpression bevor die Latenz etabliert wird. Des Weiteren
kommt es bei Reaktivierung zu einer Abnahme der H3K27me3-Besetzung auf dem
viralen Genom. Passend dazu konnte gezeigt werden, dass es in Folge einer
Uberexpression von H3K27me3-entfernenden Demethylasen zur Induktion lytischer
Gene kommt. Die bisherigen Erkenntnisse legen somit nahe, dass die
Histonmodifikationen eine wichtige Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung

der viralen Latenz darstellen (Toth et al. 2013).
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2 Zielsetzung

Die genauen Ursachen und Mechanismen der Entstehung KSHV-assoziierter
Tumorerkrankungen sind nach wie vor unvollstandig verstanden. Es konnten wichtige
Co-Faktoren und Voraussetzungen wie die Immunsuppression identifiziert werden.
Ebenfalls gelang es Interaktionen viraler Proteine mit zellularen Faktoren sowie
potentiell tumorigene Effekte viraler Proteine (z.B. Proliferation, Inhibition von
Tumorsuppressoren) zu identifizieren. Bisher konnte jedoch keiner der
beschriebenen Effekte fur die Tumorentstehung direkt verantwortlich gemacht
werden, was die Vermutung nahelegt, dass vielmehr die Summe der Effekte der

KSHV-Infektion in Verbindung mit weiteren Faktoren zur Tumorentstehung fuhrt.

Das KSHV-Episom etabliert distinkte epigenetische Muster nach der Infektion. Man
geht davon aus, dass diese eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
Genexpression in der Latenz spielen. In langzeit-infizierten Zellen lassen sich
spezifische DNA-Methylierungsmuster nachweisen. Fir die Latenzetablierung frih
nach der Infektion scheinen  Histonmodifikationen, vor allem die
Histonmethylierungen H3K4me3 und H3K27me3, verantwortlich zu sein, da diese
bereits fruh nach der Infektion vorhanden sind. Auch hier konnten Muster passend

zur latenzassoziierten Genexpression identifiziert werden.

Bisher ist nicht bekannt wie KSHV die Etablierung der beschriebenen epigenetischen
Muster steuert. Obwohl diese unabhangig vom infizierten Zelltyp sehr spezifisch sind
und eine wichtige Rolle in der Regulation der Latenz zu spielen scheinen, besitzt
KSHYV keine Proteine, die diese Modifikationen etablieren kdnnen. Somit muss KSHV
auf die =zelluldaren Proteine zur Etablierung epigenetischer Modifikationen
zuruckgreifen und diese so beeinflussen, dass die spezifischen, notwendigen
Modifikationen des KSHV-Genoms vorgenommen werden. Entsprechend konnten
Interaktionen zwischen diesen Proteinen und viralen Proteinen nachgewiesen
werden (Hu et al. 2014). Die Manipulation dieser Proteine konnte jedoch einen
Einfluss auf das Epigenom der Wirtszelle haben, was entweder direkt die
Transkription beeinflussen oder aber zu einer Pradisposition flr eine aberrante
Genexpression fuhren konnte. In dieser Arbeit soll der Effekt einer latenten KSHV-
Infektion auf das Epigenom und das Transkriptom der Wirtszelle untersucht werden,

speziell vor dem Hintergrund der tumorigenen Eigenschaften des KSHV.
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3 Material

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien stammten von 5Prime,

Abcam, Becton Dickinson, Bio Rad, Bioline, Eppendorf, Gibco, Lonza, Merck, Roche,

Roth, Santa Cruz, Sigma, Thermo Scientific, Whatman und Zymao.

3.2 Antikorper

3.2.1 PrimarantikOrper

Bezeichnung Beschreibung Hersteller
a-BActin Maus, monoklonal Santa Cruz
a-H3K4me3 Kaninchen, monoklonal ~ Merck Millipore (#07-473)
a-H3K27me3 Kaninchen, monoklonal  Merck Millipore (#07-449)
a-LANA Kaninchen, monoklonal

a-ORF50 (RTA) Kaninchen

a-TNFRSF1b Kaninchen, monoklonal Abcam

3.2.2 Sekundarantikérper

Bezeichnung Hersteller
a-mouse-HRP Santa Cruz
a-rabbit-HRP Santa Cruz
a-rabbit-Alexa Fluor 488

3.3 Gerite

Bezeichnung Hersteller
Bioanalyzer 2100 Agilent
Fluoresnzenzmikroskop DMI 6000B Leica
HiSeq lllumina
Klhlzentrifuge 5417R Eppendorf
MiSeq lllumina
Nanodrop ND-1000

Rotor Gene Q Qiagen
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3.4 Oligonukleotide

Bezeichnung Anwendung Sequenz

ADH5_ChIP_fw ChIP-gPCR GCATAATTGAGCCTACGCC
ADH5_ChIP_rv ChIP-gPCR GCAGAGGTGTTTGTTACGTG
CD74_ChIP_fw ChIP-gPCR TGCTTCTCCTCCTGTGCATC
CD74_ChIP_rv ChIP-gPCR CAGATTCCTCTCCAGCACCG
IFI6_ChIP_fw ChIP-gPCR TGCCCACACTTCATAGCTCC
IFI6_ChIP_rv ChIP-gPCR CATCTATCAGCAGGCTCCGG
IFIT1_ChIP_fw ChIP-gPCR TCTCAGTGAGGTCAGGTTTTCT
IFIT1_ChIP_rv ChIP-gPCR CACACACATGCATGCACACA
IFITM1_ChIP_fw ChIP-gPCR TCACCAATTTACAAACAGCAGGA
IFITM1_ChIP_rv ChIP-gPCR TGAGACCTCCTTTCCCCTGT
ISG15_ChIP_fw ChIP-gPCR GCTTTAGTGCATCCTGTGAAGG
ISG15_ChIP_rv ChIP-gPCR GAAACACCTAAATATCGCGCA
MAST4_fw ChIP-gPCR GCTGAAGGCAAGAGAGGAAT
MAST4_rv ChIP-gPCR CTGTCCGGTGACTGGAATTT
MX1_ChIP_fw ChIP-gPCR ACCACCCTTTGAGAAGCACG
MX1_ChlIP_rv ChIP-gPCR ACTGGTTTCCTTTGCCTCGT
MX2_ChIP_fw ChIP-gPCR GGCTGCTTTGTGTCTGATGC
MX2_ChlIP_rv ChIP-gPCR AGCCACATTCACCAAGCAGA
MYT1_ChIP_fw ChIP-gPCR TGGAATGTCTGTGTGCAGATT
MYT1_ChIP_rv ChIP-gPCR GGCTTAATGATCGCTTAGCTG
ORF17_in_ChIP_fw ChIP-gPCR GTGGCTGAGCAAAAAGGATG
ORF17_in_ChIP_rv ChIP-gPCR TGTCAATTCCCGACAATGAA
ORF63_in_ChIP_fw ChIP-gPCR CCCCCATAAACACTTTGCAG
ORF63_in_ChIP_rv ChIP-gPCR TTGTGTGTTCGGTCCTGTGT
ORF73_3_ChIP_fw ChIP-gPCR TGGGTGAGTGTGGAGGTGTA
ORF73_3_ChIP_rv ChIP-gPCR CCACCGCTTTCAAGTCCTAC
ORF75_pro _ChIP _fw ChIP-gPCR AGCGAGCACCGTCTGTATTT
ORF75_pro _ChIP _rv ChIP-gPCR GCACCGGAGGCTACTATCTG
PCDHA3_ChIP_fw ChIP-gPCR CCTGCTGCTTTCTCTTCTGC
PCDHA3_ChIP_rv ChIP-gPCR CATGCTTGGCCTCCTCAGA
RPL28_ChIP_fw ChIP-gPCR GCCGCCGCCATGTCT
RPL28_ChIP_rv ChIP-gPCR TGATCAGGAAACTGGAGCAGTTC
TUBA1c_ChIP_fw ChIP-gPCR TGGTAGTCTGTTAGTGGGAGATCCT
TUBA1c_ChIP_rv ChIP-gPCR GGTCTGCGGCGGTGAA
VIRF3_in _ChIP _fw ChIP-gPCR AAAAATTCGCCAACAACTGG
VIRF3_in _ChIP _rv ChIP-gPCR CCAGAATGTAGCAGGGGAAT
VIRF3_pro _ChIP _fw ChIP-gPCR GCGGTAAGACAAAGGGAGGT
VIRF3_pro _ChIP _rv ChIP-gPCR TACCTTGCCCCATTTTACCA
CD74_cDNA_fw qRT-PCR ATGACCAGCGCGACCTTATC
CD74_cDNA_rv gRT-PCR GGAGCAGAGTCACCAGGATG
GAPDH_cDNA_fw gRT-PCR AATCCCATCACCATCTTCCAGG
GAPDH_cDNA_rv gRT-PCR ATGGTGGTGAAGACGCCAGTG
IF16_cDNA_fw gRT-PCR GCCCATCTATCAGCAGGCTC
IFI6_cDNA_rv gRT-PCR CACCCCACTGCAAGTGAAGA
IFIT1_cDNA_fw qRT-PCR GAGGAGCCTGGCTAAGCAAA
IFIT1_cDNA_rv qRT-PCR GCTCCAGACTATCCTTGACCTG
IFITM1_cDNA_fw qRT-PCR TCGCCTACTCCGTGAAGTCTA

IFITM1_cDNA_rv

qRT-PCR

ACAGGATGAATCCAATGGTCA
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ISG15_cDNA_fw qRT-PCR ACAGCCATGGGCTGGGA
ISG15_cDNA_rv qRT-PCR CCTTCAGCTCTGACACCGAC
LEP_cDNA_fw qRT-PCR CACCAGGATCAATGACATTTCACA
LEP_cDNA_rv qRT-PCR TGAAGTCCAAACCGGTGACT
MX1_cDNA_fw qRT-PCR CAGCCTGCTGACATTGGGTA
MX1_cDNA_rv qRT-PCR CCACATTACTGGGGACCACC
MX2_cDNA_fw qRT-PCR AGGGAGAATGAGACCCGTTT
MX2_cDNA_rv qRT-PCR CAGAAGCTCCTTGCCTCGAT
TNFRSF1B_ChIP_fw qRT-PCR AAATGCTCGCCGGGCCAA
TNFRSF1B_ChIP_rv qRT-PCR CTGGGTGTATGTGCTGTCCT

3.5 Kits und kommerzielle Systeme

Bezeichnung Hersteller
Dynabeads Protein A Life Technologies
SensiMix SYBR-Green HiRox Bioline

NEXTflex Directional RNA-Seq Kit v2 Bioo Scientific
NEXTflex Rapid Directional RNA-Seq Kit Bioo Scientific
NEXTflex ChIP-Seq Kit Bioo Scientific

3.6 Software

Fir die Datenanalyse und Visualisierung wurden die folgenden Programme
verwendet: BEDTools (Quinlan & Hall 2010), Bowtie (Langmead et al. 2009),
ChliPseeker (Yu et al. 2015), CLC Main Workbench 7 (Qiagen), diffReps (Shen et al.
2013), DESeq (Anders & Huber 2010), FACSDiva (Becton Dickinson), IGV
(Thorvaldsdéttir et al. 2013), LAS AF (Leica), Micro-Manager (Edelstein et al. 2010),
Prism 5 (GraphPad Software), R (R Development Core Team 2013), Rotor Gene Q
Software (Qiagen), RStudio (RStudio 2012), STAR (Dobin et al. 2013), Venny
(Oliveros 2007) und WebGestalt (Wang et al. 2013).
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3.7 Zelllinien

Bezeichnung

Typ

Referenz

BCBLA1

HDF
MC116
SLK

KSHV-positive PEL-Zelllinie

Humane dermale Fibroblasten
Humanes B-Zell Lymphom
KSHV-negative KS-Zellinie

(Renne, Zhong, et al.
1996)

Primare Zellen
(Magrath et al. 1980)
(Herndier et al. 1994)
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Chromatin Immunprazipitation (ChIP)

Chromatin Immunprazipitationen wurden nach dem Protokoll von Glnther et al.
durchgefuhrt (Glnther et al. 2016). Fur die Praparation des Chromatins wurden 5 x
10° — 2 x 10’ Zellen fiir 10 min bei Raumtemperatur mit 1 % Formaldehyd inkubiert,
um Proteine reversibel an die DNA zu binden (cross-linking). Bei diesem Vorgang
bildet das Formaldehyd eine kovalente Methylenbrucke, welche die Aminogruppe
des Nukleosids mit einem nukleophilen Stickstoff oder Schwefel in der Seitenkette
der Aminosauren Lysin, Histidin, Cystein oder Tryptophan verbindet (Lu et al. 2010).
Durch die Zugabe von 1/10 des Volumens 2,5 M Glycin fiur 5 min bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion gestoppt. Die Zellen wurden fir 3 min bei 1.200
rom zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Alle folgenden Schritte werden bei 4
°C durchgefuhrt. Die verwendeten Lyse- und Waschpuffer enthielten 1x cOmplete
Protease-Inhibitor Cocktail (Roche) sowie 1 mM PMSF. Zur Isolation der Zellkerne
wurden die Zellen in 1 mL Puffer | resuspendiert und flr 10 min bei 4 °C inkubiert.
Die Kerne wurden mittels Zentrifugation bei 1.350 g pelletiert und der Uberstand
verworfen. Im Anschluss wurden die Kerne zur Reinigung in 1 mL Puffer Il
resuspendiert und erneut per Zentrifugation pelletiert. Im nachsten Schritt erfolgte die
Lyse der Kernmembran durch Resuspendieren und mehrfaches Auf- und
Abpipettieren der Zellkerne in 600 uL Puffer Ill. Das so erhaltene Chromatin wurde
mittels Sonifikation (Bioruptor, Diagenode) auf eine durchschnittliche GroRe von ca.
200 — 500 bp fragmentiert. Nach der Zugabe von 1/10 des Probenvolumens an 10 %
Triton X-100 wurde das Chromatin fur 10 min bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert um
Reste =zellularer Bestandteile zu entfernen. Der das Chromatin enthaltende
Uberstand wurde entweder bei -20 °C gelagert oder direkt fur die Immunpréazipitation

eingesetzt.
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Tabelle 4-1: Zusammensetzung von Puffer | der Chromatin-Isolation.

Komponenten Konzentration
Hepes-KOH 50 mM

NaCl 140 mM

EDTA 1mM

Glycerol 10 %

NP-40 0.5%

Triton X-100 0.25 %

Tabelle 4-2: Zusammensetzung von Puffer Il der Chromatin-Isolation.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI 10 mM

NaCl 200 mM

EDTA 1mM

EGTA 0,5mM

Tabelle 4-3: Zusammensetzung von Puffer 11l der Chromatin-Isolation.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI 50 mM

EDTA 10 mM

SDS 1%

Die Menge an eingesetztem Material fUr die Immunprazipitationen variierte, lag
jedoch im Bereich von Chromatin aus 1 x 10°und 1 x 10° Zellen. Das eingesetzte
Chromatin wurde mit Verdtinnungs-Puffer 1:10 verdiinnt, um die Konzentration des in
Puffer Il enthaltenen SDS zu senken, welches die Bindung des Antikdrpers
behindern kénnte. Pro Ansatz wurden 4 pg eines fir die Histonmodifikationen
H3K4me3 (Merck-Millipore #07-473) oder H3K27me3 (Merck-Millipore #07-449)
spezifischen Antikorpers eingesetzt und fir 15 min auf mittlerer Stufe bei 4 °C
sonifiziert (Bioruptor, Diagenode). Hierdurch wird die Interaktion des Antikdrpers mit
seinem Epitop erleichtert und somit die Inkubationszeit reduziert (Nelson et al. 2006).
Zum Prazipitieren der Chromatin-Immunkomplexe wurden 30 pL Dynabeads®
gekoppelt mit Protein A (Thermo Fisher Scientific) zugesetzt und fur 1 h bei 4 °C
unter Rotation inkubiert. Um unspezifisch gebundene Bestandteile zu entfernen
wurden die Beads mit 1 mL Low-Salt Puffer, 1 mL High-Salt, 1 mL LiCl-Waschpuffer

und zweimal mit TE-Puffer gewaschen. Um aul3erdem unspezifische Komplexe zu
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entfernen, die sich an den Gefallwanden abgesetzt haben, wird die Probe mit dem
letzten Waschschritt in ein neues Reagenzgefall Uberfuhrt. Das Chromatin wurde
von den Beads in 210 pL Elutions-Puffer fir 30 min bei 65 °C eluiert. Das eluierte
Chromatin sowie die Input-Probe (1/4 des fur die Immunprazipitation eingesetzten
Chromatins, mit Elutions-Puffer auf 200 pL aufgefllt) wurden mit 8 uL einer 5 M
NaCl-Losung versetzt und bei 65 °C Uber Nacht inkubiert, um die Methylenbricken
zwischen DNA und Proteinen aufzubrechen (decrosslinking). Im Anschluss wurden
die Proben mit 200 yL TE-Puffer verdlinnt um die SDS-Konzentration zu verringern
und zum Abbau von RNAs mit 80 ug RNAseA (Sigma) fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die
Proteine in den Proben wurden durch Zugabe von 7 pL CaCl,-Lésung (50 mM Tris-
HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 1 % SDS) und 4 uL Proteinase K (20 mg/ml, Peqlab) fur 1
h bei 55 °C degradiert. Die DNA-Fragmente wurden mittels zweimaliger Phenol-
Chloroform-Extraktion sowie einer einfachen Chloroform-Extraktion isoliert. Die
isolierte DNA (ca. 400 pL) wurde durch Zugabe von 1055 pL Ethanol (100 %), 24 pL
NaCl (5 M) und 6 pL Glycogen (5 mg/mL) bei -80 °C Uber Nacht prazipitiert. Die
prazipitierte DNA wurde per Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C flr 15 min pelletiert,
einmal mit 500 pL Ethanol (70 %) gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die DNA-Pellets getrocknet und in 70 yL 10 mM TRIS-HCI
resuspendiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 4-4: Zusammensetzung des Verdiinnungspuffers.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI pH 8,0 16,7 mM

NaCl 167 mM

EDTA 1,2 mM

Triton X-100 1.1 %

SDS 0,01 %

Tabelle 4-5: Zusammensetzung des Low-Salt Waschpuffers.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI pH 8,0 20 mM

NaCl 150 mM

EDTA 2 mM

Triton X-100 1%

SDS 0,1 %
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Tabelle 4-6: Zusammensetzung des High-Salt Waschpuffers.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI pH 8,0 20 mM

NaCl 500 mM

EDTA 2 mM

Triton X-100 1%

SDS 0,1 %

Tabelle 4-7- Zusammensetzung des LiCl-Waschpuffers.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI pH 8,0 10 mM

LiCl 0,25 M

EDTA 1mM
Natriumdesoxycholat 1%

NP-40 1%

Tabelle 4-8: Zusammensetzung des Elutionspuffers.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI pH 8,0 50 mM

EDTA 10 mM

SDS 1%

4.1.2 RNA-Isolation

Zellen wurden geerntet, 1x mit PBS gewaschen und in 1 mL RNA Bee pro 1 x 10°
Zellen resuspendiert. Anschlielfend wurden 200 yL Chloroform pro mL RNA Bee
zugesetzt, die Proben 10x invertiert, 5 min auf Eis inkubiert und fur 15 min bei 13.000
rom und 4 °C zentrifugiert. Die obere, klare Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfihrt und zur Fallung der RNA mit 500 yL Isopropanol versetzt,
10x invertiert und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden
erneut fir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das RNA-Pellet 1x mit Ethanol (70 %) gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren
wurde das Ethanol verworfen, die RNA-Pellets getrocknet und je nach

Ausgangsmenge an Zellen in 10 — 25 yL DEPC-H,0 aufgenommen.
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4.1.3 cDNA-Synthese

Fur die Synthese von cDNA wurden 1 ug RNA pro Probe eingesetzt. Zunachst
wurden DNA-Kontaminationen mittels eines DNase I-Verdaus entfernt. Die Reaktion
erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pL in 1x DNase I-Puffer und 1 uL DNase |
(Invitrogen) fir 15 min bei Raumtemperatur. Anschlieend wurden 2 uL EDTA-
Losung (25 mM) zugesetzt und fur 10 min bei 65 °C inkubiert, um die DNase zu
inaktivieren. Fur die Synthese der cDNA wurden zufallig generierte Hexamer-Primer
und die Reverse Transkriptase SuperScript Il (Invitrogen) verwendet. Zunachst
erfolgte die Bindung der Primer an die RNA. Hierfir wurden die 22 pyL aus dem
DNase I-Verdau mit 2 yL dNTPs (10 mM) und 2 pL Hexamer-Primern (250 ng/pL)
versetzt, fur 5 min bei 65 °C erhitzt und direkt im Anschluss auf Eis inkubiert. Durch
das Erhitzen werden Sekundarstrukturen in der RNA denaturiert, um somit die
Bindung der Primer zu ermdglichen. Im Anschluss wurden die Proben gleichmaRig a
13 uL aufgeteilt und mit einem cDNA-Synthese-Mix mit bzw. ohne Reverse
Transkriptase versetzt (siehe Tabelle 4-9). Die Probe ohne Reverse Transkriptase
dient hierbei als Kontrolle fir Hintergrundsignale durch genomische DNA bzw. DNA-
Kontaminationen und wird bei der Messung vom Signal der Probe abgezogen. Beide
Ansatze wurden fur 5 min bei 25 °C und anschlief3end fur 60 min bei 50 °C inkubiert.
Zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurden die Proben fur 10 min bei 70
°C inkubiert. In einem abschliefenden Schritt wurden die Proben zum Entfernen der
RNA aus den cDNA-RNA Hybridstrangen mit 0,2 uyL RNAse H (NEB) fur 20 min bei
37 °C inkubiert und im Anschluss 1:5 verdinnt. Die Analyse der cDNA erfolgte
mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR).

Tabelle 4-9: Zusammensetzung des cDNA-Synthese Mix mit und ohne RT.

cDNA-Synthese-Mix

Reagenz Volumen [uL] Reagenz Volumen [uL]
First-Strand Synthesis 4 First-Strand Synthesis 4

Buffer Buffer

RNAse OUT 0,2 RNAse OUT 0,2

DTT 1 DTT 1

DEPC-H,0 1,6 DEPC H,O 1,8
SuperScript Il 0,2
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4 1.4 Quantitative Echtzeit-PCR (quantitative real-time PCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) basiert auf dem Funktionsprinzip der
klassischen PCR und wird fur die Quantifizierung spezifischer DNA-Bereiche
eingesetzt. Mittels spezifischer Primer werden die gewinschten DNA-Bereiche
amplifiziert und deren Anreicherung mit Hilfe eines interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes oder einer fluoreszenz-markierten DNA-Sonde detektiert. In
dieser Arbeit wurde ausschliellich der interkalierende Farbstoff SYBR green
verwendet. Nach Anlagerung an die DNA absorbiert der entstandene DNA-Farbstoff-
Komplex Licht bei einer Wellenlange von Amax = 488 nm und emittiert Licht bei Amax
= 522 nm. Da SYBR green ausschlielllich doppelstrangige DNA bindet, ist die
relative Intensitat des Fluoreszenz-Signals direkt proportional zur Menge der
doppelstrangigen DNA in der Probe. Fir die relative Quantifizierung des
gewlnschten Amplikons wurde ein Referenz-Primerpaar verwendet, welches
spezifisch ist fur ein konstitutiv exprimiertes Haushaltsgen.

Um die Spezifitat des Amplikons zu gewahrleisten, wurden Schmelzkurven-Analysen
durchgefuhrt. Hierflir wird die Temperatur graduell erhéht um die doppelstrangigen
Amplikons zu denaturieren, wodurch auch der Farbstoffkomplex dissoziiert und somit
das Fluoreszenz-Signal verschwindet. Da unterschiedliche PCR-Produkte
unterschiedliche Schmelztemperaturen aufweisen, ist es so mdglich die Prasenz von
Nebenprodukten und Primer-Dimeren, welche ebenfalls durch SYBR green
gebunden werden, nachzuweisen.

Fir jedes Primer-Paar wurde fur die relative Quantifizierung eine Standardkurve mit
Verdunnungsreihen in Zehnerschritten von gDNA bzw. cDNA erstellt. In jedem Lauf
wurden Kontrollen ohne Ausgangsmaterial eingeschlossen um eventuelle
Kontaminationen auszuschlief3en. Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten
Primerpaare sind unter 3.4 aufgelistet.

Die qPCR wurde mit Hilfe eines Rotor-Gene Q (Qiagen) durchgefuhrt. Die
Zusammensetzung der Reaktion ist in Tabelle 4-10 aufgefuhrt, das verwendete

Programm in Tabelle 4-11.
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Tabelle 4-10: Zusammensetzung der qPCR-Reaktion

Reagenz Volumen [uL]
2x SensiMix SYBR Hi-Rox Mastermix (Bioline) 5
Vorwarts-Primer 0,3
Ruckwarts-Primer 0,3
Ausgangsmaterial (ChIP-DNA, cDNA) 1,5
DEPC-H,O 2,9

Tabelle 4-11: Programm-Parameter fiir die qPCR.

Temperatur [°C] Zeit Zyklen
95 7 min 1Xx

95 10s A

57 40s >50x
72 10s

4.2 Biochemische Methoden

4.2.1 Isolation von Protein aus Zellen

Fir die Isolation von Protein aus Zellen wurden diese geerntet, zentrifugiert fur 3 min
bei 1200 g und einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer (mit
Proteaseinhibitoren: 1x cOmplete Protease-Inhibitor cocktail, 1 mM PMSF, 5 mM
NaF, 2,5 mM NaVOs;) resuspendiert, fur 5 min bei 4 °C inkubiert und fir 5 min bei

4°C und mittlerer Intensitat sonifiziert (Bioruptor, Diagenode).

Tabelle 4-12: Zusammensetzung RIPA-Puffer.

Komponenten Konzentration
TRIS-HCI pH 8,0 50 mM

NaCl 150 mM

EDTA 5mM

NP-40 1%

SDS 0,1 %
Natriumdesoxycholat 0,5 %
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4 2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Roti®-Nanoquant Reagenz
verwendet. Bei dieser Form der Bestimmung der Proteinkonzentration handelt es
sich um eine Variante der klassischen Bradford-Methode. Die Durchfuhrung der

Analyse erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

4.2.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Trennung von Proteinen und spateren Analyse per Western Blot wurden pro
Bahn 30 pg Proteinlysat mit Laemmli-Puffer versetzt, 5 min bei 95 °C erhitzt und auf
ein SDS-Gel aufgetragen. Das negativ geladene SDS lagert sich an die Proteine an
und schirmt deren eigene Ladung ab, sodass diese eine gleichmalige negative
Ladungsverteilung aufweisen. Gleichzeitig werden die Proteine durch die AbstoRung
der negativen Ladungen des SDS und das Erhitzen denaturiert. Somit ist die
Laufgeschwindigkeit im Gel von Ladung und Struktur unabhangig und wird
ausschlieRlich durch die Grolde des Proteins bestimmt. Um eine bessere Aufldsung
zu erzielen wurden ein Sammelgel, welches die Proteine vor der Trennung
konzentriert, und ein Trenngel verwendet (Laemmli 1970). Die Elektrophorese
erfolgte bei 200 V und 350 mA fur 50 min.

4.2.4 Western Blot

Die per SDS-PAGE separierten Proteine wurden per Western Blot auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ubertragen. Hierbei wandern die Proteine
mittels eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf die Membran, wo sie sich auf
Grund polarer und hydrophober Wechselwirkungen anlagern. Die Detektion von
Proteinen erfolgt mittels spezifischer Primarantikorper sowie mit
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) gekoppelter

Sekundarantikérper, welche wiederum an die Primarantikoérper binden.

FUr den Transfer wurde das semi-dry-Verfahren verwendet. Der Aufbau von unten
nach oben sah dabei wie folgt aus: 3 Whatman-Papiere getrankt in Puffer C, SDS-

Gel, PVDF-Membran (zuvor in Methanol aktiviert), 1 Whatman-Papier getrankt in
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Puffer B und 2 Whatman-Papiere getrankt in Puffer A. Der Transfer erfolgte bei 40 V
und 230 mA fur 75 min.

Um unspezifische Bindungen zu verringern, wurde die Membran nach dem Transfer
fur 30 min in 5 % Milchpulver in PBST unter Schitteln inkubiert. Hierdurch werden
die freien Proteinbindungsstellen auf der Membran durch die Milchproteine, welche
nicht durch die Antikérper detektiert werden, besetzt. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation mit dem in 5 % Milchpulver in PBST verdlnnten Primarantikorper bei 4 °C
unter Schutteln Uber Nacht. Die Membran wurde 3x fur 5 min mit PBST gewaschen
und im Anschluss mit dem 1:5000 in 5 % Milchpulver in PBST verdinnten
Sekundarantikérper fir 1 h bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Um
ungebundenen Sekundarantikorper zu entfernen, wurde die Membran 3x fur 5 min
mit PBST gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe des ,Western
Blotting Luminol Reagent von Santa Cruz. Hierbei handelt es sich um zwei
Lésungen die im Verhaltnis 1:1 gemischt als chemolumineszentes Substrat flr die

HRP dienen. Das entstehende Signal wurde mit Hilfe eines Rontgenfilmes detektiert.

Tabelle 4-13: Zusammensetzung Blotpuffer A.

Komponenten Konzentration
TRIS 3M

Methanol 10 %

H,O ad 1L

Tabelle 4-14: Zusammensetzung Blotpuffer B.

Komponenten Konzentration
TRIS 0,25 M
Methanol 10 %

H,O ad 1L

Tabelle 4-15: Zusammensetzung Blotpuffer C.

Komponenten Konzentration
TRIS 0,25 M
Aminohexansaure 0,4 M
Methanol 10 %

H,O ad 1L
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4.2.5 Immunfluoreszenz

Zur Bestimmung der KSHV-Infektionsraten sowie der Expression lytischer Gene
wurden Immunfluoreszenz-Analysen durchgefuhrt. Hierfur wurden die zu
analysierenden Zellen mit 4 % Paraformaldehyd fur 20 min oder mit Methanol fir 10
min bei 4 °C auf 8-well-Objekttragern (Thermo Scientific) fixiert und anschlie3end flr
20 min mit 2% Triton X-100 permeabilisiert (entfallt bei Methanol-Fixierung). Die
Zellen wurden 5x mit PBS gewaschen, mit Primarantikbrpern gegen das virale
Latenzprotein LANA bzw. das lytische RTA (1:500 in 3 % BSA in PBS) fur 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert, erneut 3x mit PBS gewaschen und fir 2 h mit
Sekundarantikorpern (1:300 in 3 % BSA in PBS) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
weiterem dreimaligem Waschen wurde DAPI-haltiges Mounting Medium (Vector
Laboratories) aufgetragen und die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop

analysiert.

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Kultivierung adharenter eukaryotischer Zellen

Die primaren, adharenten humanen dermalen Fibroblasten (HDF) wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 % fotalem Kalberserum (fetal calf
serum, FCS, Biochrom/Merck), 1 % Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories) und 1
% Natriumpyruvat (Gibco) bei 37 °C und 5 % CO3 kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-
3 Tage mittels Trypsin/EDTA (Gibco) abgelést und mit der gewlinschten Dichte neu

ausgesat.

4.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Die KSHV-positive PEL Zelllinie BCBL1 wurde in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) Medium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Die KSHV-negative, B-Zell Lymphom Zelllinie MC116 wurde in RPMI-Medium mit
20 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin inkubiert.

Beide Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-3
Tage subkultiviert.
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4.3.3 Préaparation von KSHV-haltigen Ubersténden
KSHV-enthaltende BCBL1-Zellen wurden bei einer Dichte von 4 x 10° Zellen pro mL
mit 0,3 mM Natriumbutyrat und 10 ng/mL PMA behandelt um den lytischen Zyklus

und somit die Replikation von KSHV zu induzieren. 24 h nach Zugabe der
Reagenzien wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir weitere 72 h bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen abzentrifugiert und der
virushaltige Uberstand filtriert (0,45 puM) um Zellriickstdnde zu entfernen. Die
Viruspartikel wurden per Zentrifugation (27.000 g bei 4 °C) pelletiert und in 1/100 des
Ausgangsvolumens EBM-2 Medium resuspendiert und bei -80 °C gelagert.

4.3.4 De novo KSHV-Infektion

Fir die de novo Infektion von HDF-Zellen mit wildtyp KSHV wurden 5 x 10° Zellen
auf einer 10 cm Schale am Vortag ausgesat. Die Zellen wurden mit 3 mL
Infektionsldsung (1 mL Virus-Uberstand, 2 mL EBM-2, Polybren 8 ug/mL) fir 2 h bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieRend wurde die Viruslésung abgenommen und

die Zellen mit Vollmedium inkubiert.

Fir die de novo Infektion von MC116-Zellen mit rKSHV wurden 1 x 10° Zellen direkt
vor der Infektion auf einer 12-well Schale ausgesat. Die Zellen wurden mit 300 L
Infektionslosung (100 uL Virusuberstand, 200 uL EBM-2, Polybren 8 pg/mL) fir 1 h
bei 1000 g und 37 °C zentrifugiert. Darauf erfolgte eine weitere Stunde Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,. AnschlieBend wurde die Viruslésung

abgenommen und die Zellen mit Volimedium inkubiert.

4 3.5 Antibiotikaselektion rKSHV-infizierter MC116-Zellen

Zwei Tage nach Infektion der Zellen (siehe 4.3.4) wurde das Medium mit 2 ug/mL
Puromycin versetzt. Darauf folgend wurde die Konzentration des Antibiotikums auf
0,5 ug/mL verringert und bis 14 Tagen nach Infektion aufrecht erhalten. Wahrend der

Selektion erfolgte eine stetige Subkultivierung der Zellen alle 2-3 Tage.
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4.3.6 Apoptose-Assay

Zur Bestimmung der Apoptose- und Nekroserate von Zellen in Kultur wurde das
"Annexin A5 Apoptosis Detection Kit" (BioLegend) verwendet. Der frGhe Apoptose-
Marker Phosphatidylserin (PS) befindet sich in einer intakten, nicht-apoptotischen
Zelle ausschliel3lich auf der Innenseite der Zellmembran. Bei Eintritt in die Apoptose
wird es jedoch auf die Aullenseite der Membran transportiert und so auf der
Zelloberflache prasentiert. Die Membranintegritat der Zelle ist zu diesem frihen

Zeitpunkt der Apoptose noch erhalten.

Mit Hilfe eines Konjugats aus Annexin V und des Fluoreszenzfarbstoffes Pacific Blue
(PB) wird das PS auf der Zelloberflache gefarbt. Gleichzeitig werden nekrotische
Zellen mit Propidiumiodid (Pl) gefarbt, welches in die DNA interkaliert, jedoch die
Membran intakter Zellen nicht passieren kann. Somit sind frihe apoptotische Zellen
ausschlieRlich PB markiert, nekrotische oder spate apoptotische Zellen hingegen, die
die Membranintegritat verloren haben, flr beide Farbstoffe positiv. Da der Verlust der
Membranintegritat es dem Annexin-PB-Konjugat erlaubt, in die Zelle einzudringen
und das PS auf der Innenseite der Membran zu farben, kommen keine ausschliel3lich

Pl-gefarbten Zellen vor. Lebende Zellen sind negativ fur die beiden Farbstoffe.

FUr den Versuch wurden infizierte und nicht-infizierte MC116-Zellen ausgesat und fur
24 h mit unterschiedlichen Mengen TNF-a stimuliert (3 - 30 ng/mL). Anschlieend
erfolgte die Farbung mit PS und Pl entsprechend den Anweisungen des Kits. Die

Analyse erfolgte mit Hilfe eines Durchflusszytometers.

4.4 Hochdurchsatz-Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von Nukleinsduren mittels lllumina-Hochdurchsatz-
Sequenzierung mussen diese fragmentiert und mit Adaptern gekoppelt werden.
Anschlielend werden die markierten Fragmente amplifiziert und gereinigt. Die
fertigen Proben werden als Librarys bezeichnet und kénnen nun mit Hilfe der

entsprechenden Gerate sequenziert werden.
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441 ChlP-Sequenzierung

Fir die Sequenzierung wurden ausschlie3lich ChlP-Proben verwendet (siehe 4.1.1),
deren Integritat zunachst per qPCR uUberprift wurde. Hierfir wurden Primer flr
diverse Kontrollbereiche des zellularen und viralen Genoms verwendet (siehe 3.4),
die entsprechend positiv oder negativ fur die untersuchten Histonmodifikationen sind.
Nur Proben, die die erwarteten Anreicherungsmuster in den Kontrollbereichen
aufwiesen, wurden fur die Sequenzierung verwendet. Fir die Praparation von ChlP-
Librarys wurde das NEXTflex™ ChlIP-Seq Kit (Bioo Scientific) verwendet. Die
Praparation erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Die Libraries wurden auf der
lllumina HiSeq 2500-Plattform mit einer Anzahl von 20-40 mio Reads und einer
Read-Lange von 50 bp sequenziert. Das Mapping der Reads auf das KSHV-Genom
oder das humane Referenzgenom hg19 erfolgte mit dem Programm Bowtie v. 0.12.9
(Langmead et al. 2009). Aus den erhaltenen Datensatzen wurden mit Hilfe des
Programmes BEDTools Duplikate entfernt, um so Anreicherungen durch PCR-
Artefakte auszuschlieRen (Quinlan & Hall 2010). Fir die Detektion von Bereichen mit
unterschiedlichen Mengen der untersuchten Histonmodifikationen wurden zwei
unterschiedliche Ansatze verwendet:

Zum einen wurde das Programm diffReps verwendet, welches den gesamten
Datensatz mit definierter Schritt- und Fenstergrof3e abrastert (Shen et al. 2013). In
dieser Arbeit wurde eine Fenstergrofie von 1 kb und eine Schrittgréf’e von 100 bp
verwendet. Die Detektion differentieller Bereiche erfolgt hierbei unabhangig von der
Funktion der Bereiche, also ob es sich beispielsweise um einen Promotor oder einen
intergenischen, transkriptionell inaktiven Bereich handelt. Fur die H3K4me3-
Modifikation wurde als Grenzwert flr den z-score die Option "sharp" gewahlt, fir die
H3K27me3-Modifikation die Option "broad". Um artifizielle Anreicherungen in
einzelnen Proben auszuschlielRen wurden die Input-Datensatze entsprechend der
vorgegebenen Option in das Programm eingespeist.

Zum anderen wurden Promotorbereiche von Genen untersucht, welche in der RNA-
Sequenzierung differentielle Transkription aufwiesen. Hierzu wurde ein Bereich von
je 1 kb strangauf- und strangabwarts als Promotorbereich definiert und die Reads in
diesen Bereichen gezahlt. Die Daten wurden auf die Anzahl der Reads in den
Promotorbereichen aller Gene normalisiert, um so die technisch bedingten

Schwankungen der Sequenzierungstiefe zwischen den Proben auszugleichen.
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4 .42 RNA-Sequenzierung

FUr die Praparation von RNA-Librarys wurde aus eukaryotischen Zellen isolierte
Gesamt-RNA verwendet (siehe 4.1.2 RNA-Isolation). Zunachst wurde die Integritat
der RNA mit Hilfe des RNA Nano Kits (Agilent) am Bioanalyzer 2100 Uberprift um
mogliche Degradationen auszuschlieRen. Fur die Praparation von RNA-seq Librarys
wurden ausschlie3lich Proben mit einer RIN (RNA Integritats-Wert) von 9 oder hoher

verwendet.

Die Praparation der Librarys erfolgte mit dem NEXTflex™ Directional RNA-Seq Kit v2
oder dem NEXTflex™ Rapid Directional RNA-Seq Kit (Bioo Scientific) nach Protokoll
des Herstellers. Die Sequenzierung erfolgte auf der Illumina HiSeq 2500-Plattform
mit einer Tiefe von ca. 60 mio Reads und einer Read-Lange von 200 bp. Das
Mapping der Reads auf das KSHV-Genom oder das humane Referenzgenom hg19
erfolgte mit dem Programm STAR (Dobin et al. 2013). Fur die Analyse der Daten

wurde das Programm DEseq verwendet (Anders & Huber 2010).
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5 Erqgebnisse

5.1 Analyse humaner dermaler Fibroblasten

Das Kaposi-Sarkom-Herpesvirus kann verschiedene Tumore ausldsen, darunter das
namensgebende Kaposi-Sarkom, welches zumeist die Haut betrifft. Das KS setzt
sich im Gegensatz zu klassischen Tumoren aus unterschiedlichen Zelltypen
zusammen. Der genaue Ursprung der Tumorzellen ist unklar. In dieser Arbeit sollen
daher primare Hautzellen mit KSHV infiziert werden und zu drei Zeitpunkten nach
Infektion, zwei Tage, sieben Tage und vierzehn Tage, mit parallel kultivierten, nicht-
infizierten Zellen verglichen werden. Der Vergleich erfolgt auf der Ebene des
Transkriptoms und der Histonmodifikationen H3K4me3 (aktivierend) und H3K27me3
(reprimierend). Dabei sollen Unterschiede im Transkriptom auf einen maoglichen
Zusammenhang mit der Tumorentstehung sowie auf eine epigenetische Ursache
untersucht werden. Unabhangig davon sollen die Histonmodifikationen auf
Veranderungen untersucht werden, die eine Pradisposition fur eine veranderte
Genexpression auch zu spateren Zeitpunkten darstellen kdnnten. Auch hier liegt ein
Fokus auf Veranderungen in Bereichen, die mit tumorrelevanten Genen assoziiert

sind.

Es muss bertcksichtigt werden, dass die Infektion der Zellen nie zu 100% erfolgreich
ist. Entsprechend befindet sich in der KSHV-positiven Probe immer ein gewisser
Anteil an KSHV-negativen Zellen, welche bei der Analyse von Transkriptom und
Histonmodifikationen dem Profil der nicht infizierten Zellen entsprechen und somit die
Differenzen verringern bzw. die Proben aneinander angleichen. Dementsprechend
wird eine moglichst hohe Infektionsrate angestrebt um die Hintergrundsignale durch
nicht-infizierte Zellen gering zu halten. Fur diese Arbeit wurde eine Infektionsrate von
50% als Grenzwert verwendet. Proben, die eine geringere Infektionsrate aufwiesen,
wurden verworfen. Hierbei kommt erschwerend hinzu, dass das KSHV-Genom in
proliferierenden Zellen verloren geht. Somit sinkt die Rate an KSHV-positiven Zellen
zu spaten Zeitpunkten der Infektion. Bei stetig proliferierenden Zellen konnte nach 14
Tagen keine Infektionsraten >50% erzielt werden. Aus diesem Grund wurden die
Zellen nach der Infektion nicht mehr passagiert, sodass diese wenige Tage nach der
Infektion konfluent wurden und auf Grund der Kontaktinhibition die Proliferation
einstellten. Da eine hohe Zelldichte die Infektion negativ beeinflusst, mussten die
Zellen entsprechend dinn ausgesat werden. Daher war es nicht moglich eine
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gleichmafige Konfluenz der Proben zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten zu
gewabhrleisten. Dies gilt es beim Vergleich der Proben unterschiedlicher Zeitpunkte

zu berucksichtigen.

5.1.1 De novo Infektion humaner dermaler Fibroblasten

Humane dermale Fibroblasten wurden entsprechend 4.3.4 infiziert. In Folge der
Infektion wiesen die KSHV-infizierten Zellen eine erhdohte Anzahl apoptotischer und
nekrotischer Zellen und somit eine geringere Zellzahl und Dichte auf. Diese glichen
sich fur die Zeitpunkte 7 und 14 d.p.i. durch die Proliferation der Zellen bis zur
Konfluenz wieder an. Nach 2, 7 und 14 d.p.i. wurden Chromatin entsprechend 4.1.1
und RNA entsprechend 4.1.2 isoliert. Zur Bestimmung der Infektionsrate wurde
aullerdem eine Immunfluoreszenz-Farbung des LANA entsprechend 4.2.5
angefertigt. Um Kontaminationen auszuschlielen wurden auch die nicht-infizierten
Zellen gefarbt. KSHV-positive Zellen zeigen unter dem Fluoreszenzmikroskop
typische, punktartige Strukturen im Nukleus. Die Gesamtzellzahl pro Ausschnitt
wurde mit Hilfe der DAPI-Farbung ermittelt. FUr jede Probe wurden mindestens 100
Zellen ausgezahlt. Zum frlhen Zeitpunkt lagen die Infektionsraten jenseits 90%,
wohingegen sie zum Zeitpunkt 14 d.p.i. nur noch bei knapp uber 50% lagen.
Abbildung 5-1 zeigt exemplarisch die Immunfluoreszenz-Aufnahmen eines

Replikates pro Zeitpunkt.

48



Ergebnisse

LANA DAPI
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Abbildung 5-1: Immunfluoreszenzaufnahmen infizierter und nicht-infizierter HDF-Zellen zur Bestimmung der
Infektionsrate.
Exemplarisch wird je ein KSHV-infiziertes Replikat pro Zeitpunkt sowie ein nicht-infiziertes Replikat gezeigt. Die linke

Bildreihe zeigt die LANA-Farbung, positive Zellen weisen punktféormige Strukturen im Nukleus auf. Die rechte Bildreihe zeigt
die DAPI-Farbung zur Ermittlung der Gesamtzellzahl.

Die Immunfluoreszenzanalyse zeigt, dass die HDF-Zellen erfolgreich und mit
ausreichend hoher Effektivitat mit KSHV infiziert werden konnten. In der Abbildung ist

die Abnahme an positiven Zellen gut zu erkennen. Wahrend 2 d.p.i. nahezu alle
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Zellen LANA-positiv sind, sinkt diese Quote bei 14 d.p.i. auf knapp Uber 50%.

5.1.2 Transkriptomanalyse infizierter HDF-Zellen

Nachdem eine Infektionsrate von >50% sichergestellt war, wurde die RNA
entsprechend 4.1.2 isoliert. Anschliellend erfolgte die Library-Praparation und die

Sequenzierung mit Hilfe des lllumina HiSeq 2500 (siehe 4.4.2).

Zunachst wurde das Expressionsprofil des KSHV Uberpriuft um sicherzustellen, dass
es sich tatsachlich um eine latente Infektion der Zellen handelt. Mit Hilfe des
Programms STAR (Dobin et al. 2013) wurden die Reads mit dem viralen

Referenzgenom aligniert.
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Abbildung 5-2: Virale Transkriptionsprofile aus infizierten HDF-Zellen.
In den oberen drei Paneelen wird das Transkriptionsprofil der HDF-Zellen zu den drei Zeitpunkten 2, 7 und 14 d.p.i. als

normalisierter Mittelwert der Replikate (n = 3) gezeigt. Zum Vergleich wird im untersten Paneel das Transkriptionsprofil von
teilweise lytischen BCBL1-Zellen gezeigt (rot umrandet). Auf der Y-Achse ist die Anzahl auf die Promotorbereiche
normalisierter Reads aufgetragen. Um die Profile der BCBL1- mit denen der HDF-Zellen vergleichen zu konnen wurden die
BCBL1-Werte zusatzlich auf die Anzahl der Reads im Bereich der Latenzkassette der HDF-Zellen normalisiert. Die
Latenzkassette ist hervorgehoben.
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Die viralen Transkriptionsprofile zeigen, dass das KSHV in HDF-Zellen latent vorliegt.
Das Virus ist groRtenteils inaktiv, lediglich die latenzassoziierten Gene zeigen
transkriptionelle Aktivitat, wie z.B. die Latenzkassette mit vFLIP, vCyclin und LANA
(ORF71 - ORF73). AuBerhalb dieser Kassette zeigen nur wenige Bereiche
transkriptionelle Aktivitat, welche dartber hinaus Uber die Zeit nach Infektion
abnimmt. Der Unterschied zur lytischen Transkription wird beim Vergleich mit dem
Profil des KSHV in BCBL1-Zellen (unterstes Paneel) deutlich. Auf Grund von
spontaner Reaktivierung befindet sich das Virus in 1-2% dieser Zellen in der lytischen
Phase. Bereits dieser geringe Anteil sorgt auf Grund der duf3erst starken Expression
lytischer viraler Gene im Zuge der viralen Replikation fur die hohen
Transkriptionswerte, welche zumeist deutlich Uber die aus Grinden der
Vergleichbarkeit gewahlte Skala hinausgehen. Um die Profile der BCBL1- und der
HDF-Zellen vergleichen zu kénnen wurden die BCBL1-Werte so normalisiert, dass
die Summe der Reads in der Latenzkassette der BCBL1 dem Mittelwert der Summen
der Reads in der Latenzkassette der HDF entspricht. Somit zeigt sich, dass relativ
zur Transkription der Latenzproteine eine starke Transkription lytischer Gene
stattfindet. Im Gegensatz zum latenten KSHV in den HDF-Zellen wird in den BCBL1-

Zellen das gesamte virale Genom transkribiert.

FUir die Analyse der =zellularen Transkription wurden die Reads mit dem
Referenzgenom hg19 aligniert. Mit Hilfe des Programms DESeq wurde die
Abdeckung der einzelnen Genbereiche und somit die Starke der Transkription
bestimmt (Anders & Huber 2010). Aus diesem Wert wurde fir die einzelnen Gene
das Verhaltnis zwischen infizierter und nicht-infizierter Probe im logarithmischen
Malstab bestimmt (log2 fold change, log2FC). Fur die Bestimmung der Signifikanz
der Transkriptionsanderungen wurde der p-value verwendet. In Abbildung 5-3 wird
eine Ubersicht Uber die log2FC und Signifikanzwerte der HDF-Proben zu den drei
Zeitpunkten gegeben. Auf Grund der besseren Darstellungsméglichkeit wurde fir die
Abbildung der negative dekadische Logarithmus des p-value verwendet. Als
Grenzwerte wurden ein log2FC von 0,5 bzw. -0,5 und ein —log10 p-value von 1,3

gewabhlt, was einem p-value von 0,05 entspricht.
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Abbildung 5-3: Volcano-Diagramme der Transkriptionsanalyse infizierter versus nicht-infizierter HDF-Zellen.
Jeder Punkt im Diagramm reprasentiert ein Gen, die Position des Punktes reprasentiert dessen veranderte Expression in

KSHV-infizierten Zellen sowie den Signifikanzwert. Es handelt sich jeweils um den Mittelwert aus n = 3 Messungen. Auf der
X-Achse ist der log2FC dargestellt, wobei der Wert 0 Zentral auf der Achse liegt. Von dort ausgehend sind die in den
infizierten Zellen geringer transkribierten Gene nach links (negative Werte) und die hoher transkribierten Gene nach rechts
(positive Werte) aufgetragen. Auf der Y-Achse ist der negative dekadische Logarithmus des p-value (-logl0 p-value)
aufgetragen. Je hoher die Verdanderung und die Signifikanz, desto starker streben die Punkte den oberen beiden Ecken des
Diagramms entgegen, je nach Art der Verdnderung. In dieser Arbeit wurden Grenzwerte von log2FC = 0,5/-0,5 und —log10
p-value = 1,3 verwendet (entspricht einem p-value von 0,05). Alle Gene die diese Kriterien erfillten sind in der Abbildung
rot, die Gbrigen Gene grau eingefarbt.

An Hand von Abbildung 5-3 kann man erkennen, dass die Anzahl an Genen mit
log2FC und —log10 p-value oberhalb der gewahlten Grenzwerte Uber die Zeit nach
Infektion abnimmt. Infizierte und nicht-infizierte Proben gleichen sich hinsichtlich ihres

Expressionsprofils mit zunehmender Zeit nach der Infektion an.

Von besonderem Interesse flr die weitere Analyse waren die Gene, welche zu allen

drei untersuchten Zeitpunkten eine signifikant differentielle Expression (log2FC > 0,5
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bzw. < -0,5) zwischen infizierten und nicht-infizierten Proben aufwiesen, da solche
konsistenten Anderungen von héherer Relevanz fiir eventuelle Pradispositionen fiir

die Tumorentstehung sind als temporare Differenzen.

A 2d up 7d up B 2d down Td down

14d up 14d down

Abbildung 5-4: Venn-Diagramm differentiell transkribierter Gene in KSHV-infizierten HDF im Vergleich zu mock-
infizierten Zellen.

Es sind jeweils die differentiell transkribierten Gene zu den drei Zeitpunkten 2 (blau), 7 (gelb) und 14 (griin) d.p.i. in KSHV-
infizierten versus mock-infizierten HDF dargestellt (p-Wert < 0,05; log2FC > 0,5 bzw. < -0,5). Fir jeden Zeitpunkt
wurden jeweils die Mittelwerte aus n = 3 Replikaten verwendet. A: Gene mit gesteigerter Transkription; B: Gene mit
verringerter Transkription.

Die Analyse ergab, dass nur 30 Gene eine konsistente, signifikante Anderung tber
alle drei Zeitpunkte zeigten, wobei es sich ausschlieRlich um Gene mit einer erhdhten
Transkription handelte. Generell zeigten sich bei hdher transkribierten Genen mehr
Gemeinsamkeiten zwischen den Zeitpunkten als bei schwacher transkribierten
Genen. Insgesamt ist der Anteil an konsistenten Veranderungen zwischen infizierten
und nicht-infizierten Proben, auch zwischen nur zwei Zeitpunkten, sehr gering.
Lediglich 11% der zu den einzelnen Zeitpunkten identifizierten Gene mit erhdhter und
nur 3% mit geringerer Transkription zeigen auch zu einem anderen Zeitpunkt eine

signifikante Anderung.

Um die Varianz der Transkription der einzelnen Replikate zu analysieren wurde eine
Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component analysis) durchgefuhrt. Sollte
die Infektion zu einer deutlichen Veranderung der Transkription fuhren, so sollten die

infizierten Proben und die nicht-infizierten Proben jeweils eigene Cluster bilden.
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Abbildung 5-5: Hauptkomponentenanalyse der Transkriptionsunterschiede der infizierten und nicht-infizierten HDF-
Zellen.
Jeder Punkt in der PCA entspricht einer Probe. Die Position des Punktes spiegelt die Varianz der Transkription der Proben

untereinander wider. Die zusammengehdrigen Replikate sind jeweils in der gleichen Farbe dargestellt, in den Punkten ist
die Nummer des Replikats angegeben.

Wie in Abbildung 5-5 zu erkennen, ist dies nicht der Fall. Vielmehr zeigt sich, dass
die Replikate der Zeitpunkte Cluster bilden, jedoch unabhangig davon ob es sich um
infizierte oder nicht-infizierte Proben handelt. Somit scheint die KSHV-Infektion einen
geringen Einfluss auf die generelle Transkription zu haben. Des Weiteren weichen
die Proben von Replikat Nr 3 von den anderen beiden Replikaten ab. Insgesamt
bestatigen die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse die Ergebnisse der Venn-
Diagramme: Die KSHV-Infektion scheint nur zu wenig konsistenten Anderungen der

Transkription zu fihren.
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Die 30 konsistent differentiell transkribierten Gene sind in Tabelle 5-1 aufgelistet. Im

Anhang dieser Arbeit befindet sich eine detaillierte Liste mit den log2FC- und pvalue-

Werten (Tabelle 10-1). Eine Analyse auf funktionelle Zusammenhange ergab, dass

viele der durch diese Gene codierten Proteine in die antivirale Immunantwort

involviert sind.

Tabelle 5-1: Liste der Gene, die zu allen drei Zeitpunkten in den KSHV-infizierten HDF-Zellen eine erhéhte Transkription

aufwiesen.

Gene, die mit Hilfe der Gen-Ontologie-Analyse einem der drei Immunantwort-assoziierten Cluster zugeordnet wurden, sind

in rot markiert.

Symbol Name Symbol Name
CCND2 cyclin D2 LOC645638
CXCL10 %X'C motif chemokine ligand ;4 MX dynamin like GTPase 1
CXCL11 %‘X'C motif chemokine ligand ), > MX dynamin like GTPase 2
DCAF12L2 DDB1 anq CUL4 associated NAP1L2 nupleosome assembly protein
factor 12 like 2 1 like 2
EPSTI1 epithelial stromal interaction 1 | OAS1 ?—5—0I|goadenylate synthetase
HECT and RLD domain 2-5-oligoadenylate synthetase
HERC5 containing E3 ubiquitin protein | OAS2 5 9 ylate sy
ligase 5
HECT and RLD domain 2-5-oligoadenylate synthetase
HERC6 containing E3 ubiquitin protein | OASL o 9 ylate sy
ligase family member 6
HISTIH1C  histone cluster 1 H1 family PCDHA10  protocadherin alpha 10
member ¢
IFI6 interferon alpha inducible PCDHB16  protocadherin beta 16
protein 6
IF144 interferon induced protein 44 PCDHBS8 protocadherin beta 8
IF144L :ir:(t:rferon induced protein 44 PEG3 paternally expressed 3
IEIT1 mterfgron mdyced protein with PTPRN2 protein tyrosine phosphatase,
tetratricopeptide repeats 1 receptor type N2
IEITM1 interferon induced _ RSAD2 radlcql S-adepqsyl methionine
transmembrane protein 1 domain containing 2
1SG15 ISG15 ubiquitin-like modifier | TGFA gﬁ‘)?gorm'”g growth factor
LEP leptin ZNF560 zinc finger protein 560
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Zur Bestatigung der RNA-seq Daten wurde eine qPCR mit Primern spezifisch fur
ausgewahlte Gene der 30 differentiellen Gene aus Tabelle 5-1 durchgefuhrt. Hierzu
wurde zunachst die RNA wie in 4.1.3 beschrieben in cDNA umgewandelt. Um
Hintergrundsignale durch genomische DNA zu minimieren wurden ausschlief3lich
Primer verwendet die entweder ein ausreichend grofRes Intron Uberspannen oder
aber direkt auf der Grenze zwischen zwei Exons binden. Die Ergebnisse der gPCR-
Analyse bestatigten die erhohte Transkription der analysierten Gene in infizierten

Zellen (Daten nicht gezeigt).

Mittels Gen-Ontologie-Analyse mit dem Programm WebGestalt 2017 (Zhang et al.
2005; Wang et al. 2013) konnten verschiedene funktionelle Cluster identifiziert
werden, die im Wesentlichen die gleichen Gene enthalten. Der Uberwiegende Teil
dieser Cluster ist mit der Immunantwort assoziiert, spezifisch der Typ | Interferon-
Antwort sowie der viralen Immunantwort. Die in diesen Clustern enthaltenen Gene
sind in Tabelle 5-1 rot markiert. Tabelle 5-2 zeigt eine Ubersicht Uber das Ergebnis

der Gen-Ontologie-Analyse, es sind die Top 10 Cluster angegeben.

Tabelle 5-2: Ergebnisse der Gen-Ontologie-Analyse der Gene, die zu allen Zeitpunkten in den KSHV-infizierten HDF-Zellen
eine erhohte Expression aufwiesen.
Fiir die Analyse wurde das Programm WebGestalt verwendet. In der Tabelle sind die Top 10 Cluster der Analyse angegeben.

AW = Anreicherungswert.

Name Anzahl Gene AW Pval
Antwort auf Typ 1 Interferon 10 79,15 0

Typ 1 Interferon Signalweg 10 83,37 0
Zellulare Antwort zu Typ 1 Interferon 10 83,37 0
Reaktion auf Virus 13 26,74 2,22e-16
Virus-Immunantwort 12 33,06 3,33e-16
Cytokin-mediierter Signalweg 13 15,14 3,39e-13
Neg. Regulation viraler Genomrepl. 7 91,19 7,81e-13
Immunantwort auf anderen Organismus 12 16,94 9,88e-13
Reaktion auf anderen Organismus 14 11,37 1,26e-9
Reaktion auf ext. biotischen Stimulus 14 11,35 1,26e-9

Insgesamt zeigte die vergleichende Analyse des Transkriptoms infizierter und nicht-
infizierter HDF-Zellen einen nur sehr geringen Einfluss der Infektion auf die
Transkription. Jedoch konnten einige wenige konsistente Anderungen ermittelt
werden. Unter diesen differentiell transkribierten Genen befanden sich 14, die mit

einer Funktion in der Virus-Immunantwort assoziiert sind. Des Weiteren ist die
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aberrante Expression der detektieten Gene CCND2, EPSTI1 und TGFA mit
unterschiedlichen Tumoren assoziiert (Wang et al. 2016; Misiewicz-Krzeminska et al.
2016; Nielsen et al. 2002; Li et al. 2014; Fanelli et al. 2012; Tarhini et al. 2014). In
den folgenden Abschnitten soll Gberpriift werden, ob die Ursache dieser Anderungen
der Transkription in Anderungen von aktivierenden oder reprimierenden
Histonmodifikationen begriundet ist. Da es sich bei den drei tumorassoziierten Genen
jeweils nur um einzelne Gene ohne funktionelle Relation untereinander handelt,
welche auch noch mit unterschiedlichen Arten von Tumoren in Zusammenhang
stehen, wurde der Fokus hierbei auf die Gene des Immunantwort-Cluster gelegt. Des
Weiteren soll unabhangig von den Anderungen der Transkription nach
Unterschieden zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen bei den
Histonmodifikationen gesucht werden. Diese kdnnten eine Pradisposition flr spatere
Anderungen der Transkription darstellen und somit fir die Tumorentstehung relevant

sein.

5.1.3 Analyse der Histonmodifikationen infizierter HDF-Zellen

Die Isolation des Chromatins infizierter und nicht-infizierter HDF-Zellen erfolgte 2, 7
und 14 d.p.i. parallel zur Isolation der RNA. Die Isolation sowie die anschlieRende
ChIP erfolgten wie unter 4.1.1 beschrieben. Es wurden jeweils Antikorper fur die
aktivierende H3K4me3- und die reprimierende H3K27me3-Histonmodifikation
verwendet (siehe 3.2.1). Zur Kontrolle des Erfolgs der ChIP wurden die Proben vor
der Sequenzierung per gPCR analysiert (siehe 4.1.4 und 4.4.1, Daten nicht gezeigt).
Bei erfolgreicher ChlIP wurden die Proben per NGS analysiert.

Zunachst wurden die Profile der Histonmodifikationen auf dem KSHV-Genom
Uberpruft. Mit diesem Schritt sollte analysiert werden, ob das Virus in HDF-Zellen ein
zur Transkription passendes Muster aufweist und ob es im Vergleich zum Muster von
BCBL1-Zellen Differenzen gibt. Deren Profil konnte, mit nur geringen Abweichungen,
bereits in mehreren Zelltypen nachgewiesen werden. Starke Abweichungen vom
Profil der BCBL1-Zellen konnten auf ein untypisches Verhalten des Virus im

gewahlten Zelltyp hindeuten.
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Abbildung 5-6: Profile der Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K27me3 auf dem KSHV-Genom in HDF-Zellen.
HDF-Zellen wurden de novo mit KSHV infiziert. Das Chromatin wurde nach 2, 7 und 14 d.p.i. isoliert und auf die

Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K27me3 untersucht. Es sind jeweils die normalisierten Mittelwerte (n = 3) der
Besetzung des KSHV-Genoms mit den Histonmodifikationen in HDF-Zellen, sowie in BCBL1-Zellen zum Vergleich dargestellt.
Flr jedes HDF-Profil ist der Pearson-Korrelationskoeffizient (p) relativ zum BCBL1-Profil angegeben. A: Profile der H3K4me3-
Modifikation, das oberste Diagramm zeigt BCBL1-Zellen als Referenz, die Diagramme darunter die HDF-Zellen in
aufsteigender Dauer nach Infektion. B: Profile der H3K27me3-Modifikation, Anordnung s.o. Im schwarzen Rechteck wird die
Latenzkassette hervorgehoben.

Sowohl fur die H3K4me3- als auch die H3K27me3-Modifikation konnten Profile sehr
ahnlich dem des Virus in BCBL1-Zellen gezeigt werden. Dabei zeigt die H3K4me3
nur wenige, scharf umgrenzte Bereiche der Anreicherung, unter anderem in der
hervorgehobenen Latenzkassette. Hingegen ist die H3K27me3 uUber nahezu das
gesamte virale Genom verteilt, wobei die Latenzkassette nur eine geringe Besetzung
mit dieser Modifikation zeigt. Der Pearson-Korrelationskoeffizient fur die H3K4me3-
Modifikation liegt fur alle Zeitpunkte bei ca. 0,6; fur die H3K27me3 Modifikation liegt
er geringfigig hoher. Vor dem Hintergrund, dass es sich um unterschiedliche

Zelllinien handelt und somit gewisse Differenzen zu erwarten sind, zeigt der
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Korrelationskoeffizient ein hohes Ausmal® an Korrelation der Histonmodifikationen
an. Zum Vergleich: Der Korrelationskoeffizient fur die H3K4me3-Datensatze der
Zeitpunkte 7 d.p.i. und 14 d.p.i. liegt bei p = 0,83. Fur beide Modifikationen sind die
Profile bereits 2 d.p.i. vollstandig etabliert. Insgesamt zeigt die Analyse, dass das
KSHV in HDF-Zellen die erwarteten Histonmodifikationsprofile einer latenten
Infektion aufweist. Somit liegt kein untypisches Verhalten des Virus vor, welches die
nun folgende Untersuchung der Histonmodifikationen auf dem humanen Genom

verfalschen bzw. beeinflussen konnte.

Die Daten der Sequenzierung wurden mit Hilfe des R-Paketes ChlPseeker analysiert
(Yu et al. 2015). Ziel war es, die generelle Distribution der Reads auf bestimmte
Bereiche des humanen Genoms wie z.B. Promotoren zu ermitteln. Zum einen liel3
sich so Uberprufen, ob die Modifikationen tatsachlich in den erwarteten DNA-
Bereichen zu finden sind. Zum anderen kann durch den Vergleich KSHV-infizierter
und nicht-infizierter Proben ermittelt werden, ob eine generelle Anderung in der
Verteilung der Modifikationen stattfindet. Um den Einfluss des Hintergrundes, d.h. der
Reads in Bereichen ohne signifikante Anreicherung der Modifikation, auf die Analyse
zu verringern, sollten nur angereicherte Bereiche auf ihre Distribution Uberpruft
werden. Dazu wurden die Datensatze der Histonmodifikationen mittels des
Programms diffReps (Shen et al. 2013) mit ihren Input-Datensatzen verglichen. Das
Ergebnis der diffReps-Analyse ist eine Liste der genomischen Bereiche die

gegenuber dem Input eine Anreicherung aufweisen.
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Abbildung 5-7: Distributionsanalyse angereicherter Bereiche der ChiP-Datensatze aus HDF-Zellen mittels ChiPseeker.

Mit Hilfe des Programms diffReps wurden gegeniiber dem Input angereicherte Bereiche identifiziert und mit ChlPseeker
hinsichtlich ihrer Verteilung analysiert. Das oberste Diagramm basiert auf der Verteilung der verschiedenen genomischen
Bereiche und gibt somit die zu erwartende Distribution bei einer zufélligen Verteilung der Reads an. Das linke Paneel zeigt
die Distribution der infizierten (KSHV) und nicht-infizierten (Mock) Proben der H3K4me3-Modifikation, das rechte die der
H3K27me3-Modifikation. Fiir jedes Diagramm ist die Gesamtzahl der mittels diffReps detektierten angereicherten Bereiche

angegeben.
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Die H3K4me3-Modifikation ist wie erwartet vor allem in Promotorbereichen
angereichert. Die H3K27me3-Modifikation hingegen ist eher gleichmalig Uber das
Genom verteilt, wobei gegenuber der =zufalligen Verteilung auch hier die
Promotorbereiche uberreprasentiert sind. Des Weiteren ist sie in distalen
intergenischen Bereichen verstarkt angereichert. Ein Unterschied zwischen infizierten
und nicht-infizierten Proben lie® sich nicht feststellen. Lediglich die nicht-infizierte 14
d.p.i. Probe der H3K4me3-Modifikation wies einen erhdhten Anteil an
Anreicherungen in distalen intergenischen Bereichen auf. Somit scheint die KSHV-
Infektion die generelle Verteilung der untersuchten Histonmodifikationen nicht zu

beeinflussen.

Im nachsten Schritt wurden die ChlP-seq Ergebnisse mit Hilfe des Programms
diffReps unabhangig von den Ergebnissen der Transkriptom-Analyse auf Differenzen
zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen untersucht. Da nur wenige
konsistente Anderungen der Transkription detektiert werden konnten, ist der Einfluss
des KSHV auf dieser Ebene anscheinend gering. Stattdessen ware es moglich, dass
durch Veranderungen der Histonmodifikationen eine Pradisposition fur die
Dysregulation von Genen geschaffen wird. Diese kdnnten dann erst spater in der
Expression zum Tragen kommen, beispielsweise wenn weitere tumorigene
Ereignisse eintreten bzw. andere Regulationsmechanismen versagen. Fur die
diffReps-Analyse wurden die Standard-Parameter des Programms verwendet, der z-
score-Grenzwert wurde entsprechend der untersuchten Modifikation angepasst. Da
das Programm flr die H3K4me3-Modifikationen auch Bereiche mit auRerst geringen
Differenzen als signifikantes Ergebnis bewertet, wurde fur diese Modifikation
aullerdem ein log2FC-Grenzwert von 0,25 bzw. -0,25 verwendet. Wie schon fur die
Transkriptomanalyse sollte zunéchst nach konsistenten Anderungen (ber alle
Zeitpunkte gesucht werden. Fur diese Analyse wurden ausschlieBlich differentielle
Fenster ausgewahlt, die mit einem Gen assoziiert sind, d.h. distale intergenische

Bereiche wurden ausgeschlossen.
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A H3K4me3 B H3K27me3

2d up 7d up 2d up 7d up

14d up 14d up
2d down 7d down 2d down 7d down

14d down 14d down

Abbildung 5-8: Venn-Diagramme der diffReps-Analyse zur Identifikation Bereiche differentieller Histonmodifikationen in
KSHV-infizierten HDF im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen.

Es sind genassoziierte Fenster mit differentiellen Leveln an Histonmodifikationen ab einem log2FC von 0,25 bzw. -0,25 zu
den Zeitpunkten 2, 7 und 14 d.p.i. dargestellt. A: Anderungen der H3K4me3-Modifikation; in der oberen Abbildung sind
Anstiege, in der unteren Reduktionen dargestellt. B: Anderungen der H3K27me3-Modifikation; in der oberen Abbildung
sind Anstiege, in der unteren Reduktionen dargestellt.

Die Analyse der ChlP-seqg-Daten mittels diffReps ergab nur sehr wenige Bereiche mit
signifikanten Differenzen zu den einzelnen Zeitpunkten nach Infektion. Des Weiteren
zeigten sich hierbei kaum konsistente Veranderungen uber die drei Zeitpunkte. Fur
die H3K4me3-Modifikation ergaben sich keine gemeinsamen Anderungen (ber alle
drei Zeitpunkte und lediglich drei gemeinsame Anreicherungen fir 2 und 7 d.p.i. Bei
der H3K27me3-Modifikation zeigten sich funf gemeinsame Anreicherungen Uber alle

drei Zeitpunkte sowie einige weitere gemeinsame zwischen zwei Zeitpunkten.
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Gemeinsame Reduktionen konnten fur keine der beiden untersuchten Modifikationen
festgestellt werden. Da somit insgesamt nur funf Gene mit differentiellen
Histonmodifikationen Uber alle drei Zeitpunkte durch diffReps detektiert werden
konnten, ist eine Analyse der Gen-Ontologie nicht sinnvoll. Die detektierten Gene
sind in Tabelle 5-3 zusammen mit einer kurzen Funktionsbeschreibung sowie den
zugehdrigen Anderungen in H3K27me3-Besetzung und Transkription dargestellt. Fir
den Transkriptionsfaktor TSHZ2 ist eine mdgliche Rolle als Tumorsuppressor bei
Brust- und Prostatakarzinomen beschrieben. Untersuchungen zeigten eine
verringerte Expression von TSHZ2 in diesen Erkrankungen (Yamamoto et al. 2011).
Eine Assoziation weiterer Gene mit Tumorerkrankungen ist in der Literatur nicht
beschrieben. Die vollstandigen Ergebnisse der diffReps-Analyse der HDF-Zellen zu

den einzelnen Zeitpunkten befinden sich im Anhang.

Betrachtet man die zugehdrigen Transkriptionswerte der Gene mit konsistenter
Anreicherung der H3K27me3-Besetzung (siehe Tabelle 5-3), so zeigt sich fir keines
der Gene eine konsistente Anderung. Darlber hinaus weisen einige Gene trotz
erhohter H3K27me3-Besetzung gesteigerte Transkriptionswerte zu einzelnen

Zeitpunkten auf.

Tabelle 5-3: Gene mit konsistenter Anreicherung der H3K27me3-Modifikation nach Analyse mit diffReps.

Alle in der Tabelle aufgelisteten Gene zeigten eine Anreicherung an H3K27me3in KSHV infizierten HDF-Zellen gegeniiber
nicht-infizierten Zellen. Fur das Gen TSHZ2 ist eine mogliche Funktion als Tumorsuppressor beschrieben. In der rechten
Tabellenhilfte sind die Anderungen (log2FC) der Transkription (obere Zeile) und der H3K27me3-Modifikation (untere Zeile)
zwischen KSHV-infizierten und mock-infizierten Zellen fir die entsprechenden Gene angegeben.

Gen Funktion 2d 7d 14 d
Calcium aktivierter Chlorid-Kanal | Transkription -0,06 -0,07 0,26
ANO2 .
(Geruchssinn) H3K27me3 1,41 1,32 1,43
Transkription 0,24 -0,1 -0,09
ATP9A ATPase
H3K27me3 1,36 1,08 1,52
Transkription 0,47 -0,07 0,39
IQCA1 ATPase
H3K27me3 1,97 1,31 1,68
TH1L Teil des NELF-Komplexes, Transkription 0 -0,14 -0,01
Inhibiert Elongation d. RNA-Pol Il | H3K27me3 1,69 1,26 1,54
TsHze  [Transkriptionsfaktor, mogl. Transkription -0,32 -0,52 0
Tumorsuppressor H3K27me3 2,08 1,32 1,27
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Mit Hilfe von diffReps konnten auch fur die einzelnen Zeitpunkte nur sehr wenige
signifikante Differenzen festgestellt werden, deutlich weniger als fur die
Transkriptomanalyse. Da sich auf Grund der geringen Anzahl konsistenter
Anderungen keine Ansatzpunkte fiir weitere Analysen ergaben, sollte im folgenden
Schritt Uberprift werden wie sich die Histonmodifikationen in den Promotorregionen
der Gene mit differentieller Transkription aus Tabelle 5-1 verhalten. Auf Grund der
Analyse der Gen-Ontologie wurde hier ein Fokus auf die Gene der antiviralen Cluster
gelegt. Hierzu wurden die Reads in einem Fenster 1 kb strangauf- und strangabwarts
des Transkriptionsstarts gezahlt. Um artifizielle Differenzen durch technisch bedingte
Unterschiede in der Gesamtanzahl der Reads der einzelnen Proben auszuschliel3en,
wurden die Ergebnisse auf die Anzahl der Reads in den Promotorbereichen aller

Gene normalisiert.
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Abbildung 5-9: Ubersicht liber die Level der Histonmethylierungen an den Promotorregionen der Gene der antiviralen

Cluster.

Dargestellt ist die normalisierte Anzahl an Reads in einem Fenster 1000 bp strangauf- und strangabwarts des TSS; im linken
Paneel wird die H3K4me3-Modifikation gezeigt, im rechten die H3K27me3-Modifikation. In jedem einzelnen Diagramm sind
von links nach rechts die Werte fiir die einzelnen Zeitpunkte 2, 7 und 14 d.p.i. dargestellt, die KSHV-infizierten Proben in
schwarz, die mock-infizierten in weiR. Signifikante Anderungen sind mit einem Stern gekennzeichnet (p < 0,05).
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Die Analyse der Histonmodifikationen in den Promotorregionen der Gene der
antiviralen Cluster zeigte, von wenigen Ausnahmen abgesehen, keine signifikanten
Anderungen zwischen infizierten und nicht-infizierten Proben. Diese Ausnahmen
traten zudem nur vereinzelt auf, d.h. lediglich zu einem der drei Zeitpunkte pro Gen.
Jedoch scheint fur die H3K4me3-Modifikation eine klare Tendenz vorhanden zu sein,
so zeigten 34 von 39 Vergleichen der Promotorregionen infizierter und nicht-
infizierter Proben einen hoheren Level an H3K4me3 in infizierten Zellen (siehe
Abbildung 5-9, die H3K4me3 negativen Regionen des CXCL10 ausgeschlossen).
Dies passt zu der per RNA-Sequenzierung festgestellten erhdhten Transkription
dieser Gene. Fur die H3K27me3-Modifikation konnte keine solche Tendenz
festgestellt werden. Zudem liegen die Level dieser Modifikation fur einen Grolteil
dieser Gene im Bereich des Hintergrundes, sie sind somit negativ flr diese
Modifikation.

Zusammenfassend zeigte die Untersuchung der Histonmodifikationen unter Einfluss
von KSHV in HDF-Zellen fur H3K4me3 keine signifikanten, Uber die Zeit konsistenten
Unterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen. Fur H3K27me3
konnten fUnf genassoziierte Bereiche mit konsistenter Erhéhung der H3K27me3-
Level identifiziert werden. Von diesen ist fur das Gen TSHZ2 ein mdglicher
Zusammenhang mit Mamma- und Prostatakarzinom beschrieben. Jedoch zeigte
keines dieser Gene eine konsistente, signifikant differentielle Transkription. Fir die
Promotorregionen der differentiell exprimierten Gene konnten kaum signifikante
Unterschiede in der Besetzung mit Histonmodifikationen identifiziert werden.
Vereinzelte signifikante Differenzen waren stets nur an einem von drei Zeitpunkten
vorhanden und somit nicht Uber die Zeit konsistent. Jedoch zeigten die
Promotorregionen in infizierten Zellen in fast allen Vergleichen mit den zugehdrigen

nicht-infizierten Proben geringflgig hohere Level an H3K4me3.

Da fur die Gene mit konsistenter differentieller Transkription keine Korrelationen der
Ergebnisse der Transkriptom- und Histonmodifikationsanalyse festgestellt werden
konnte, soll im folgenden Abschnitt die Korrelation differentieller Gene bzw. Bereiche
innerhalb der einzelnen Zeitpunkte sowie die generelle Korrelation der Daten der

beiden Analysen untersucht werden.
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5.1.4 Korrelation der RNA-seq und ChlP-seq Daten der HDF-Zellen

Die H3K4me3-Modifikation ist mit den Promotorregionen aktiv transkribierter Gene
assoziiert, die H3K27me3-Modifikation hingegen mit transkriptionell reprimierten
Genen. Entsprechend ware zu erwarten, dass eine erhohte Transkription von
héheren H3K4me3- bzw. geringeren H3K27me3-Leveln begleitet wird. In den zuvor
beschriebenen Versuchen liel} sich keine signifikante Korrelation zwischen den
Anderungen der Transkription und der Level an Histonmodifikationen feststellen.
Jedoch zeigte die H3K4me3-Modifikation in infizierten Zellen tendenziell hohere
Level in den Promotorregionen von Genen mit erhdhter Transkription. Auf Grund der
grolRen Varianz der Proben zwischen den Zeitpunkten konnten keine konsistenten
Anderungen fir die H3K4me3-Modifikation detektiert werden. Daher soll nun
Uberpruft werden, ob zu den einzelnen Zeitpunkten eine Korrelation von
Transkription und Histonmodifikationsleveln vorhanden ist. Des Weiteren soll
unabhangig von differentiellen Genen die generelle Korrelation von Transkription und
Histonmodifikationen untersucht werden. Zum einen dient dies der Kontrolle, ob die
Verteilung der Modifikationen der oben formulierten Erwartung entspricht. Zum
anderen soll untersucht werden, in wie weit die Starke der Transkription und die
Level der Histonmodifikationen korrelieren, also ob beispielsweise die am starksten
transkribierten Gene auch die héchsten H3K4me3-Level in ihren Promotorregionen

zeigen.

Fur die Analyse der Korrelation differentiell regulierter Gene aus ChiP-seq und RNA-
seq zu den einzelnen Zeitpunkten wurden die Schnittmengen von Genen mit
erhdhter Transkription und erhdhten Besetzungen von H3K4me3 bzw. verringerten
Besetzungen von H3K27me3 und umgekehrt Gberpruft. Hierzu wurden die Daten der

DESeq- und der diffReps-Analyse verwendet.
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H3K4me3

RNA 2d H3K4me3 2d RNA 7d H3K4me3 7d RNA 14d H3K4me3 14d

H3K27me3

RNA 2d H3K27me3 2d RNA 7d H3K27me3 7d RNA 14d H3K27me3 14d

Abbildung 5-10: Venn-Diagramme zur Uberpriifung der Korrelation von differentiell regulierten Genen in RNA-seq und
ChIP-seq.

Die RNA-seg-Daten wurden mit DESeq, die ChIP-seq-Daten mit diffReps ermittelt. Die oberen Venn-Diagramme zeigen die
Vergleiche der H3K4me3-Modifikation mit den RNA-seg-Daten zu den drei Zeitpunkten 2, 7 und 14 d.p.i. (von links nach
rechts). Die unteren Diagramme zeigen den Vergleich der H3K27me3-Modifikation mit den RNA-seqg-Daten. Ein Gen wurde
als korrelierend verandert angesehen, wenn es bei gesteigerter Transkription hohere H3K4me3-Besetzungen bzw.
geringere H3K27me3-Besetzungen aufwies und umgekehrt.

Auch fur die einzelnen Zeitpunkte liel® sich nur eine sehr geringe Korrelation bei den
Anderungen der Transkription und den Leveln der Histonmodifikationen nachweisen.
Fur die H3K4me3-Modifiktaion zeigten sich noch einige Schnittmengen zwischen
RNA-seq und ChlP-seq Daten, vor allem 7 d.p.i. wo immerhin 34% der in diffReps
identifizierten Gene auch eine entsprechend veranderte Transkription aufweisen. Die
H3K27me3-Modifikation hingegen zeigte kaum Schnittmengen und somit keine

Korrelation differentieller Bereiche.

Nachdem schon in 5.1.3 kaum signifikante Anderungen der Histonmodifikationen flr
die Uber alle Zeitpunkte differentiell transkribierten Gene nachgewiesen werden
konnten, ergab auch der Vergleich zu den einzelnen Zeitpunkten nur fir wenige
Gene eine Korrelation. Im Folgenden soll Uberpruft werden in wie weit Transkription
und die untersuchten Histonmodifikationen generell korrelieren, d.h. unabhangig von
differentiellen Bereichen bzw. Genen (siehe Abbildung 5-11). Hierzu wurden alle

Gene nach der Hohe ihrer Transkription sortiert, beginnend mit dem Gen mit der
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hochsten Transkription. Anschlieliend wurde jedem Gen die Besetzung mit den
Histonmodifikationen im Promotorbereich zugeordnet (1kb strangauf- und
strangabwarts vom Transskriptionsstart, normalisierter Mittelwert aus drei
Replikaten). Da die H3K4me3-Modifikation vor allem in Promotorbereichen aktiver
Gene auftritt sollte bei entsprechender Korrelation eine verstarkte Anreicherung im
linken Bereich mit hoher Transkription vorliegen. Hingegen sollte es sich fur die
reprimierende H3K27me3-Modifikation genau umgekehrt verhalten. Zusatzlich
wurden die differentiell exprimierten Gene markiert. Dadurch sollte Uberpruft werden,
ob Gene mit differentieller Transkription in bestimmten Bereichen bezlglich absoluter

Transkription bzw. Besetzung mit Histonmodifikationen akkumulieren.
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Abbildung 5-11: Korrelation von Histonmodifikationen und Transkription aller Gene.

Es werden exemplarisch die Daten fiir die HDF-Zellen 14 d.p.i gezeigt. Auf der X-Achse sind die Gene von hochster (links) zu
niedrigster (rechts) Transkription sortiert, die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zu nicht-transkribierten Genen an. Auf der
Y-Achse ist die mittlere Besetzung mit der entsprechenden Histonmodifikation Gber drei Replikate aufgetragen. Differentiell
transkribierte Gene sind gesondert markiert, in griin Gene mit in KSHV-infizierten Proben gesteigerten Histonmodifikations-
Leveln, in rot mit gesenkten. Die oberen beiden Diagramme zeigen die H3K4me3-Level in den KSHV-und Mock-Proben, die
unteren beiden die H3K27me3-Level.
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Wie erwartet zeigen Gene mit hoher Transkription haufig auch hohe H3K4me3-Level,
sodass es im Diagramm zu einer Akkumulation von Punkten mit hohen Y-Werten im
linken Diagrammbereiche kommt. Hierbei fallt auf, dass die H3K4me3-Modifikation
relativ schnell ein Plateau erreicht und trotz steigender Transkription keine weitere
Steigerung der H3K4me3-Besetzung zu beobachten ist. Gene die nicht transkribiert
werden oder eine nur sehr geringe Transkription aufweisen (rechter
Diagrammbereich) zeigen zumeist auch eine sehr geringe Besetzung mit H3K4me3.
Dies wird deutlich durch die Akkumulation der Punkte nahe der X-Achse. Auffallig ist
jedoch, dass es in beiden Fallen zahlreiche Gene gibt, die sich kontrar verhalten. So
finden sich im linken Diagrammbereich auch Punkte mit geringer H3K4me3-
Besetzung, also nahe der X-Achse, und im rechten Diagrammbereich Punkte mit
hoher H3K4me3-Besetzung, die in ihrer Héhe den aktiven Genen im linken
Diagrammbereich entsprechen. In der Mitte des Diagramms, also bei Genen mit
moderater  Transkription, zeigt sich ein  dynamischer Bereich  der
Histonmodifikationen. Interessanterweise befindet sich ein Grofteil der differentiell

transkribierten Gene in diesem dynamischen Bereich.

Die H3K27me3-Modifikation verhalt sich wie erwartet genau gegenteilig zur
H3K4me3-Modifikation. Fir Gene mit hoher Transkription im linken Diagrammbereich
sind hauptsachlich geringe H3K27me3-Level vorhanden, wahrend bei geringer
Transkription der Anteil an Genen mit hoher H3K27me3-Besetzung steigt. Auch hier
gibt es im Bereich der moderat transkribierten Gene einen dynamischen Bereich
bezlglich der H3K27me3-Level. Wie schon bei der aktivierenden Modifikation
akkumulieren die differentiell transkribierten Gene in diesem Bereich. Im Gegensatz
zur H3K4me3 ist die Verteilung der Punkte jedoch weniger eindeutig. So ist das
Plateau bei hohen Y-Werten schwacher ausgepragt. Zwar ist auch hier keine weitere
Zunahme der H3K27me3 Besetzung zwischen Genen mit in diesem Fall geringer
Transkription und ohne Transkription zu sehen, die Streuung der Punkte ist jedoch
deutlich groRer. Des Weiteren ist die Annaherung an die X-Achse bei hoher
Transkription weniger ausgepragt als fur H3K4me3 bei niedriger Transkription, was
auf einen hoheren Hintergrundwert hindeutet. Auch fur die H3K27me3-Modifikation
weisen zahlreiche Gene eine Besetzung kontrar zum Transkriptionsverhalten auf,
d.h. hohe H3K27me3-Level bei hoher Transkription und umgekehrt.
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Der Vergleich der RNA-seqg- und ChIP-seqg-Daten zeigte kaum Korrelation bezuglich
der Gene, die in den beiden Analysen getrennt voneinander als differentiell
identifiziert wurden. Die generelle Verteilung der Histonmodifikationen entsprach
jedoch den Erwartungen. So zeigten sich hohe H3K4me3-Besetzungen vor allem in
Genen mit hoher Transkription und hohe H3K27me3-Besetzungen vor allem in nicht-
oder nur gering transkribierten Genen. Es wurde jedoch deutlich, dass eine hohe
Besetzung der jeweiligen Histonmodifikationen nicht zwangsweise eine Auswirkung
auf die Transkription hat. So konnten sowohl fir die H3K4me3- als auch die
H3K27me3-Modifikation Promotorbereiche mit zur Transkription antikorrelierenden
Besetzungen detektiert werden. Des Weiteren ist es schwierig ausgehend von der
Starke der Besetzung, also der Anzahl an modifizierten Histonen im
Promotorbereich, Rickschlisse auf die Starke der Transkription zu ziehen. Da sich
fir beide Modifikationen ein Plateau einstellt wird fir Gene die sich in diesen
Bereichen befinden eine starkere bzw. schwachere Transkription nicht durch die
Histonmodifikationen angezeigt. Aulerdem weist die Starke der Besetzung innerhalb
des Plateaus teils starke Schwankungen auf, sodass auch hier nur eingeschrankt
Ruckschlisse auf die Transkription gezogen werden kdnnen. In den Plateau-
Bereichen genugt es scheinbar einen bestimmten Grenzwert zu erreichen, um den
Effekt auf die Transkription zu erzielen. In den dynamischen Bereichen jedoch
scheint eine Korrelation zwischen der Starke der Besetzung mit Histonmodifikationen
und der Intensitat der Transkription zu bestehen. Jedoch ist auch hier die

Schwankung grof}, sodass Ruckschlusse fur einzelne Gene schwierig sind.

5.1.5 Zusammenfassung

Der Vergleich KSHV-infizierter und nicht-infizierter HDF-Zellen auf Ebene der
Transkription und der Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K27me3 ergab nur
wenige Differenzen. So konnten zwar fur die einzelnen Zeitpunkte Gene mit
differentieller Transkription ermittelt werden, diese erwiesen sich jedoch zumeist als
nicht konsistent Gber den Verlauf der Infektion. Innerhalb der wenigen, Uber die Zeit
konsistenten Gene konnte ein Cluster von Genen identifiziert werden, die mit der
viralen Immunantwort assoziiert sind. Auf Ebene der Histonmodifikationen konnten
schon fiir die einzelnen Zeitpunkte nur wenige Differenzen festgestellt werden. Uber
die drei Zeitpunkte konsistent erwiesen sich lediglich funf Anreicherungen der
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H3K27me3-Modifikation. Des Weiteren zeigten sich nur vereinzelt Schnittmengen
differentieller Gene beim Vergleich der Ergebnisse beider Analysen. Hingegen
konnte die generelle Korrelation der beiden Histonmodifikationen mit der
Transkription bestatigt werden, wenngleich einige Gene antikorrelierende
Besetzungen aufwiesen. Die Starke der Besetzung erlaubt keine Rlckschlisse auf
die Starke der Transkription, vielmehr scheint das Erreichen bzw. Uberschreiten

eines Grenzwertes der ausschlaggebende Faktor zu sein.
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5.2 Analyse der B-Zelllinie MC116

Im ersten Teil der Arbeit wurden humane dermale Fibroblasten untersucht. Diese
primaren Hautzellen sind vor allem im Zusammenhang mit dem KS als Modell
relevant. Jedoch verursacht KSHV noch weitere Tumorekrankungen, die aus
entarteten B-Zellen hervorgehen. Schon langer wird vermutet, dass es sich bei den
B-Zellen um das naturliche Reservoir des KSHV im menschlichen Wirt handelt.
Paradoxerweise erwiesen sich gerade B-Zelllinien in der Zellkultur als nicht oder nur
aullerst schlecht infizierbar. Dollery et al. gelang es jedoch die humane B-Zelllinie
MC116 zu identifizieren, mit der Infektionsraten von bis zu 20% erzielt werden
konnten (Dollery et al. 2014). Bei dieser handelt es sich um eine humane Zelllinie aus
einem B-Zell-Lymphom. In diesem Kapitel sollen die Differenzen der Transkription
und der Histonmodifikationen in Folge einer KSHV-Infektion in de novo infizierten
MC116 untersucht werden. Auch hier liegt erneut der Fokus auf der Identifikation von

Differenzen in Genen die fur die Tumorentstehung relevant sein kénnten.

Wie schon unter 5.1 erldutert ist eine hohe Infektionsrate von entscheidender
Bedeutung fur das Experiment, weswegen bei der Infektion der HDFs nur Proben mit
einer Infektionsrate >50% verwendet wurden. Obwohl sich die MC116 fur eine B-
Zelllinie relativ effizient infizieren lassen, ist die Infektionsrate mit maximal 20% im
Kontext dieser Untersuchung sehr gering. Aus diesem Grund wurde fur die Arbeiten
mit den MC116-Zellen nicht das wildtyp-KSHV verwendet, sondern ein
rekombinantes KSHV (rKSHV), welches eine Gen-Kassette mit einem konstitutiv
exprimierten GFP-Gen sowie einem RFP-Gen unter Kontrolle des lytischen PAN-
Promotors besitzt. Letzteres wird somit nur bei lytischer Reaktivierung exprimiert.
Des Weiteren enthalt die Kassette eine Puromycin-Resistenz, welche die Selektion
infizierter Zellen mittels Puromycin ermoglicht. Auf diesem Weg wurden die infizierten
Zellen Uber einen Zeitraum von 14 Tagen bis zu einer Infektionsrate von 100%
angereichert. Gleichzeitig wurde auf diesem Weg der Verlust der Episome durch
Ausdunnung wahrend der Zellteilung verhindert, sodass trotz der relativ spaten
Analyse nach Infektion und stetiger Proliferation keine Abnahme der Infektionsrate
vorhanden war. Jedoch machte dies die Analyse friher Zeitpunkte nach Infektion
unmadglich. Zum einen bestand das Problem der zu geringen Infektionsrate, da die
Anreicherung infizierter Zellen vor allem zwei Tage nach Infektion nicht ausreichend

war. Zum anderen erzeugt der hohe Anteil an Zellen, welche durch das Antibiotikum
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abgetotet bzw. beeinflusst werden, einen nicht kalkulierbaren Effekt auf Ebene von
Transkription und Epigenom. Durch permanentes Subkultivieren wurden die toten
Zellen Uber die Zeit aus der Kultur entfernt, sodass 14 Tage nach Beginn der
Selektion vergleichbare Anteile an toten Zellen in infizierten und nicht-infizierten

Zellen vorhanden waren.

5.2.1 De novo Infektion der humanen B-Zelllinie MC116

Die Infektion der MC116-Zellen mit rKSHV sowie die anschliefiende Puromycin-
Selektion wurde wie unter 4.3.4 und 4.3.5 beschrieben durchgefihrt. Anschlielend
erfolgte die Isolation von RNA (siehe 4.1.2) und Chromatin (siehe 4.1.1). Zur
Kontrolle der Infektion wurde die GFP-Expression unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet. Des Weiteren bot das RFP, da es unter der Kontrolle des lytischen PAN-
Promotors steht, eine einfache Moglichkeit zu Gberprifen wie effektiv die Etablierung

der Latenz in diesen Zellen ablauft.

Abbildung 5-12: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen KSHV-infizierter MC116-Zellen.
Zur Kontrolle der Infektion und Puromycin-Selektion wurde die GFP-Expression lberprift. Die Auswertung ergab, dass

100% der Zellen GFP positiv sind. Zudem wurde Uber die Expression des RFP Uberprift inwieweit die Zellen spontane
lytische Reaktivierung zeigen. Da nahezu keine RFP-positiven Zellen detektiert werden konnten scheint KSHV in den MC116-
Zellen streng latent vorzuliegen.
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5.2.2 Kontrolle der Funktionalitat des rKSHV in MC116-Zellen

Durch den Nachweis der GFP-Expression konnte die erfolgreiche Infektion
nachgewiesen werden. Jedoch ist dies kein Nachweis dafur, dass das Virus auch
funktional ist und virale Gene exprimiert werden. Um dies sicherzustellen, wurde die

LANA-Expression per Immunfluoreszenz untersucht (siehe 4.2.5).

LANA DAPI

mock

rKSHV

Abbildung 5-13: Immunfluoreszenzaufnahmen infizierter und nicht-infizierter MC116 zum Nachweis der LANA-
Expression.

In der LANA-Farbung der rKSHV-infizierten Zellen sind die typischen punktformigen Strukturen im Nukleus aller Zellen zu
erkennen. Diese sind in den mock-infizierten Zellen nicht vorhanden.

Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Analyse zeigte, dass LANA in allen Zellen der
rKSHV-infizierten MC116 vorhanden war. Somit wurde das Ergebnis der Analyse der
GFP-Expression zur Kontrolle von Infektion und Erfolg der Antibiotikaselektion
bestatigt. Weiterhin sollte die Fahigkeit des KSHV zur Reaktivierung Uberprift
werden. Hierzu wurden infizierte MC116-Zellen wie bei der Produktion virushaltiger
Uberstande aus BCBL1 (siehe 4.3.3) mit Natriumbutyrat und PMA induziert und die

Expression des RFP Uberpruft, welches die Aktivierung lytischer Promotoren anzeigt.
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Abbildung 5-14: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen zur Kontrolle der RFP-Expression in induzierten MC116.
Die Abbildung zeigt KSHV-infizierte MC116-Zellen die mit Natriumbutyrat und PMA behandelt wurden. Im Vergleich zu

nicht-induzierten Zellen (siehe Abbildung 5-12) zeigt sich deutlich die erhdhte Anzahl an RFP-positiven Zellen.

Ahnlich wie bei der GFP-Expression gibt die RFP-Expression zwar einen starken
Hinweis auf die Funktionalitat des Virus, ist jedoch kein Beweis fur die Expression
von, in diesem Fall lytischen, viralen Genen. Daher wurden KSHV-infizierte und
nicht-infizierte MC116 zwei Tage nach Induktion geerntet und Proteinlysate
entsprechend 4.2.1 hergestellt. Mittels Western-Blot sollte die Expression viraler
Proteine nach Induktion Uberprift werden, in diesem Fall die Expression des

Latenzproteins LANA und des lytischen Schalterproteins RTA.
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Abbildung 5-15: Western-Blot zum Nachweis der Expression von RTA in KSHV-infizierten MC116-Zellen nach Induktion.
Neben RTA wurde die Expression von LANA Uberpriift, welches in allen KSHV-infizierten Zellen unabhéangig von der

Induktion vorhanden sein sollte. Als Positiv-Kontrollen wurden Lysate aus induzierten und nicht-induzierten BCBL1
verwendet. Der obere Abbildungsteil zeigt deutlich die LANA Expression sowohl in MC116 als auch in BCBL1 unabhéangig
von der Induktion, nicht-infizierte MC116 zeigen erwartungsgemall keine LANA-Expression. Mittig ist die Expression von
RTA zu sehen. Infizierte, nicht-induzierte MC116 weisen keine RTA Expression auf. BCBL1 zeigen auf Grund ihrer Neigung
zur spontanen Reaktivierung eine moderate RTA-Expression, welche unter Induktion deutlich gesteigert wird. Induzierte
MC116 zeigen ebenfalls eine moderate RTA-Expression, welche in etwa dem Niveau nicht-induzierter BCBL1 entspricht.

Im Western-Blot liel3 sich erkennen, dass KSHV-infizierte MC116 zum einen streng
latent vorliegen, was die Ergebnisse der Analyse der RFP-Expression nicht-
induzierter Zellen bestatigt (Abbildung 5-12). Zum anderen konnte gezeigt werden,
dass mittels Natriumbutyrat und PMA die lytische Phase induziert werden kann. Ob
diese auch vollstandig durchlaufen wird und zur Produktion infektidser viraler Partikel
fihrt wurde Uberprift, indem der Uberstand induzierter MC116-Zellen, nach der
Konzentration der potentiell vorhandenen viralen Partikel, zur Infektion von SLK-
Zellen verwendet wurde. Dabei wurde analog zur Infektion von HDF-Zellen verfahren

und im Anschluss die LANA-Expression via Immunfluoreszenz Uberprift.
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Abbildung 5-16: Kontrolle der Produktion infektidser viraler Partikel durch Infektion von SLK-Zellen mit Uberstinden
induzierter KSHV-infizierter MC116-Zellen.
Die Abbildung zeigt die LANA-Farbung (griin) mock-infizierter sowie mit Uberstinden induzierter MC116 inkubierter SLK-

Zellen. Erfolgreich infizierte Zellen weisen die typischen punktférmigen Strukturen im Nukleus auf und sind mit roten
Kastchen hervorgehoben.

Das Ergebnis der Immunfluoreszenz zeigt die erfolgreiche Infektion von SLK-Zellen
mit Uberstéanden induzierter MC116-Zellen. Da ein deutlich geringeres Volumen an
MC116-Uberstand fiir die Konzentration viraler Partikel eingesetzt wurde im
Vergleich zur Produktion virushaltiger Uberstande aus BCBL1, lasst sich keine
Aussage uber die Effizienz der Virusproduktion in MC116 im Vergleich zu BCBL1

treffen.

Die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse weisen nach, dass das rKSHV in
MC116-Zellen vollstandig funktional vorliegt. In den weiteren Schritten erfolgte die
Analyse der Transkription via RNA-seq und der Histonmodifikationen via CHIP-seq

zur Detektion von Unterschieden in rKSHV-infizierten versus nicht-infizierten Zellen.
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5.2.3 Transkriptomanalyse infizierter MC116-Zellen

Die RNA rKSHV-infizierter und nicht-infizierter MC116-Zellen wurde entsprechend
4.1.2 isoliert. AnschlieRend erfolgte die Library-Praparation und die Sequenzierung
via lllumina HiSeq 2500 (siehe 4.4.2).

Zunachst wurde das Expressionsprofil des KSHV Uberpruft um sicherzustellen, dass
es sich tatsachlich um eine latente Infektion der Zellen handelt. Mit Hilfe des
Programms STAR (Dobin et al. 2013) wurden die Reads mit dem viralen

Referenzgenom aligniert.
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Abbildung 5-17: Virale Transkriptionsprofile aus infizierten MC116-Zellen.
Im oberen Abschnitt wird das Transkriptionsprofil als normalisierter Mittelwert der MC116-Replikate (n = 3) gezeigt. Zum

Vergleich wird im unteren Paneel das Profil von teilweise lytischen BCBL1-Zellen gezeigt (rot umrandet). Auf der Y-Achse ist
die Anzahl auf die Promotorbereiche normalisierter Reads aufgetragen. Um die Profile der BCBL1- mit denen der MC116-
Zellen vergleichen zu kénnen wurden die BCBL1-Werte zusatzlich auf die Anzahl der Reads im Bereich der Latenzkassette
der HDF-Zellen normalisiert. Die Latenzkassette ist durch einen schwarzen Rahmen hervorgehoben, die Resistenz-GFP-
Kassette durch einen griinen. Die Karte unterhalb der Profile bezieht sich auf das wt-KSHV.

Das Transkriptionsprofil in Abbildung 5-17 zeigt, dass das Virus in MC116-Zellen
latent vorliegt. Wie erwartet konnte die Transkription der Latenzkassette detektiert
werden, wohingegen der Grol¥teil des viralen Genoms transkriptionell inaktiv vorliegt.
Im Vergleich zum Transkriptionsprofil des wildtyp-Virus in HDF-Zellen (Abbildung
5-2) fallt ein Bereich aul3erhalb der Latenzkassette mit gesteigerter Transkription ins
Auge (grin hervorgehoben). Bei diesem handelt es sich um die bereits erwahnte
Genkassette, welche GFP und eine Puromycin-Resistenz unter Kontrolle eines

konstitutiven Promotors enthalt.
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Der Unterschied zur lytischen Transkription wird deutlich beim Vergleich mit dem
Profil des KSHV in BCBL1-Zellen (unteres Paneel). Auf Grund von spontaner
Reaktivierung befindet sich das Virus in 1-2% der Zellen in der lytischen Phase.
Bereits dieser geringe Anteil sorgt auf Grund der aullerst starken Expression
lytischer viraler Gene im Zuge der viralen Proliferation flir die hohen
Transkriptionswerte. Diese gehen zumeist deutlich Uber die aus Grunden der
Vergleichbarkeit gewahlte Skala hinaus. Um die Profile der BCBL1- und der MC116-
Zellen vergleichen zu kénnen wurden die BCBL1-Werte so normalisiert, dass die
Summe der Reads in der Latenzkassette der BCBL1 der Summe der Reads in der
Latenzkassette der MC116 entspricht. Entsprechend zeigt die Abbildung, dass relativ
zur Transkription der Latenzproteine eine starke Transkription lytischer Gene
stattfindet.

Fir die Analyse der =zellularen Transkription wurden die Reads mit dem
Referenzgenom hg19 aligniert. Auch fur die MC116-Zellen erfolgte die Detektion der
differentieller Transkription mit dem Programm DESeq (Anders & Huber 2010).
Abbildung 5-18 gibt einen Uberblick liber die Ergebnisse dieser Analyse.
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Abbildung 5-18: Volcano-Diagramm der Transkriptionsanalyse infizierter versus nicht-infizierter MC116-Zellen.
Jeder Punkt im Diagramm reprasentiert ein Gen; die Position des Punktes reprasentiert dessen veranderte Expression in

rKSHV-infizierten Zellen sowie den Signifikanzwert. Es handelt sich jeweils um den Mittelwert aus n =3 Messungen. Auf der
X-Achse ist der log2FC dargestellt, wobei der Wert 0 Zentral auf der Achse liegt. Von dort ausgehend sind die in den
infizierten Zellen geringer transkribierten Gene nach links (negative Werte) und die hoher transkribierten Gene nach rechts
(positive Werte) aufgetragen. Auf der Y-Achse ist der negative dekadische Logarithmus des p-value (-logl0 p-value)
aufgetragen. Je hoher die Veranderung und die Signifikanz, desto starker streben die Punkte den oberen beiden Ecken des
Diagramms entgegen, je nach Art der Veranderung. In dieser Arbeit wurden Grenzwerte von log2FC = 0,5/-0,5 und —log10
p-value = 1,3 verwendet (entspricht einem p-value von 0,05). Alle Gene die diese Kriterien erfiillten sind in der Abbildung
rot, die UGbrigen Gene grau eingefarbt.

Insgesamt wurden 102 Gene mit einer signifikant veranderten Transkription
identifiziert. Diese wurden mit dem Programm WebGestalt 2017 auf funktionelle

Cluster untersucht.
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Tabelle 5-4: Ergebnisse der Gen-Ontologie-Analyse der Gene, die zu allen Zeitpunkten in den rKSHV-infizierten MC116-
Zellen eine erhohte Expression aufwiesen.
Fiir die Analyse wurde das Programm WebGestalt verwendet. In der Tabelle sind die Top 10 Cluster der Analyse angegeben.

AW = Anreicherungswert.

Name Anzahl Gene AW Pval

Immunantwort 19 2,63 7,10e-5
Positive Regulation der Zell-Adhasion 9 4,87 9,34e-5
Negative Regulation der Vesikelfusion 2 80,29 2,43e-4
Leukozyten-Differenzierung 9 3,97 4,26e-4
Zell-Adhasion 19 2,29 4,37e-4
Biologische Adhasion 19 2,28 4,57e-4
Positive Regulation d. T-Zell-Aktivierung 6 6,02 4,85e-4
Zgﬁlé’;l;/izfegulatlon der Leukozyten Zell-Zell 6 576 6.12e-4
Reaktion auf Peptidoglycan 2 50,18 6,73e-4
B-Zell Aktivierung 6 5,50 7,81e-4

Im Zuge der Gen-Ontologie-Analyse wurden Cluster identifiziert, die im
Zusammenhang mit der Zell-Adhasion sowie der Aktivierung und Differenzierung von
Immunzellen stehen (Positive Regulation der T-Zell-Aktivierung, AW = 6,02; B-Zell-
Aktivierung, AW = 5,5; Differenzierung von Leukozyten, AW = 3,97). Dabei fanden
sich auch in den Adhasions-Clustern zahlreiche Gene mit immunrelevanten
Funktionen bzw. Gene, die auch in den Differenzierungs- und Aktivierungs-Clustern

auftauchten.

Vor dem Hintergrund der Fragestellung dieser Arbeit wurde ein Fokus auf die Cluster
der Aktivierung und Differenzierung von Immunzellen gelegt. Diese weisen einige
Uberschneidungen auf und umfassen insgesamt 12 Gene (siehe Tabelle 5-5). Viele
dieser Gene haben tumorrelevante Funktionen, wie z.B. Regulation der
Differenzierung oder Inhibition der Apoptose (IL7R). Daher ist es nicht verwunderlich,
dass Defekte oder eine aberrante Expression einiger dieser Gene mit bestimmten
Tumoren assoziiert sind. Hervorzuheben ist das Gen NME1, welches vermutlich als
Tumorsuppressor fungiert (Hartsough & Steeg 2000). Da NME1 eine reduzierte
Transkription aufweist, stellt es einen interessanten Ansatzpunkt dar. Wie schon fur
die HDF-Zellen konnte des Weiteren ein Cluster mit Genen der Immunantwort
detektiert werden (Immunantwort AW = 2,63). Abgesehen vom Chemokin CXCL10

befinden sich jedoch keine mit den HDF-Zellen gemeinsamen Gene in diesem
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Cluster. Insgesamt sind die Anreicherungswerte deutlich geringer fur die MC116-
Zellen als fur die HDF-Zellen.

Tabelle 5-5: Gene der Cluster der T- und B-Zell-Aktivierung sowie Differenzierung von Leukozyten.
Es sind die Gene der Cluster B- und T-Zellaktivierung sowie Differenzierung von Leukozyten aufgehflihrt. Diese zeigten in

der funktionalen Analyse der differentiell exprimierten Gene mittels WebGestalt die hochsten Anreicherungswerte.
Loog2FC und p-value der Transkriptionsdanderung der Gene sind in den Tabellen im Anhang angegeben.

Symbol Name Symbol Name
CORO1A coronin 1A LYLA lymphoblastic Leukemia
associated Hematopoiesis
Regulator 1
IL7R interleukin 7 receptor TPD52 tumor protein D52
LCK lymphocyte-specific  protein | IL27RA interleukin 27 receptor, alpha
tyrosine kinase
NOD2 nucleotide-binding NME1 nucleoside diphosphate
oligomerization domain- kinase A
containing protein 2
ZAP70 zeta-chain-associated TRPM2 Transient receptor potential
protein kinase 70 cation channel, subfamily M,
member 2
CD3E CD3e molecule CBFA2T3 core-binding factor alpha
subunit 2

5.2.4 Analyse der Histonmodifikationen infizierter MC116-Zellen

Die Isolation des Chromatins erfolgte nach Abschluss der Antibiotikaselektion 14
Tage nach Infektion mit rKSHYV parallel zur Isolation der RNA. Die ChlIP wurde wie fur
die HDF-Zellen mit Antikdrpern gegen die H3K4me3- und die H3K27me3-
Modifikation durchgeflhrt (siehe 4.1.1). Analog zum Vorgehen bei den HDF-Zellen
wurden die Proben per qPCR Uberprift und anschlieRend sequenziert.

Die Analyse der Profile der Histonmodifikationen erfolgte, wie auch fur die HDF-
Zellen, um eine zur Transkription passende, latente Besetzung zu Uberprufen. Da es
sich bei den MC116 Zellen ebenfalls um B-Zellen handelt, sollte deren Profil
Uberwiegend dem der BCBL1-Zellen entsprechen. Jedoch wurde fur die Versuche
mit den MC116-Zellen rKSHV verwendet. Mit der Uberpriifung der Profile sollte daher
ebenfalls ausgeschlossen werden, dass das rKSHV bezuglich der

Histonmodifikationen ein vom wildtyp-Virus abweichendes Verhalten aufweist.
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Abbildung 5-19: Profile der Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K27me3 auf dem rKSHV-Genom in MC116-Zellen.
MC116-Zellen wurden de novo mit rKSHV infiziert und 14 Tage mit Puromycin behandelt. Anschliefend wurde das

Chromatin isoliert und auf die Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K27me3 untersucht. Es sind jeweils die
normalisierten Mittelwerte (n = 3) der Besetzung des rKSHV-Genoms mit den Histonmodifikationen in MC116-Zellen, sowie
in BCBL1-Zellen zum Vergleich dargestellt. Fiir beide MC116-Profile ist der Pearson-Korrelationskoeffizient (p) relativ zum
BCBL1-Profil angegeben. Die Karte unterhalb der Profile bezieht sich auf das wt-KSHV. A: Profile der H3K4me3-Modifikation.
Das obere Diagramm zeigt BCBL1-Zellen als Referenz, das untere die MC116-Zellen. B: Profile der H3K27me3-Modifikation.
Anordnung s.o. Im schwarzen Rechteck wird die Latenzkassette hervorgehoben.

Die Profile der Histonmodifikationen auf dem rKSHV-Genom entsprachen zu grof3en
Teilen denen vom wildtyp-KSHV-Genom in BCBL1-Zellen. In der Hervorhebung ist
deutlich zu erkennen, dass die Latenzkassette die typische Besetzung mit H4K4me3
aufweist und nur geringe Mengen H3K27me3. Ansonsten zeigt die H3K4me3-
Modifikation Anreicherungen in einigen diskreten Bereichen, welche nahezu
identisch mit denen der BCBL1 sind. Die repressive H3K27me3-Modifikation
hingegen ist Uber weite Bereiche des Genoms verteilt. Der Pearson-
Korrelationskoeffizient liegt fur die H3K4me3-Modifikation bei p = 0,47 und ist somit
etwas geringer als bei den HDF-Zellen. Fir die H3K27me3-Modifikation ist der Wert
mit p = 0,74 geringfluigig hdher als in den HDF-Zellen (p = 0,64 - 0,70). Da es sich
zum einen um unterschiedliche Zellen und zum anderen um einen Vergleich von
rKSHV und wildtyp KSHV handelt ist mit einem gewissen Ausmald an Abweichungen
zu rechnen. Insgesamt bestatigt der Korrelationskoeffizient auch hier, dass die Profile
der Histonmodifikationen von MC116 und BCBL1 Zellen korrelieren. Somit scheint
sich das rKSHV auch bezuglich der Histonmodifikationen wie das wildtyp-Virus zu

verhalten. Somit liegt hinsichtlich der Histonmodifikationen kein untypisches
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Verhalten des rKSHV in MC116-Zellen vor, welches die folgende Analyse auf dem

humanen Genom verfalschen konnte.

Im nachsten Schritt wurde die generelle Verteilung der Histonmodifikationen auf dem
humanen Genom ermittelt. Wie schon bei den HDF-Zellen wurden zunachst mit Hilfe
des Programmes diffReps die angereicherten Bereiche und anschlieRend die

Verteilung mit dem Programm ChipSeeker ermittelt (siehe 5.1.3).

Normalverteilung

Promoter (<=1kb) (1.08%)
Promoter (1-2kb) (0.7%)
Promoter (2-3kb) (0.6%)
5' UTR (0.4%)

3' UTR (1.41%)

1st Exon (0.21%)

Other Exon (1.69%)

1st Intron (5.23%)

Other Intron (36.37%)
Downstream (<=3kb) (2.29%)
Distal Intergenic (50.03%)

E0EDDNEEOEO

H3K4me3 H3K27me3

KSHV

Mock

Abbildung 5-20: Distributionsanalyse angereicherter Bereiche der ChIP-Datensdtze aus MC116-Zellen mittels ChiPseeker.
Mit Hilfe des Programms diffReps wurden gegenliber dem Input angereicherte Bereiche identifiziert und mit ChiPseeker

hinsichtlich ihrer Verteilung analysiert. Das oberste Diagramm basiert auf der Verteilung der verschiedenen genomischen
Bereiche und gibt somit die zu erwartende Distribution bei einer zufélligen Verteilung der Reads an. Links sind die
Verteilungen der H3K4me3-Modifikation gezeigt, rechts die der H3K27me3-Modifikation. Fiir jedes Diagramm ist die
Gesamtzahl der mittels diffReps detektierten angereicherten Bereiche angegeben.
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Die Verteilung der Histonmodifikationen in den MC116-Zellen ist nahezu identisch zu
der in den HDF-Zellen. Wahrend die H3K4me3-Modifikation nahezu ausschlieBlich in
Promotorbereichen angereichert ist, weist die H3K27me3-Modifikation eine deutlich
gleichmaligere Verteilung Uber das Genom auf, wobei auch hier die
Promotorbereiche Uberreprasentiert sind. Auch fur die MC116-Zellen ist kein
Unterschied fur die generelle Verteilung der Modifikationen zwischen infizierten und

nicht infizierten Zellen feststellbar.

Fur die Analyse von Differenzen der Histonmodifikationen zwischen infizierten und
nicht-infizierten Proben wurde das Programm diffReps verwendet. Es wurden die
gleichen Parameter und Grenzwerte wie fur die Analyse der HDF-Zellen verwendet
(siehe 5.1.3). Die vollstandigen diffReps-Ergebnisse fur genassoziierte Bereiche mit
signifikanten Anderungen der H3K4me3- und H3K27me3-Modifikation befinden sich
im Anhang in Tabelle 10-9 und Tabelle 10-10.
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Abbildung 5-21: Ergebnisse der diffReps-Analyse der MC116-Zellen.
Fur die Analyse mit diffReps wurden jeweils n = 3 Replikate rKSHV infizierter und nicht-infizierter MC116 verwendet. Jeder

Punkt in den Diagrammen reprasentiert ein genassoziiertes Fenster mit einer signifikant veranderten Besetzung der
jeweiligen Histonmodifikation. Auf der X-Achse ist der log2FC aufgetragen, auf der Y-Achse der —logl0 p-value. A: Analyse
der H3K4me3-Modifikation. B: Analyse der H3K27me3-Modifikation. In jedem Quadranten ist die Summe der signifikant
verdanderten Fenster angegeben.

Fiur die H3K4me3-Modifikation ergaben sich nur wenige genassoziierte Bereiche die

eine Veranderung aufwiesen. Insgesamt zeigten 17 genassoziierte Fenster eine
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hohere und 33 eine niedrigere Besetzung. Die H3K27me3-Modifikation zeigte
deutlich mehr differentielle Fenster. Von diesen wiesen 107 eine héhere und 38 eine
geringere Besetzung auf. Die Anzahl differentieller genassoziierter Bereiche lag
somit in einer ahnlichen GroRenordnung wie fur die HDF-Zellen. Die mit den
Fenstern assoziierten Gene wurden mit Hilfe des Programms WebGestalt auf
funktionale Zusammenhange untersucht. Fur die Gene mit differentiellen H3K4me3-
Leveln enthielt nur ein Cluster (zellulare Proteinlokalisation, AW = 2,88) mehr als
zwei Gene der Liste (Tabelle 10-9). Die Gen-Ontologie-Analyse der differentiellen
H3K27me3-Bereiche ergab zwei Cluster: lonen-Transmembran-Transport (AW =
2,96) und Signaltransmission der Synapsen (AW = 3,59). Keines dieser Cluster weist
eine offensichtliche Verbindung zur Tumorgenese auf. Jedoch befinden sich unter
den Genen mit differentiellen H3K27me3-Leveln einige wenige, die in tumorrelevante
Signalwege involviert sind. Dabei handelt es sich um die zwei
Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR und IGF1R sowie den Wachstumsfaktor FGF12.
Untereinander weisen diese jedoch inkonsistente Anderungen auf: EGFR und IGF1R
zeigen eine erhohte, FGF12 jedoch eine verringerte Besetzung mit H3K27me3.

Hinsichtlich der Transkription weisen die Gene nahezu keine Anderungen auf.

Tabelle 5-6: Tumorrelevante Gene mit differentiellen H3K27me3-Leveln in rKSHV-infizierten MC116-Zellen.

In Folge der Analyse mit diffReps wurden 145 Gene mit veranderten H3K27me3-Leveln detektiert. In der funktionalen
Analyse mit Hilfe des Programms WebGestalt wurden unter diesen drei tumorrelevante Wachstumsfaktoren bzw.
Wachstumsfaktorrezeptoren ermittelt.

Log2FC Log2FC
Symbol — Name H3K27me3  RNA
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 1,63 0,00
FGF12 Fibroblast Growth Factor 12 -1,14 - 0,05
IGF1R Insulin-Like Growth Factor 1 Receptor 1,41 - 0,17

Des Weiteren wurden die H3K4me3- und H3K27me3-Level der Promotorbereiche
1000 bp strangauf- und strangabwarts des TSS der differentiell transkribierten Gene
ausgewertet und KSHV-infizierte mit nicht-infizierten Proben verglichen. Die Anzahl
der Reads in den definierten Bereichen wurde auf die Gesamtzahl der Reads in den
Promotorbereichen aller Gene normalisiert um technisch bedingte Differenzen
zwischen den Proben auszugleichen. In Abbildung 5-22 sind exemplarisch die sechs
Gene mit der am starksten erhdhten und der am starksten verringerten Transkription

dargestellt.
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Abbildung 5-22: Histonmethylierungen in den Promotorregionen der am deutlichsten differentiell transkribierten Gene
in rKSHV-infizierten MC116 im Vergleich zu mock-infizierten Zellen.
Dargestellt ist die normalisierte Anzahl der Reads in einem Fenster 1000 bp strangauf- und strangabwarts des TSS der sechs
Gene mit der am stadrksten erhéhten und der am starksten verringerten Transkription. Im linken Bereich ist die H3K4me3-
Modifikation, im rechten die H3K27me3-Modifikation dargestellt. Im oberen Abschnitt der Abbildung befinden sich die
héher transkribierten Gene (griiner Pfeil), im unteren die geringer transkribierten (roter Pfeil). Signifikante Anderungen sind
mit einem Stern gekennzeichnet (p < 0,05).
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Die differentiell regulierten Gene weisen zumeist keine signifikanten Anderungen der
untersuchten Histonmodifikationen auf. Lediglich 12 von 102 differentiell
transkribierten Genen zeigen signifikant veranderte Level der H3K4me3-Modifikation
und 10 von 102 der H3K27me3-Modifikation. Viele von diesen befinden sich
bezlglich der Gesamtzahl der Reads in der Promotorregion im oder nahe des
Hintergrundes. So betragt die durchschnittliche Anzahl normalisierter Reads fur die
12 Gene mit signifikanter Anderung der H3K4me3-Modifikation nur 24 (KSHV) bzw.
33 (Mock). Auch fir die H3K27me3-Modifikation befindet sich die Anzahl der Reads
bei 7 der 10 Gene mit differentiellen Modifikations-Leveln im Bereich des

Hintergrundes.

Die ausgesuchten differentiell transkribierten Gene reprasentieren das Gesamtbild.
Auch hier sind kaum signifikante Anderungen der Histonmodifikationen vorhanden,
trotz der relativ stark veranderten Transkription. Lediglich far die geringer
transkribierten LHFPL2 und TNFRSF1b lieBen sich signifikante Reduktionen der
H3K4me3-Level in den infizierten Zellen nachweisen. In beiden waren auch die
H3K27me3-Level erhdht, wenn auch nicht signifikant. Bei TNFRSF1b handelt es sich
um einen Membranrezeptor der in den Tumornekrosefaktor-a Signalweg involviert
ist. Die Funktion des LHPFL2 ist nicht naher bekannt.

5.2.5 Korrelation der RNA-seq und ChlP-seq Daten der MC116-Zellen

Analog zur Analyse der Korrelation von Transkription und Histonmodifikationen in
HDF-Zellen wurde diese fur die MC116-Zellen durchgefihrt. Gene, die nach
Auswertung mit DESeq eine differentielle Transkription aufwiesen, wurden mit den
Ergebnissen der diffReps Analyse fur differentielle Histonmodifikationen verglichen.
Gene mit erhdhter Transkription sollten entsprechend hohere Level der H3K4me3-
Modifikation tragen bzw. geringere Level der H3K27me3-Modifikation und
umgekehrt.
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Abbildung 5-23: Korrelation differentieller Transkription und differentieller Histonmodifikationen.

Differentiell transkribierte Gene wurden mit DESeq, Bereiche mit differentiellen Histonmodifikationen mit diffReps
ermittelt. A: Korrelation differentieller Transkription mit der H3K4me3-Modifikation. B: Korrelation differentieller
Transkription mit der H3K27me3-Modifikation. Ein Gen wurde als korrelierend verdndert angesehen, wenn es bei
gesteigerter Transkription hohere H3K4me3-Besetzungen bzw. geringere H3K27me3-Besetzungen aufwies und umgekehrt.

Wie schon fir die HDF-Zellen ist die Korrelation differentieller Transkription und
differentieller Histonmodifikationen sehr schwach, wobei diese flur die H3K4me3-
Modifikation deutlicher ausgepragt ist als fur die H3K27me3-Modifikation. Die
korrelierenden Gene aus Abbildung 5-23 sind in Tabelle 5-7 und Tabelle 5-8

dargestellt.

Tabelle 5-7: Gene mit korrelierender Verdanderung von H3K4me3-Modifikation und Transkription.
Die differentielle Besetzung mit H3K4me3 wurde mit dem Programm diffReps ermittelt, die differentielle Transkription mit

dem Programm DESeq.

Log2FC Log2FC

Symbol — Name H3K4me3  RNA
DLG2 Discs Large MAGUK Scaffold Protein 2 0,58 0,83

ITGA3 Integrin Alpha 3 -0,79 -0,67
LHFPL2 Lipoma HMGIC Fusion Partner-Like 2 -0,87 -0,88
PLEKHA2  Pleckstrin Homology Domain Containing A2 -0,53 -0,52
ST3GAL1 ST3 Beta-Galactoside Alpha-2,3- -0,49 -0,63

Sialyltransferase 1
SYNGR1 Synaptogyrin 1 -0,95 -0,58
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Tabelle 5-8: Gene mit korrelierender Veranderung von H3K27me3-Modifikation und Transkription.
Die differentielle Besetzung mit H3K27me3 wurde mit dem Programm diffReps ermittelt, die differentielle Transkription mit

dem Programm DESeq.

Log2FC Log2FC
Symbol — Name H3K27me3  RNA
BENDG6 BEN Domain Containing 6 -1,33 0,69
DLG2 Discs Large MAGUK Scaffold Protein 2 -1,36 0,83
DOK1 Docking Protein 1 1,57 -0,51

Die Gene mit zur Transkription korrelierender Anderung der H3K4me3-Besetzung
weisen jeweils nur geringe log2FC-Werte auf. Fur die H3K27me3-Modifikation sind
diese wesentlich deutlicher, doch auch hier sind die Transkriptionsunterschiede
gering. Eine Analyse der Gen-Ontologie aller korrelierender Gene ergab keine
angereicherten Cluster mit mehr als 2 Genen. Auch die Untersuchung der
assoziierten Funktionen der Gene zeigte kaum Gemeinsamkeiten. Interessant ist,
dass das Gen DLG2 sowohl fur die H3K4me3- als auch die H3K27me3-Modifikation
signifikant differentielle Werte aufweist. Es handelt sich um eine Membran-assoziierte
Guanylat Kinase, die vermutlich mit anderen Proteinen einen multimeren Komplex an
postsynaptischen Lokationen bildet und das Clustering von Rezeptoren und
Signalproteinen bewirkt. Eine Assoziation mit Tumoren oder tumorrelevanten
Funktionen ist nicht bekannt. Das in 5.2.4 identifizierte TNFRSF1b wurde in dieser
Analyse nicht detektiert, da die Anderung der H3K4me3-Modifikation von diffReps

nicht detektiert wurde.

Nachdem fur die differentiellen Gene kaum eine Korrelation zwischen der
Transkription und den Leveln der Histonmodifikationen ermittelt werden konnte,
wurde die generelle Korrelation der beiden Parameter in allen Promotorbereichen
(1000 bp strangauf- und strangabwarts) untersucht. Die Vorgehensweise fir diese

Analyse ist analog zu der in HDF-Zellen (siehe 5.1.4 und Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-24: Korrelation von Histonmodifikationen und Transkription aller Gene in MC116-Zellen.

Die oberen beiden Diagramme zeigen die H3K4me3-Level in den KSHV- und Mock-Proben, die unteren beiden die
H3K27me3-Level. Auf der X-Achse sind die Gene von hochster zu niedrigster Transkription sortiert, die gestrichelte Linie
zeigt die Grenze zu den nicht transkribierten Genen an. Auf der Y-Achse ist die mittlere Besetzung der entsprechenden
Histonmodifikation Uber drei Replikate aufgetragen. Differentiell transkribierte Gene sind gesondert markiert, in griin Gene
mit in rKSHV-infizierten Zellen gesteigerten Histonmodifikations-Leveln, in rot mit gesenkten.
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Auch  bezuglich der generellen Korrelation von  Transkription  und
Histonmodifikationsleveln verhalten sich die MC116- ahnlich wie die HDF-Zellen.
Gene mit hohen Transkriptionswerten zeigen zumeist auch hohe H3K4me3- und
niedrige H3K27me3-Werte und umgekehrt. Dies flhrt in den linken Bereichen der
Diagramme zu einer Akkumulation der Punkte im oberen Bereich fur die H3K4me3
und nahe der X-Achse fur die H3K27me3. Umgekehrt zeigen sich im rechten Bereich
der Diagramme vermehrt hohe Werte fur die H3K27me3 wahrend sich fur die
H3K4me3 die Punkte der X-Achse annahern. Erneut zeigen trotz dieses generellen
Trends eine Vielzahl von Genen antikorrelierende Besetzungen der Modifikationen.
FUr beide Modifikationen stellt sich auch in dieser Untersuchung rasch ein Plateau
ein, sodass eine Steigerung oder Abnahme der Transkription keine weitere Anderung
der Histonmodifikation nach sich zieht. Zwischen den Uberwiegend negativen und
dem Plateau der Uberwiegend positiven Gene gibt es im mittleren Abschnitt des
Diagramms einen dynamischen Bereich der erneut den Grofteil der differentiell

transkribierten Gene enthalt.

Wie schon in den HDF-Zellen zeigten Gene mit einer veranderten Transkription nur
selten auch Anderungen in der Besetzung der Histonmodifikationen und umgekehrt.
Jedoch konnte die generelle Korrelation von Transkription und der Level der
H3K4me3- und H3K27me3-Modifikation in den Promotorbereichen gezeigt werden.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen in den HDF-Zellen konnten hier jedoch zwei Gene
(TNFRSF1b und LHFPL2) ermittelt werden, die neben einer veranderten
Transkription auch eine korrelierende Veranderung der Histonmodifikationen
aufwiesen. Entsprechend stellen die beiden Gene vielversprechende Ansatzpunkte

fur weitere Analysen dar.

5.2.6 Analyse des TNFRSF1b in MC116-Zellen

Nach Auswertung der RNA-seq und ChiP-seq Daten der MC116-Zellen konnten zwei
Gene (TNFRSF1b und LHFPL2) identifiziert werden, welche eine deutlich verringerte
Transkription aufwiesen und eine signifikante Verringerung der H3K4me3-
Modifikation. Zusatzlich zeigte auch die H3K27me3-Modifikation erhdhte Werte. Da
jedoch die Funktion des LHFPL2 im Gegensatz zum TNFRSF1b nicht bekannt ist,

wurden weitere Analysen auf letzteren fokussiert. Bei TNFRSF1b handelt es sich um
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einen Rezeptor des Zytokins TNF-a. Dieser ist in die Regulation von Apoptose und

Inflammation involviert, vor allem Uber die Stimulation von NF-kB.

Zur Bestatigung der differentiellen Transkription wurden die rKSHV-infizierten sowie
nicht-infizierte MC116-Zellen aufgetaut, expandiert und nach vier Tagen die RNA

isoliert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert.

TNFRSF1b
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Abbildung 5-25: Bestdtigung der verringerten Transkription des TNFRSF1b in rKSHV-infizierten MC116-Zellen mittels
qPCR.

Gesamtzell-RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mit TNFRSF1b sowie GAPDH spezifischen Primern mittels qPCR
analysiert. Die TNFRSF1b-Werte wurden auf die GAPDH-Transkription normalisiert.

Die Ergebnisse in Abbildung 5-25 bestatigen die verringerte Expression des
TNFRSF1b. Im Vergleich zu den RNA-seqg-Daten ist die Differenz zwischen
infizierten und nicht-infizierten Zellen in dieser Analyse deutlich groRer. Des Weiteren
scheint die Hohe der Transkription in den KSHV-infizierten Zellen zwischen den

Proben zu schwanken.

Nachdem die differentielle Transkription des TNFRSF1b bestatigt werden konnte,
wurde eine mogliche Auswirkung auf den TNF-a-Signalweg untersucht. Hierzu
solliten die Mengen an phosphoryliertem NF-kB (P-NF-kB) und phosphoryliertem
IkBa (P-IkBa) Uberpruft werden. Beide zeigen eine Aktivierung des NF-kB an. Das
IkBa, welches im unstimulierten Zustand NF-kB bindet und inhibiert, wird in Folge
eines aktivierenden Signals phosphoryliert. Dies fuhrt zur Ubiquitinylierung und
Dissoziation vom NF-kB, sowie schlussendlich zur proteasomalen Degradation. Das

freigesetzte NF-kB wird ebenfalls phosphoryliert und transloziert in den Nukleus. Fur
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das Experiment wurden MC116 Zellen mit unterschiedlichen Mengen TNF-a fir 15
min, 30 min und 2h behandelt und die Mengen an P-NF-kB und P-IkBa mittels

spezifischer Antikdrper per Western Blot Uberpruft.

rKSHV - M1 #2 #3| - #1 #2 #3 | - #1 #2 #3| - #1 #2 #3
TNF-a[ng/mL] - - - - (50 50 50 50 | - - - - |50 50 50 50
72kDa——
P-NF-kB
72kDa—— NE-xB
P-1kB
40 kDa——
Act
40 kDa——
15 min 30 min
rKSHV - HLOH2 H3| - #H1 H2 #3| - #1 #2 #3
TNF-a[ng/mL]| - - - - |10 10 10 10|50 50 50 50
72kDa——
P-NF-kB
72 kDa—— NE-kB
P-IkB
40 kDa——
Act
40 kDa——

2h

Abbildung 5-26: Western-Blot-Analyse der P-NF-kB- und P-IkBa-Level in infizierten und nicht-infizierten MC116-Zellen mit
und ohne Stimulation durch TNF-a.

Infizierte und nicht-infizierte MC116-Zellen wurden fiir 15 min, 30 min und 2h mit TNF-a stimuliert, geerntet und lysiert.
Mittels spezifischer Antikdrper wurden die Level des P-NF-kB und P-lIkBa analysiert, als Kontrollen dienten Actin sowie
unphosphoryliertes NF-kB. Flr die frilhen Zeitpunkte wurden 50 ng/mL TNF-a verwendet, fiir den spaten Zeitpunkt
zusétzlich eine Konzentration von 10 ng/mL. Es wurden alle drei de novo infizierten MC116 Kulturen getrennt untersucht
und entsprechend den Replikaten in den Sequenzierungsanalysen mit #1, #2 und #3 bezeichnet.
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P-NFkB
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Abbildung 5-27: Relative Quantifizierung des TNFRSF1b Western-Blot.
Es ist die Intensitdt der Banden des P-NF-kB relativ zu der Intensitdt der Banden des NF-kB dargestellt. Fur die KSHV-

infizierten Replikate wurde jeweils der Mittelwert der Intensitdten gebildet. Die Intensitdt der Banden wurde mit dem
Programm Image) bestimmt.

Zum frihen Zeitpunkt 15 min nach Stimulation lasst sich ein schwacher Anstieg der
Menge an P-NF-kB in den TNF-a behandelten Zellen feststellen, jedoch kaum
Anstieg an P-IkBa. Zum Zeitpunkt 15 min nach Stimulation sind die Actin-Signale in
den stimulierten Zellen schwacher, was auf eine geringflgig geringere Menge an
aufgetragenem Protein hindeutet, sodass hier vermutlich ein geringer Anstieg an P-
IkBa vorliegt. Zum spéaten Zeitpunkt 2 h nach Stimulation zeigt sich keine Anderung
der P-NF-kB- oder P-IkBa-Level in den TNF-a behandelten Zellen. Das TNF-a zeigt
somit zum frihen Zeitpunkt (15 min) den erwarteten Effekt, welcher jedoch in
Anbetracht der verwendeten Konzentration auflerst schwach ausfallt. Es konnte
jedoch zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied in den P-NF-kB- oder P-IkBa-Leveln
zwischen den infizierten und nicht-infizierten Zellen festgestellt werden. Auf Grund
der geringeren Transkription des TNFRSF1b ware zu erwarten gewesen, dass in den
infizierten Zellen geringere Mengen P-NF-kB und P-IkBa vorliegen, da die
Ausbildung dieser Phosphorylierung unter anderem Uber den TNFRSF1b vermittelt
wird. Die Mengen an unphosphorylietem NF-kB waren unabhdngig von den
Konditionen konstant, lediglich 30 min nach Stimulation scheinen diese in den

stimulierten Zellen etwas niedriger.
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Da die verminderte Transkription des TNFRSF1b anscheinend nur einen geringen
Einfluss auf die Aktivierung des NF-kB hat, sollte im Folgenden untersucht werden, in
wie weit die Zellen bezlglich der Apoptose ein unterschiedliches Verhalten
aufweisen. Zwar wird das apoptotische Signal, welches durch TNF-a ausgelost wird,
vor allem Uber den TNFR1 vermittelt, jedoch gibt es diverse Beeinflussungen und
Uberschneidungen zwischen den beiden Signalwegen, sodass eine Reduktion des
TNFRSF1b einen Einfluss auf die Apoptose bzw. den Eintritt in diese haben kdnnte.
Fur die Untersuchung wurde das "Annexin A5 Apoptosis Detection Kit" (BioLegend)
verwendet (siehe 4.3.6). Fir den Versuch wurden infizierte und nicht-infizierte
MC116-Zellen fur 24 h mit unterschiedlichen Mengen TNF-a (3 - 30 ng/mL) stimuliert,
entsprechend den Anweisungen des Kits behandelt und mit Hilfe eines
Durchflusszytometers analysiert. In Abbildung 5-28 wird die Auswahl der Fenster
(gating) fur die Analyse am Durchflusszytometer erlautert, die Ergebnisse des
Experiments sind in Abbildung 5-29 dargestellt. Farbstoffe und Parameter wurden so
gewahlt, dass es zu moglichst geringen Interferenzen mit den Fluoreszenzproteinen
(GFP, RFP) des rKSHYV in den infizierten Zellen kam.
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Abbildung 5-28: Erlauterung zur Auswertung und Fensterwahl bei der Analyse des Annexin V-Assays mittels
Durchflusszytometer.

In der Abbildung sind exemplarisch Dot-Plots und Fenster dargestellt, die fiir die Analyse verwendet wurden. A: Im linken
Diagramm erfolgt zunachst die Selektion der intakten Zellen sowie von Zellfragmenten durch das Fenster P1. Kleine
Fragmente und Artefakte werden mit Hilfe dieses Fensters ausgespart. Das Fenster P5 zeigt die lebenden Zellen an. Im
mittleren Diagramm erfolgt die Unterscheidung der beiden Fluoreszenzfarbstoffe Pacific Blue (apoptotische Zellen) und
Propidiumiodid (nekrotische Zellen). Das Fenster P3 (blau) beschreibt die PB-positiven, apoptotischen Zellen, das Fenster P2
(griin) die PB- und Pl-positiven, nekrotischen Zellen. Das Fenster P4 dient der Kontrolle. In diesem sollten ausschlieRlich PI-
positive Zellen angezeigt werden, welche bei gleichzeitiger Verwendung von Annexin-PB nicht vorhanden sein sollten. Das
rechte Diagramm dient der Uberpriifung der GFP-Expression in den rKSHV-infizierten Zellen. B: Dargestellt sind die vier
Kontroll-Ansatze, die zur Bestimmung der unterschiedlichen Populationen und Anpassung der Fenster verwendet wurden.
Gezeigt sind nur die Kontrollen der rKSHV-infizierten Zellen. Die beiden oberen Diagramme zeigen die Positivkontrollen. Die
Zellen wurden mit Staurosporin behandelt, um Apoptose und Nekrose auszulésen, und anschlieBend mit jeweils einem von
beiden Farbstoffen behandelt. An Hand der ungefarbten Proben (unten) ist erkennbar, dass die Fluoreszenzproteine des
rKSHV die Messung der Fluoreszenzfarbstoffe des Kits nicht verfalschen. Auch eine erhéhte RFP-Expression in Folge der
Induktion des Virus beeinflusst die Messung nicht (siehe rechts unten).
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Abbildung 5-29: Auswertung des Annexin-Apoptose-Assays.

In schwarz sind die apoptotischen (PB-positiv) und in weil® die nekrotischen (PB- und PI-positiv) Zellen als Prozentzahl der
Ereignisse im Fenster P1 dargestellt. A: Verdiinnungsreihe mit unterschiedlichen Konzentrationen TNF-a bei nicht-
infizierten MC116-Zellen. B: Vergleich infizierter und nicht-infizierter MC116-Zellen unter Einfluss unterschiedlicher
Cycloheximid- (links 100 ng/mL, rechts 500 ng/mL) und TNF-a-Konzentrationen.

Zunachst wurde der Effekt des TNF-a auf die Apoptoserate in nicht-infizierten
MC116-Zellen bei unterschiedlichen Konzentration untersucht (siehe Abbildung 5-29
A). Hierbei zeigte sich ein nur aul3erst geringer Effekt des TNF-a. Um die Aktivierung
der anti-apoptotischen Signalwege zu blockieren bzw. einzuschranken, welche
ebenfalls durch TNF-a ausgelést werden, wurden die Zellen mit Cycloheximid
inkubiert. Hierbei handelt es sich um ein Antibiotikum, welches als genereller
Translationshemmer bei Eukaryoten wirkt. Somit werden in Folge der Aktivierung von
anti-apoptotischen Transkriptionsfaktoren keine oder deutlich geringere Mengen anti-
apoptotischer Proteine bzw. Peptide exprimiert. Die Aktivierung der Apoptose

hingegen ist von der Translation unabhangig, da die bendtigten Proteine bereits in
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inaktiven  Vorstufen vorliegen (z.B. pro-Caspasen). Auf Grund seiner
translationshemmenden Wirkung ist Cycloheximid toxisch und 16st in hdheren
Konzentrationen die Apoptose aus. Daher wurden zwei unterschiedliche
Konzentrationen verwendet. Die geringere (100 ng/mL) zeigte keinen Einfluss auf die
Apoptoserate, wohingegen die hdhere (500 ng/mL) bereits zu einem deutlichen

Anstieg fuhrte.

Bei den unbehandelten Proben fiel zunachst auf, dass bereits die Infektion mit
rKSHV zu einer gesteigerten Apoptose- und Nekroserate fuhrte. Die Inkubation mit
TNF-a flhrte bei keiner der beiden Cycloheximid-Konzentrationen zu einer
differentiellen Apoptoserate zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen. Daruber
hinaus konnte weder fur infizierte noch fur nicht-infizierte Zellen ein allgemeiner

Anstieg der Apoptoserate durch Inkubation mit TNF-a festgestellt werden.

Trotz differentieller Transkription des TNFRSF1b lieRen sich in der funktionellen
Analyse bezlglich der NF-kB-Aktivierung und der Apoptoserate keine Unterschiede
zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen feststellen. Da es auch
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen gibt, ware es maoglich, dass die
differentielle Transkription Uber diese ausgeglichen wird, sodass die Levels an
tatsachlich vorhandenen Rezeptoren keine Unterschiede aufweisen. Daher sollte im
nachsten Schritt die Menge an TNFRSF1b in infizierten und nicht-infizierten Zellen
bestimmt werden. Um dies zu untersuchen, wurden infizierte und nicht-infizierte
MC116-Zellen parallel kultiviert und Proteinlysate erstellt. Unter Verwendung eines
TNFRSF1b-spezifischen Antikdrpers wurden diese per Western-Blot analysiert. Der

Versuch wurde mit jeweils getrennt aufgetauten und kultivierten Zellen wiederholt.
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Abbildung 5-30: Western-Blot zur Analyse der Protein-Level des TNFRSF1b in infizierten und nicht-infizierten MC116-
Zellen.

Linkes und rechtes Bild zeigen jeweils getrennt aufgetaute und kultivierte Ansatze der gleichen Kulturen. Es wurden die
Proteinmengen des TNFRSF1b in rKSHV-infizierten (#1 - #3) und nicht-infizierten Zellen verglichen. Pro Bahn wurden 30 pg
Protein aufgetragen. Als Referenz wurden die Level des Proteins Actin bestimmt.
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Abbildung 5-: Quantifizierung des TNFRSF1b Western Blot.
Dargestellt ist die Intensitdt der Banden des TNFRSF1b normalisiert auf die Intensitat der Actin-Banden. Fur die KSHV-

Replikate ist jeweils der Mittelwert angegeben. Die Intensitat der Banden wurde mit dem Programm ImageJ bestimmt.

Die Bestimmung der Proteinmengen des TNFRSF1b zeigte keine Reduktion in
rKSHV-infizierten MC116-Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten. Trotz differentieller
Transkription scheinen die Proteinlevel des Rezeptors in infizierten Zellen

unverandert.
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5.2.7 Zusammenfassung

Ahnlich wie fiir die HDF-Zellen ergab auch der Vergleich rKSHV-infizierter und nicht-
infizierter MC116-Zellen auf Ebene der Transkription und der Histonmodifikationen
H3K4me3 und H3K27me3 nur relativ wenige Differenzen. Insgesamt konnten 102
Gene mit differentieller Transkription detektiert werden. Unter diesen konnten
funktionale Cluster beziglich der Zell-Adhasion und der B- und T-Zell-Aktivierung
bzw. Differenzierung identifiziert werden sowie einzelne Gene mit tumorrelevanten
Funktionen wie beispielsweise NME1. Die Analyse der Histonmodifikationen ergab
eine ahnliche Anzahl an differentiellen genassoziierten Fenstern wie in HDF-Zellen,
50 fir die H3K4me3- und 145 fur die H3K27me3-Modifikation. Obwohl die generelle
Korrelation der Transkription mit den Histonmodifikationen bestatigt werden konnte,
zeigte sich kaum Schnittmenge bei den Genen mit differentieller Transkription und
differentiellen Histonmodifikationen in infizierten Zellen. Beispielsweise zeigte keines
der Gene aus den Clustern zur B- und T-Zell-Aktivierung/Differenzierung eine
Anderung der Histonmodifikationen. Jedoch konnte fir die Gene TNFRSF1b und
LHFPL2 sowohl fur die Transkription als auch die Histonmodifikationen unterschiede
festgestellte werden. Bei der funktionellen Analyse hinsichtlich der reduzierten
TNFRSF1b-Transkription zeigten infizierte MC116-Zellen jedoch kein abweichendes
Verhalten unter Behandlung mit TNF-a. Obwohl die verringerte Transkription
bestatigt werden konnte lie3 sich kein Unterschied in den Protein-Mengen des

TNFRSF1b zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen festgestellen.
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6 Diskussion

Das Gammaherpesvirus KSHV etabliert eine lebenslange latente Infektion in seinem
Wirt. In Folge dieser kann es in seltenen Fallen, meist durch Eintreten bestimmter
Begleitumstande wie z.B. der Immunsuppression, zur Entstehung von Tumoren
kommen. Dabei sind diverse Interaktionen des Virus bzw. viraler Proteine mit
zellularen Proteinen wie z.B. Tumorsuppressoren von Relevanz. Vermutlich schafft
das Virus Uber verschiedenste Manipulationen ein Milieu, welches die
Tumorentstehung beglnstigt. Welche dieser Interaktionen jedoch fir die
Tumorentstehung vorwiegend relevant sind ist unklar. Des Weiteren ist es
wahrscheinlich, dass abseits der bekannten Interaktionen des Virus mit der
Wirtszelle, wie z.B. bezlglich der Immunevasion oder der Tumorsuppressoren (siehe
1.2.4, z.B. Radkov et al. 2000; Friborg et al. 1999), noch weitere vorliegen, die auch
auf anderen Ebenen ansetzen kénnten. In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen
der KSHV-Infektion auf die Transkription und die Histonmodifikationen H3K4me3 und

H3K27me3 der Wirtszelle untersucht, speziell in Hinsicht auf die Tumorentstehung.

Nach Infektion von HDF- und MC116-Zellen etablierten das wt KSHV bzw. das
rKSHV eine latente Infektion. Dies konnte sowohl anhand des viralen
Transkriptionsprofiles wie auch der Abwesenheit von RTA gezeigt werden. Die
Profile zeigten aul3erhalb der Latenzkassette nur geringe transkriptionelle Aktivitat,
welche Uber die Zeit weiter nachliel. Ursache hierfur ist vermutlich die unvollstandig
etablierte Latenz frih nach Infektion. Mit zunehmender Zeit wird die Latenz starker
gefestigt und die Transkription der nicht-Latenzproteine lasst nach. Des Weiteren
wies das virale Genom die erwarteten Profile der H3K4me3- und H3K27me3-
Histonmodifikationen auf, wie sie aus Untersuchungen von PEL-Zelllinien bekannt
sind. Da das Virus keine eigenen Proteine besitzt um diese Modifikationen zu
etablieren, muss dies durch zellulare Proteine erfolgen. Somit scheint das Virus in
den untersuchten Zelltypen entsprechend mit den zellularen Komponenten zu
interagieren und so die distinkten epigenetischen Profile zu etablieren. Wie schon
unter 1.4.3 beschrieben sind diese Muster vermutlich einer der entscheidenden
Mechanismen zu Regulation der Latenz. Auch fir andere Gammaherpesviren, wie
z.B. EBV, konnten entsprechende epigenetische Muster fir die Regulation der
Latenz gezeigt werden. Speziell fur dieses Virus wird vermutlich nicht nur die

Regulation zwischen Latenz und lytischer Phase Uber epigenetische Modifikationen
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etabliert, sondern auch die Unterscheidung zwischen den unterschiedlichen
Latenzprogrammen (Tao et al. 1999; Fejer et al. 2008). Im EBV spielen vor allem die
DNA-Methylierung und die H3K27me3-Besetzung von frihen lytischen Promotoren
eine Rolle, sowie Histon-Acetylierungen als aktivierende Modifikation. Wie auch das
KSHV besitzt EBV keine viralen Proteine zur Etablierung dieser Modifikationen und
muss daher auf zellulare Proteine zurtckgreifen (Woellmer & Hammerschmidt 2013;
Ghosh Roy et al. 2016).

Fir KSHV konnten bereits diverse Interaktionen viraler Proteine mit zellularen
Proteinen nachgewiesen werden, welche in Etablierung bzw. Regulation von
Histonmodifikationen involviert sind. So konnte beispielsweise fir LANA die
Assoziation mit dem HMT-Komplex hSET1 gezeigt werden, welcher fur die
Etablierung der H3K4me3-Modifikation zustandig ist (Hu et al. 2014). Daruber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Expression von LANA zu einer Relokalisierung von
Sp100 fuahrt, welches Einfluss auf repressive Histonmodifikationen hat (Glnther et al.
2014). Die Manipulation der zellularen Proteine zur Etablierung distinkter Muster auf
dem viralen Genom kann auch die Histonmodifikationen auf dem zellularen Genom
beeinflussen. Diese potenziellen Veranderungen wiederum kénnen zu einer direkten
Anderung der Transkription oder aber zu einer Pradisposition fiir eine veranderte
Transkription fuhren, welche erst spater mit dem Eintreten weiterer Faktoren zum
Tragen kommt. Zunachst werden die Ergebnisse der Transkriptionsanalysen
diskutiert.

6.1 Interpretation der Transkriptionsanalyse de novo-infizierter HDF- und
MC116-Zellen

Die Untersuchung der Anderungen der Transkription in HDF- und MC116-Zellen

zeigte, dass der Einfluss der KSHV-Infektion allgemein sehr gering ist. Zwar zeigte
eine betrachtliche Anzahl von Genen (2230) in HDF-Zellen zwei Tage nach Infektion
eine veranderte Transkription, jedoch nahm diese Anzahl Uber den Verlauf der
Infektion immer weiter ab, bis nach 14 Tagen nur noch 158 Gene eine differentielle
Transkription aufwiesen. Nur 44 von diesen zeigten bereits 2 d.p.i. eine differentielle
Transkription, die Ubrigen 114 erst im spateren Verlauf. Die hohe Anzahl differentiell
transkribierter Gene frih nach Infektion ist wahrscheinlich auf die zellulare Reaktion

auf die Infektion zurtickzufihren. Durch den Eintritt in die Zelle und der damit
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verbundenen Freisetzung des viralen Genoms und viraler Proteine, sowie durch die
Expression nicht-latenzassoziierter Gene frih nach Infektion vor Etablierung der
Latenz, beeinflusst das Virus die Zelle massiv. Diese reagiert mit der Expression
antiviraler Proteine in Form einer Interferon-Antwort. Schlussendlich flhrte die
Infektion mit KSHV zu einer erhdhten Anzahl toter Zellen im Vergleich zu den nicht-
infizierten Zellen in den ersten Tagen nach Infektion. Die oben geschilderten Effekte
sind vermutlich flr die hdhere Anzahl differentiell transkribierter Gene zum Zeitpunkt
2 d.p.i. verantwortlich. Dies wird untermauert durch Gen-Ontologie-Analysen. Die
prominentesten Cluster unter den hochregulieten Genen 2 d.p.i. betreffen die
Immunreaktion auf einen externen Stimulus im Allgemeinen (130 Gene, AW = 1,58)
bzw. ein Virus im Spezifischen (38 Gene, AW = 2,82) sowie die Immunantwort (97
Gene, AW = 1,51) und die zellulare Antwort auf Typ | Interferon (20 Gene, AW =
5,71). Die Expression dieser Gene fuhrt zu weiteren zellularen Reaktionen, da einige
wiederum als Transkriptionsfaktoren fungieren. Unter den geringer transkribierten
Genen hingegen finden sich hauptsachlich Gene die mit dem Zellzyklus (328 Gene,
AW = 3,2) oder dem DNA-Metabolismus (185 Gene, AW = 3,21) assoziiert sind.
Vermutlich reagieren die Zellen auf Grund der Infektion mit einem Arrest des
Zellzyklus. Tatsachlich war die Anzahl der Zellen 2 d.p.i. in den infizierten Proben
geringer als in den Mock-Proben. In wie weit dieser Unterschied auf einen Arrest des
Zellzyklus zuruckgeht oder aber lediglich durch die erhohte Anzahl abgestorbener
Zellen verursacht wird ist unklar. Des Weiteren ist es mdglich, dass es sich hierbei
nicht um eine zellular gesteuerte Reaktion handelt, sondern eine durch das Virus
ausgeloste. So ist fur einige Viren beschrieben, dass diese Zellen in bestimmten
Phasen des Zellzyklus arretieren um beispielsweise dem Zelltod vorzubeugen
(Bagga & Bouchard 2014). Zu spateren Zeitpunkten, wenn die latente Infektion
etabliert ist, wird der Zellzyklusarrest wieder aufgehoben und die Zellen proliferieren
normal bis zur vollstandigen Konfluenz. Dies wird aktiv durch das Virus unterstutzt,
indem virale Latenzproteine wie LANA oder vFLIP mit Proteinen interagieren, die den
Zellzyklus regulieren (Chang et al. 1996; Godden-Kent et al. 1997; Radkov et al.
2000; Friborg et al. 1999). Auch die Transkription der Gene der Immunantwort Iasst
stark nach, da sich das Virus auf Grund der geringen Expression viraler Proteine und

der Immunevasion vor den zellularen Reaktionen schutzt.

Zur Analyse der transkriptionellen Varianz der einzelnen Proben und Zeitpunkte

wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefihrt (siehe 5.1.2). Im Zuge dieser
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wurde festgestellt, dass infizierte und nicht-infizierte Zellen keine distinkten Cluster
bilden. Die einzelnen Replikate der Zeitpunkte hingegen bilden Cluster, unabhangig
ob infiziert oder nicht-infiziert. Diese generellen Unterschiede in der Transkription
zwischen den Zeitpunkten sind vermutlich eine Folge des Versuchsaufbaus. Wie
unter 5.1 erklart wurden die HDF-Zellen nach der Infektion nicht ausgedinnt und
subkultiviert, da bei stetiger Proliferation die Infektionsrate zu stark abfallt. Mit
zunehmender Konfluenz nahm die Proliferation auf Grund von zellularer
Kontaktinhibition ab. Dies hat einen wesentlichen Einfluss auf das
Transkriptionsprogramm der Zellen. So zeigte der Gen-Ontologie-Vergleich
differentiell exprimierter Gene nicht-infizierter Zellen zwischen den Zeitpunkten 14
d.p.i und 2 d.p.i., dass vor allem Gene assoziiert mit Morphologie, Entwicklung und
Adhasion (hoher transkribiert) und Zellzyklus und Mitose (geringer transkribiert) eine
differentielle Transkription aufwiesen. Die unterschiedlichen Konditionen zu den
Zeitpunkten scheinen einen groReren Einfluss auf die Zellen zu haben als die KSHV-

Infektion.

Der Vergleich der Transkriptionsdifferenzen zwischen infizierten und nicht-infizierten
HDF-Zellen zeigte nur 30 Gene, die zu allen drei Zeitpunkten verandert waren und
somit eine konsistente Anderung (ber den Verlauf der Infektion aufwiesen. Bei
diesen handelte es sich hauptsachlich um Gene, die mit der Immunantwort assoziiert
sind. Die Expression immunassoziierter Gene trotz etablierter Latenz ist
ungewodhnlich. Mit Hilfe der Repression der viralen Genexpression und viralen
Mechanismen zur Immunevasion soll die Expression antiviraler Proteine und Signale
im Normalfall unterbunden werden. Zudem zeigten die detektierten Gene wenige
Zusammenhange innerhalb antiviraler Signalwege, vielmehr handelte es sich um
einzelne Proteine verschiedener Wege. Dies fuhrte zu der anfanglichen Annahme,
dass die Expression bestimmter Gene der Immunantwort die Latenz des Virus positiv
beeinflussen kdnnte und deren Expression daher gezielt vom Virus stimuliert wird.
Ein Hinweis hierauf war, dass wie oben erwahnt nur einzelne Gene von Signalwegen
differentiell transkribiert waren. Bei einer vollstandigen antiviralen Reaktion sollten
auch die im Signalweg vor- bzw. nachgeschalteten Gene eine differentielle
Transkription aufweisen. Jedoch nimmt die Transkription der differentiellen Gene
uber den Verlauf der Infektion bis 14 d.p.i. im Mittel ab (siehe Abbildung 6-1). Andere
immunassoziierte Gene, die zu den friheren Zeitpunkten eine differentielle

Transkription aufwiesen, zeigten 14 d.p.i. keine differentielle Transkription jenseits
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der Grenzwerte. Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich vielmehr um Uberreste
der initialen Reaktion auf die Virusinfektion handelt, was die Abnahme der
Expression Uber die Zeit erklart. Die den differentiellen Genen in den Signalwegen
vorgeschalteten, frlhen antiviralen Gene sind 14 d.p.i. schon wieder auf ihren
Ausgangslevel zuriickgekehrt und werden daher nicht mehr als differentiell detektiert.
Nachgeschaltete Gene kdnnen aus unterschiedlichen Grinden keine Differenzen in
der Transkription aufweisen. So ist die Stabilitat der mRNA ein kritischer Faktor. Wird
die mRNA der nachgeschalteten Gene schneller abgebaut, so kehren die
gemessenen Transkriptionswerte schneller auf den Ausgangswert zurlck. Des
Weiteren weisen die Gene des Immunassoziierten-Clusters nur relativ geringe
Anderungen der Transkription auf. Nétige Grenzwerte zur Aktivierung folgender

Stufen der Signalkaskaden werden somit womaoglich nicht erreicht.

Verlauf der Transkription differentieller Gene

2,5

I

3
= w

Transkription (normalisiert)
o .
w

2d.p.i. 7 d.p.i. 14 d.p.i.

Abbildung 6-1: Verlauf der Transkription der differentiellen Gene iliber die betrachteten Zeitpunkte.
Dargestellt ist der Mittelwert der normalisierten Transkriptionswerte der differentiellen Gene der immunassoziierten

Cluster. Einzelne Gene weisen einen abweichenden Verlauf auf, im Mittel nimmt die Transkription dieser Gene Uber die Zeit
jedoch ab.

Das KSHV induzierte vor allem friilh nach der Infektion Anderungen in der
Transkription von HDF-Zellen. Diese betrafen vor allem Gene der Immunantwort und
des Zellzyklus. Uber die Zeit normalisierte sich die Transkription wieder, sodass die
Anzahl differentiell transkribierter Gene abnahm. Gleichzeitig nahm auch die Hohe
der Transkriptionsanderung der Gene, die zu allen Zeitpunkten eine erhohte
Transkription aufwiesen, 14 d.p.i. ab. Somit scheint die KSHV-Infektion nach
Etablierung der Latenz nur auferst geringen Einfluss auf die Transkription der
Wirtszelle auszutben.
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Ahnlich scheint es sich fiir die MC116-Zellen zu verhalten. Auf Grund des unter 5.2
beschriebenen Versuchsaufbaus erfolgte fur diese Zelllinie keine Analyse zu den
Zeitpunkten 2 d.p.i. und 7 d.p.i. Bei der Interpretation der Ergebnisse gilt es zu
beachten, dass die MC116-Zellen im Gegensatz zu den HDF-Zellen im Zuge der
Antibiotika-Selektion rKSHV-positiver Zellen bestandig proliferierten und subkultiviert
wurden. Entsprechend sollten die Versuchsbedingungen keinen Einfluss auf die
zellulare Transkription hinsichtlich Zellzyklus und Proliferation nehmen. In wie weit
das Antibiotikum bzw. eine erhdhte Anzahl abgestorbener Zellen die Ergebnisse
beeinflussen ist schwierig abzuschatzen. Um den Einfluss unterschiedlicher
Zelldichten zwischen infizierten und nicht-infizierten Proben zu minimieren, wurden
die Proben nach der initialen Selektionsphase mit gleichen Zelldichten subkultiviert.
Wahrend der initialen Phase kam es in Folge der Selektion zu Schwankungen der
Zelldichte der infizierten Proben. Diese durch den Versuchsaufbau bedingten Effekte
konnen zu einer infektionsunabhangigen Varianz zwischen den Proben beitragen.
Die Analyse der Transkription nach Abschluss der Antibiotikaselektion ergab,
bezlglich der Anzahl der Gene, die eine differentielle Transkription aufwiesen, ein
ahnliches Bild wie bei den HDF-Zellen. Insgesamt wiesen 33 Gene eine erhdhte und
69 eine verringerte Transkription in rKSHV-infizierten MC116-Zellen auf. Die
funktionelle Analyse der differentiell transkribierten Gene ergab, wie schon in den
HDF-Zellen, unter anderem ein immunassoziiertes Cluster. Auch hier liegt die
Vermutung nahe, dass es sich um Uberreste der initialen Reaktion auf die KSHV-
Infektion handelt. Dartuber hinaus konnten jedoch weitere funktionelle Cluster
detektiert werden, die im Zusammenhang mit der Regulation und Differenzierung von
Immunzellen stehen. Vermutlich beeinflusst das Virus diese Gene im
Zusammenhang mit der Immunevasion. Beispielsweise weisen die Gene des T-Zell-

Aktivierungs-Clusters eine verringerte Transkription auf (Ausnahme IL7R).

Die Gene dieser Cluster (siche Tabelle 5-5) stellen eine interessante Zielgruppe
hinsichtlich der Entstehung von B-Zell Tumoren in Folge einer KSHV-Infektion dar.
Jedoch weisen viele eine Veranderung ihrer Transkription auf, die nicht zu der
erwarteten Veranderung passt (basierend auf dem beschriebenen Verhalten in
anderen Tumoren). Beispielsweise ist eine erhdhte Expression des TPD52 in einigen
Tumorarten beschrieben (Shehata et al. 2008; Byrne et al. 2014), in den rKSHV-
infizierten MC116 ist die Transkription jedoch reduziert. Bei anderen Genen ist das

tumorigene Potential mit einer Translokation assoziiert (CBFA2T3, Gamou et al.
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1998). Interessantester Ansatzpunkt ist allerdings das Gen NME1, da es wie
beschrieben als Tumorsuppressor fungiert und eine verringerte Transkription
aufweist (Hartsough & Steeg 2000). Jedoch weist es bezlglich der
Histonmodifikationen keine Anderungen in infizierten Zellen auf. Des Weiteren ist die
Reduktion der Transkription mit log2FC = -0,57 relativ gering ausgepragt. Daher

erfolgte im Rahmen dieser Arbeit keine weitere Analyse.

Da jedoch die bisherigen tumorrelevanten Interaktionen und Eigenschaften dieser
Gene im Zusammenhang mit anderen Tumorarten untersucht wurden, ist es maoglich,
dass die beschriebenen Transkriptionsanderungen dennoch relevant fir die B-Zell-
Tumorentstehung sind. In vielen Fallen ist die Rolle zellularer Proteine stark von der
Tumorart abhangig. So kdnnen Gene in einer Tumorart als Suppressor fungieren und
eine verringerte Expression aufweisen. In anderen Tumoren wiederum kann es sich
gegensatzlich verhalten. Ein Beispiel fur eine solche Situation stellt ebenfalls das
NME1-Gen da. So wurde es urspringlich als Tumorsuppressor beschrieben (s.o.).
Neuere Untersuchungen ergaben jedoch ein kontroverseres Bild bezuglich der Rolle
des Gens in Tumoren. So konnte in bestimmten Tumorarten auch eine gesteigerte

Expression von NME1 gezeigt werden (Almgren et al. 2004).

Die durch KSHV ausgelésten Tumore unterscheiden sich stark voneinander.
Dennoch ware es moglich, dass zumindest teilweise die gleichen viralen Einflisse
zur Tumorentstehung flihren kénnten. Ein Vergleich der differentiell transkribierten
Gene in HDF- (zu allen Zeitpunkten) und MC116-Zellen ergab jedoch lediglich eine
Ubereinstimmung (CXCL10). Da es sich bei diesem um ein interferonassoziiertes
Gen der Immunantwort handelt, ist die Ursache fur die differentielle Transkription in
beiden Zelllinien vermutlich auf die Reaktion auf die de novo KSHV-Infektion
zurlickzufiihren. Die geringe Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der beiden
Zelllinien legt nahe, dass entweder unterschiedliche Mechanismen fur die
Tumorentstehung verantwortlich sind oder aber die in der Analyse detektierten Gene
nicht mit der Tumorentstehung im Zusammenhang stehen. Da der allgemeine
Einfluss des latenten Virus auf die zellulare Transkription und die Hohe der
detektierten Transkriptionsunterschiede gering sind, ist es moglich, dass andere
Faktoren, welche die Transkription relevanter Gene erst spater oder nur unter

bestimmten Bedingungen beeinflussen, fur die Tumorentstehung entscheidend sind.
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Die geringen Unterschiede in der Transkription nach Etablierung der Latenz sind, in
Anbetracht der Fahigkeit des Virus eine lebenslange latente Infektion in seinem Wirt
zu etablieren, nicht verwunderlich. Die Latenz zeichnet sich dadurch aus, dass sie
dem Virus ermaoglicht von der Wirtszelle unbemerkt, d.h. ohne eine Immunantwort
auszuldsen, in dieser zu persistieren und bei Bedarf zu reaktivieren. Entsprechend
wurden eine zu starke Beeinflussung der Transkription bzw. die dafur notigen viralen
Proteine zu einer zellularen Reaktion flhren. Veranderungen epigenetischer
Modifikationen wie Histonmodifikationen hingegen kénnten die Grundlage fur spatere
Entartungen der Zelle legen, ohne die Transkription akut zu beeinflussen. Zudem
werden diese durch zellulare Proteine etabliert, von denen fur einige bereits
Interkationen mit viralen Latenzproteinen wie z.B. LANA nachgewiesen werden
konnten. Grundlage dieser Uberlegung ist die Beobachtung, dass fir das
Gammaherpesvirus EBV Veranderungen der zellularen Modifikationen im Zuge der
Manipulation der epigenetischen Maschinerie zur Regulation der viralen
Genexpression festgestellt werden konnten (Paschos et al. 2009; Skalska et al.
2010). Wie bei KSHV konnten fir zahlreiche EBV-Proteine, vor allem die EBNA-
Proteine, Interaktionen mit Komponenten der epigenetischen Maschinerie
nachgewiesen werden. Die Relevanz der Veranderungen epigenetischer
Modifikationen auf  dem Wirtszellgenom hinsichtlich EBV-assoziierter
Tumorentstehung ist jedoch unklar (Woellmer & Hammerschmidt 2013; Ghosh Roy
et al. 2016).

6.2 Interpretation der Analyse der Histonmodifikationen de novo infizierter
HDF- und MC116-Zellen

Die Suche nach genassoziierten Bereichen mit differentieller Besetzung der

Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K27me3 zwischen infizierten und nicht-
infizierten HDF-Zellen erfolgte mit dem Programm diffReps. Dabei wurden 10-150
genassoziierte Bereiche pro Zeitpunkt detektiert. Im Vergleich zur Analyse der
Transkription ist der Einfluss der Infektion auf epigenetischer Ebene also geringer,
bezogen auf die Anzahl beeinflusster Gene. Des Weiteren lasst sich kein Trend zur
Verringerung der Anzahl differentieller Bereiche Uber die Dauer der Infektion
feststellen. In 6.1 wurde ausgefihrt, dass es sich bei den zahlreichen differentiell

transkribierten Genen frih nach der Infektion vermutlich um die zellulare Reaktion
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auf das Virus, insbesondere die Interferon-Antwort handelt. Folglich scheinen die
untersuchten Histonmodifikationen nur geringen Einfluss auf diese Reaktion zu
haben. Dies ist insofern erstaunlich, da die Interferon-Reaktion zwar primar durch
Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1, IRFs und STATs (Hess et al. 2004) vermittelt
wird, die Chromatinstruktur und damit epigenetische Modifikationen jedoch eine
wesentliche Rolle spielen. So ist beschrieben, dass der Chromatin-remodellierende
Komplex BAF sowie diverse Interaktionen mit HATs bzw. HDACs und somit Histon-
Acetylierungen von grolRer Bedeutung fur die Interferon-Reaktion sind (H. Liu et al.
2002; Ramirez-Carrozzi et al. 2006; Qiao et al. 2013). Des Weiteren wurde die
Ubiquitinylierung von H2B im Rahmen der Interferon-Reaktion auf eine Adenovirus-
Infektion gezeigt (Fonseca et al. 2012). Viele dieser Uuber epigenetische
Mechanismen kontrollierten Gene werden jedoch erst im spateren Verlauf der
Interferon-Reaktion aktiviert. Diese Aktivierung wird zumeist durch friihe Proteine der
Interferon-Antwort ausgelost. Somit besteht die Mdoglichkeit, dass diese spateren
Effekte auf Grund der schnellen Etablierung der Latenz des KSHV nicht ausgelost
werden, sondern nur die frihe, nicht primar von epigenetischen Mechanismen
gesteuerte Reaktion. Darlber hinaus ist die Relevanz der hier untersuchten
Histonmodifikationen fur die virale Immunantwort nicht geklart. Somit ist es ebenso
moglich, dass die H3K4me3- und H3K27me3-Modifikation fur die Interferon-Reaktion

auf eine de novo Infektion nur von geringer Bedeutung sind.

Die Anderungen der Histonmodifikationen in MC116-Zellen bewegen sich in
ahnlichen GroRenordnungen wie in den HDF-Zellen. So konnten fir die H3K4me3-
Modifikation 50 und fur die H3K27me3-Modifikation 146 differentielle genassoziierte
Bereiche detektiert werden. Die Analyse der Gen-Ontologie mittels WebGestalt flihrte
zu keinen uberreprasentierten Clustern mit Bezug zur Tumorgenese. Jedoch
befanden sich unter den assoziieten Genen drei Wachstumsfaktoren bzw.
Wachstumsfaktorrezeptoren, welche in tumorrelevante Signalwege involviert sind.
Dabei wiesen EGFR und IGF1R eine erhohte Besetzung mit H3K27me3 auf, FGF12
jedoch eine geringere. Eine differentielle Transkription der Gene konnte nicht
festgestellt werden. Da die Gene eine inkonsistente Anderung der
Histonmodifikationen aufweisen ist es fraglich in wie weit diese relevant fur die
Tumorgenese sind. Interessant ware eine Verringerung der H3K27me3-Level in den
drei Genen gewesen, welche zu einer erhdhten Expression der Rezeptoren bzw.

einer Pradisposition daflr fuhren kénnte. So weist jedoch nur eines der drei Gene
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verringerte H3K27me3 Level auf. Aullerdem konnten in der Analyse der Signalwege
mittels WebGestalt keine weiteren Gene der entsprechenden Signalwege ermittelt

werden, die eine Veranderung der Histonmodifikationen aufwiesen.

Der Vergleich der Histonmodifikationen zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Infektion in HDF-Zellen ergab keine Gene mit einer konsistenten Veranderung
der H3K4me3-Modifikation und nur funf mit einer erhdhten Besetzung der
H3K27me3-Modifikation. Es ware moglich, dass die Etablierung bzw. Anderung der
Histonmodifikationen auf zellularer Ebene langer bendtigt und somit nach 2 d.p.i.
nicht ausreichend fortgeschritten ist. Doch auch wenn nur die beiden spateren
Zeitpunkte 7 und 14 d.p.i. betrachtet werden ergeben sich keine Gemeinsamkeiten
fur die H3K4me3-Modifikation, die Anzahl der gemeinsamen Bereiche mit erhohter
H3K27me3-Besetzung erhdht sich um 13, Bereiche mit geringerer Besetzung sind
nach wie vor nicht vorhanden. Unter den funf identifizierten Bereichen mit zu allen
drei Zeitpunkten erhdhten H3K27me3-Leveln befindet sich ein mit dem Gen TSHZ2
assoziierter Bereich. Dieses Gen ist insofern interessant, als dass eine mogliche
Funktion als Tumorsuppressor im Zusammenhang mit Brust- und Prostatakarzinom
beschrieben ist (Yamamoto et al. 2011). Da jedoch keine konsistente differentielle
Transkription vorliegt, erfolgte keine weitere Analyse des entsprechenden Proteins.
Jedoch kann es sich bei dieser Veranderung um eine Pradisposition fur spatere

Veranderung der Transkription handeln.

6.3 Einschatzung der Bedeutung der schwachen Korrelation differentieller
Transkription und Histonmodifikationen

Die Analyse der Histonmodifikationen mit diffReps zeigte nur wenige Differenzen in
der Besetzung mit Histonmodifikationen zwischen infizierten und nicht infizierten
Zellen. Des Weiteren wiesen die detektierten differentiellen Bereiche nur eine geringe
Korrelation mit den RNA-seq Daten auf (siehe Abbildung 5-10 und Abbildung 5-23).
Besonders fur die H3K27me3-Modifikation zeigten die mit den differentiellen
Bereichen assoziierten Gene meist keine signifikanten Unterschiede in der
Transkription und umgekehrt. Fir die H3K4me3-Modifikation war die Korrelation
differentieller Expression und differentieller Histonmodifikationen zwar starker
ausgepragt, jedoch immer noch sehr schwach. Da die Transkription auf

unterschiedliche Arten reguliert werden kann liegt die Vermutung nahe, dass die
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Regulation der differentiellen Gene, zumindest im betrachteten zeitlichen Rahmen,
durch andere Mechanismen erfolgt. Umgekehrt konnen die Anderungen in den
Leveln der Histonmodifikationen durch andere Mechanismen kompensiert werden,

sodass keine differentielle Transkription resultieren muss.

Fir die MC116-Zellen konnte ein Gen identifiziert werden, welches sowohl fir die
H3K4me3- als auch die H3K27me3-Modifikation Veranderungen aufwies, die mit der
erhohten Transkription korrelierten. Bei diesem handelt es sich um DLG2, welches
fur ein Protein codiert, dass als Teil eines multimeren Komplexes das Clustering von
Rezeptoren, lonenkanalen und Signalproteinen vorwiegend in Synapsen unterstutzt
(Kim et al. 1996). Eine Assoziation mit bodsartigen Tumorerkrankungen ist nicht
beschrieben, jedoch wurde eine differentielle Expression im renalen Onkozytom
beschrieben, einem gutartigen, epithelialen Tumor der Niere (Zubakov et al. 2006). In
wie weit diese eine funktionale Bedeutung fur die Entstehung des Onkozytoms hat ist
unklar, da die entsprechende Untersuchung ausschlieRlich auf die Identifikation von
potentiellen Biomarkern abzielte. Funktionale Untersuchungen des Gens wurden in
dieser Arbeit auf Grund der geringen Informationslage hinsichtlich der Funktion des

Proteins nicht vorgenommen.

Zusatzlich wurden speziell die Promotorbereiche differentiell transkribierter Gene auf
Veranderungen der Histonmodifikationen untersucht. In den HDF-Zellen wurden
hierbei speziell die Promotorbereiche der Gene der Immun-Cluster untersucht. Es
zeigten sich nur wenige signifikante Anderungen in den Promotorbereichen. Des
Weiteren waren diese stets nur flr einen einzelnen Zeitpunkt pro Gen vorhanden.
Jedoch war fur die H3K4me3-Modifikation eine allgemeine Tendenz festzustellen. So
zeigten nahezu alle untersuchten Promotorbereiche infizierter Zellen leicht erhdhte
Level. Fur die H3K27me3-Modifikation konnte keine solche Tendenz festgestellt
werden. Da die H3K27me3-Level weitgehend konstant blieben scheint diese
Modifikation keinen Einfluss auf die Transkription der untersuchten Gene zu haben.
Die geringen Anderungen der H3K4me3-Modifikation legen die Vermutung nahe,
dass es sich hierbei nicht um den Mechanismus handelt, der die Transkription
reguliert. Jedoch ware es maoglich, dass die Expression der immunassoziierten
Proteine nur in einer Teilmenge der Zellen stattfindet. Bei einer sehr hohen
Transkription in nur wenigen Zellen wirden diese Gene mit einer geringen

differentiellen Transkription detektiert werden. Da die Besetzung der Histone mit
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Modifikationen jedoch schnell ein Plateau erreicht (siehe Abbildung 5-11) waren
Veranderungen in nur wenigen Zellen vermutlich nicht detektierbar, bzw. wirden nur

zu sehr geringen, nicht signifikanten Anderungen fiihren.

In MC116-Zellen wurden die Promotorbereiche aller Gene mit differentieller
Transkription untersucht. Wie schon fur die HDF-Zellen waren auch hier nur wenige
signifikante Anderungen der beiden untersuchten Histonmodifikationen festzustellen.
Viele dieser Gene mit signifikanten Anderungen wiesen eine &uRerst geringe
Besetzung mit der jeweiligen Modifikation auf, die in der Hohe dem Hintergrund
entspricht. Bei sehr niedriger Besetzung im Bereich des Hintergrundes kann es
schon durch geringe Schwankungen der Read-Zahlen zu relativ hohen log2FC-
Werten kommen. Daher ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um falsch
Positive handelt. Wie fur die HDF-Zellen scheinen die Histonmodifikationen fur den
Uberwiegenden Teil der untersuchten Gene nicht der relevante Mechanismus fur die

erhohte Transkription zu sein.

Zwar zeigten differentielle Transkription und die Bereiche differentieller
Histonmodifikationen = kaum  Korrelation, das generelle Verhalten von
Histonmodifikationen und Transkription korrelierte jedoch wie erwartet. So reicherte
sich die H3K4me3-Modifikation vor allem in Promotorbereichen an wohingegen die
H3K27me3-Modifikation eine breite Verteilung Uber das gesamte Genom aufwies.
Des Weiteren zeigten Gene, die eine hohe Transkription aufwiesen, vermehrt hohe
H3K4me3. und niedrige H3K27me3-Level. Ebenso verhielt es sich andersherum
(siehe Abbildung 5-11 und Abbildung 5-24). Wie in den Abbildungen zu erkennen ist
wichen jedoch zahlreiche Gene von dieser generellen Korrelation ab und wiesen eine
hohe Transkription trotz niedriger H3K4me3- bzw. hoher H3K27me3-Level auf oder
umgekehrt. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits in anderen Studien geschildert
und die Vermutung geauliert, dass beispielsweise auch der CpG-Gehalt des
Promotors einen Einfluss auf die Besetzung mit Histonmodifikationen hat (Bhandare
et al. 2010). Diese Ergebnisse verdeutlichen erneut, dass die Histonmodifikationen
nur einer von vielen Mechanismen sind um die Transkription zu regulieren. Des
Weiteren wurden in den Experimenten nur zwei der vielen verschiedenen
Histonmodifikationen betrachtet. So konnte das Vorhandensein und damit das

Zusammenspiel anderer Modifikationen ebenso fir das abweichende

116



Diskussion

Transkriptionsverhalten verantwortliche sein wie Transkriptionsfaktoren oder weitere

Mechanismen der Regulation.

Im Zuge der Analyse der generellen Korrelation von Transkription und
Histonmodifikationen fur HDF- und MC116-Zellen wurde festgestellt, dass der
Uberwiegende Teil der differentiell transkribierten Gene eine mittlere Besetzung mit
Histonmodifikationen aufwies. Sie befanden sich also in einem dynamischen Bereich
zwischen dem Hintergrund und dem Plateau (siehe Abbildung 5-11 und Abbildung
5-24). Umso Uberraschender ist es, dass keine differentiellen Histonmodifikationen
fur diese Gene detektiert werden konnten. Doch unabhéngig von Anderungen der
Histonmodifikationen gibt es eine mogliche Begrindung weswegen die differentiell
transkribierten Gene im dynamischen Bereich der Histonmodifikationen liegen. So
weisen Gene, die konstitutiv exprimiert werden (z.B. Haushaltsgene) oder generell
reprimiert sind, haufig eine entsprechend stabile und sehr hohe bzw. sehr niedrige
Besetzung der Histonmodifikationen auf (Pan et al. 2007; Bhandare et al. 2010;
Mikkelsen et al. 2007). Moglicherweise handelt es sich bei den Genen, die moderate
Expressionslevel aufweisen um dynamisch regulierte bzw. zelltyspezifische Gene. In
diesem Falle ware eine ebenfalls dynamische Besetzung mit Histonmodifikationen,
womaoglich sogar bivalente Besetzung, zur Regulation der Transkription moglich. Da
die Hohe der Modifikations-Level recht schnell ein Plateau erreichen ist eine weitere
Regulation Uber diesen Mechanismus schwierig. Entsprechend passt dieses Profil zu
den konstitutiv exprimierten Haushaltsgenen wohingegen dynamische Modifikations-
Level bei situativ exprimierten Genen eine weitere Moglichkeit der Regulation der
Expression darstellen konnten. Die Hohe der Besetzung mit Histonmodifikationen ist
jedoch nur einer der moglichen Faktoren, die sich auf die Transkription auswirken
kénnen. Auch die in dieser Arbeit nicht untersuchte Breite der Peaks hat einen
Einfluss auf die Transkription, vor allem fiur die H3K4me3-Modifikation (Chen et al.
2015).

Zwar konnte die Korrelation der Transkription mit den entsprechenden
Histonmodifikationen in dieser Arbeit bestatigt werden, jedoch =zeigten die
Differenzen keine Korrelation. Zwar wird im allgemeinen ein kausaler
Zusammenhang zwischen Transkription und Histonmodifikationen angenommen,
jedoch ist keinesfalls gesichert ob Histonmodifikationen die Ursache oder die Folge
der vorhandenen oder nicht vorhandenen Transkription sind (Henikoff & Shilatifard
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2011; Ng et al. 2003; Clouaire et al. 2012; Margaritis et al. 2012). Letztlich ware auch
dies eine mogliche Erklarung fur die mangelnde Schnittmenge zwischen Differenzen

in Transkription und Histonmodifikationen.

6.4 Funktionelle Analyse des differentiellen Gens TNFRSF1b
Die Auswertung der RNA-seq- und ChlP-seg-Daten der MC116-Zellen fuhrte zu der

Identifikation von acht Genen, welche sowohl eine Anderung der Transkription

aufwiesen, als auch eine signifikante Anderung mindestens einer der untersuchten
Histonmodifikationen. Die Gene LHFPL2 und TNFRSF1b wiesen beide eine
geringere Transkription und eine signifikant verringerte H3K4me3-Besetzung in
infizierten Zellen auf. Des Weiteren zeigten auch die H3K27me3-Level fur beide
Gene eine leichte, wenn auch nicht signifikante, Steigerung. Das Gen DLG2
hingegen wies eine erhohte Transkription auf sowie erhdhte H3K4me3- und
verringerte H3K27me3-Level. Diese drei Gene weisen die deutlichsten
Transkriptionsunterschiede auf und wurden daher flr die funktionale Analyse in
Erwagung gezogen. Da nur wenig Uber die Funktion des LHFPL2 und des DLG2
bekannt ist wurde der Fokus weiterer Analysen auf das TNFRSF1b gelegt.

Der TNFRSF1b (auch TNFR2) ist einer von zwei Membranrezeptoren des TNF-a.
Bei diesem handelt es sich um ein Zytokin, welches an verschiedenen
immunassoziierten Reaktionen beteiligt ist, allen voran im Prozess der Inflammation
sowie bei Apoptose und Zellproliferation. Das Zytokin wird hauptsachlich von
Makrophagen ausgeschuttet und kann systemisch oder lokal wirken. Es bindet an die
auf der Zelloberflache prasentierten Rezeptoren TNFRSF1a und TNFRSF1b, welche
in der Folge unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden auslosen. Das
apoptotische Signal wird Uber den TNFRSF1a vermittelt, welcher Uber die Bindung
von FADD Caspasen aktiviert und so die Apoptose ausldsen kann. Gleichzeitig wird
jedoch auch der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert, welcher vor allem
inflammatorische und anti-apoptotische Signale vermittelt. Verglichen mit anderen
Systemen ist die apoptotische Wirkung des TNF-a daher eher gering. Der
TNFRSF1b vermittelt im Gegensatz zum TNFRSF1a keine apoptotischen
Funktionen. Er stimuliert primar die Aktivierung von NF-kB. Im Gegensatz zum
TNFRSF1a, welcher auf nahezu allen Zellen vorhanden ist, wird der TNFRSF1b nur

in bestimmten Zelltypen exprimiert, u.a. in T- und B-Zellen. Auf Grund der Beteiligung
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an diesen regulatorischen Signalen ist die Veranderung der TNFRSF 1b-Transkription

hinsichtlich der Fragestellung dieser Arbeit sehr interessant.

Trotz der reduzierten Transkription des TNFRSF1b in KSHV-infizierten MC116
konnte in Folge der Stimulation mit TNF-a weder eine Reduktion der Aktivierung des
NF-kB noch eine Veranderung der Apoptoserate festgestellt werden. Eine mogliche
Erklarung fur diese Beobachtung liefert die Uberprifung der Proteinlevel des
TNFRSF1b. So konnten keine Differenzen in der Proteinmenge des Rezeptors
festgestellt werden. Da die Reduktion der Transkription sowohl im RNA-seq als auch
in der gPCR in jeweils unabhangigen Proben nachgewiesen wurde, ist es
unwahrscheinlich, dass es sich hierbei um ein falsch-positives Ergebnis handelt. Da
fur die Analysen der Proteinmenge der gleiche Antikorper verwendet wurde ist es
nicht auszuschlielRen, dass dieser eine Kreuzreaktion mit einem Protein ahnlicher
Grolle aufweist. Eine andere mogliche Ursache besteht darin, dass die Zelle die
geringere Transkription des Rezeptors kompensiert. Dies ware beispielsweise durch
einen geringeren Umsatz, d.h. eine hohere Lebensdauer des Proteins moglich. Zum
einen kann dies durch eine Stabilisation des Rezeptors erreicht werden, zum
anderen durch eine Inhibition des Abbaus. Auch auf Ebene der mRNA kann durch
vergleichbare Mechanismen eine Kompensation erfolgen. So kann durch eine
Stabilisation der mRNA bzw. eine Verringerung des Abbaus die Anzahl an

translatierten Proteinen pro mRNA erhoht werden.

Bei der Analyse des Annexin V-Assays zur Bestimmung der Apoptoserate konnte
nicht nur kein Unterschied in der Apoptoserate zwischen infizierten und nicht-
infizierten Zellen festgestellt werden, es konnte generell keine Steigerung der
Apoptoserate bei Inkubation mit TNF-a mit oder ohne Cycloheximid festgestellt
werden. Bei einer Inkubation mit TNF-a allein ist dies insofern zu erklaren, dass hier
die durch das Zytokin ausgeldsten anti-apoptotischen Signale Uberwiegen und die
pro-apoptotischen somit neutralisiert werden. Die Inkubation mit Cycloheximid,
welches die eukaryotische Translation hemmt, sollte diese anti-apoptotischen
Signale jedoch unterbinden. Zwar erfolgt nach wie vor die Aktivierung anti-
apoptotischer Transkriptionsfaktoren, jedoch werden die entsprechenden Zielgene
auf Grund der Hemmung der Translation nicht exprimiert. Der apoptotische
Signalweg hingegen greift auf bereits translatierte Proteine zurlick, die in einer

inaktiven pro-Form vorliegen und ist somit von der Translation unabhangig.
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Entsprechend bemerkenswert ist die Beobachtung, dass in MC116-Zellen kein
apoptotischer Effekt eintritt. Die Funktionalitdt des TNF-a und des Cycloheximid
wurde in einem identischen Versuchsaufbau mit SLK-Zellen Gberpruft. Bereits 24 h
nach Inkubation mit beiden Reagenzien war ein Grofteil der Zellen abgestorben. Die
Inkubation mit TNF-a ohne Cycloheximid hingegen fuhrte auch hier zu keiner
Steigerung der Apoptose. Da das Cycloheximid alleine in hdheren Konzentrationen
wie erwartet toxisch wirkt geht der mangelnde Effekt vermutlich nicht von einer
Resistenz der MC116-Zellen gegen das Antibiotikum aus. Vielmehr scheinen die
Zellen insensitiv gegentiber TNF-a zu sein. Darauf deutet auch die auflerst
schwache Reaktion auf TNF-a bezuglich der Aktivierung des NF-kB hin. Da das
Zytokin eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von B-Zellen spielt liegt vermutlich
keine Insensitivitat auf Grund des Zelltyps vor (Rieckmann et al. 1997). Jedoch
handelt es sich bei den MC116-Zellen um eine vollstandig transformierte
Lymphomzelllinie. Entsprechend ware es moglich, dass die Zellen gegenuber
apototischen Signalen unempfindlich sind, womdglich auf Grund von Mutationen in

regulatorischen Proteinen oder Bestandteilen der Signalkaskade.

6.5 Einfluss der gewahlten Zellsysteme und des Versuchsaufbaus auf die
Ergebnisse

Die Auswahl eines geeigneten Zellkultursystems ist von entscheidender Bedeutung

fir die Untersuchung eines Virus bzw. der Auswirkungen der Infektion auf die Zelle.
Viele Viren haben sich auf bestimmte Zelltypen spezialisiert. Dies kann sich zum
Beispiel darin aullern, dass das Virus nur bestimmte Zelltypen infizieren kann.
Ursache hierfir ist haufig eine Spezialisierung auf bestimmte, zelltypspezifische
Oberflachenproteine, welche das Virus fur die Anlagerung oder als Rezeptor zum
Eintritt in die Zelle bendtigt. Doch auch Zellen die die notwendigen
Oberflachenproteine exprimieren kdnnen unempfanglich fur die Infektion sein. Dies
liegt zumeist in der Prasenz intrazellularer Restriktionsfaktoren begrindet, wie
beispielsweise TRIM5a oder SAMHD1 bei HIV (Marsh & Helenius 2006; Laguette et
al. 2011). Doch auch nach erfolgter Infektion kann das Verhalten des Virus stark
zelltypabhangig sein. Gerade Herpesviren konnen ein breites Spektrum an Zelltypen
infizieren. Dabei hat der Zelltyp zum einen Auswirkungen auf das Verhalten des

Virus, beispielsweise hinsichtlich der Replikation oder der Persistenz. So kann das
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VZV wahrend der initialen Infektion verschiedene Zelltypen infizieren, die Etablierung
der Latenz erfolgt jedoch ausschliefdlich in Neuronen (Gilden et al. 1983; Hyman et
al. 1983). Zum anderen reagiert auch die Wirtszelle abhangig vom Zelltyp
unterschiedlich auf die virale Infektion und Persistenz. Ein gutes Beispiel hierflr sind
Tumorviren, die diverse Zelltypen infizieren kdnnen, jedoch in nur wenigen Typen

infizierter Zellen zur Entstehung spezifischer Tumore fuhren kénnen.

Das KSHV zeigt das fur Herpersviren typische breite Spektrum infizierbarer Zellen.
So lassen sich die Mehrzahl der bislang getesteten adharenten humanen Zellen in
vitro mit KSHV infizieren. Jedoch verlieren die Zellen im Zuge der Proliferation das
Virus zumeist wieder. Auch in vivo gelingt es dem Virus diverse Zelltypen zu
infizieren (Ganem 2007). Doch auch hier kann die Persistenz nicht in allen Zelltypen
etabliert werden. Auch wenn der genaue Zelltyp der dem KSHV als Reservoir dient
noch nicht vollstandig geklart ist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um

B-Lymphozyten (speziell CD19+) handelt.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss des KSHV auf
Transkription und Histonmodifikationen der Wirtszelle wurden zwei unterschiedliche
Zellkultur-Systeme verwendet. Dabei handelt es sich um dermale Zellen und B-
Zellen, also die Zelltypen in denen das KSHV in vivo Tumore verursachen kann. Bei
den HDF-Zellen handelt es sich um primare humane dermale Fibroblasten. Primare
Zellen bieten den Vorteil, dass diese im Gegensatz zu etablierten Zelllinien nicht
immortalisiert oder transformiert sind. Die Untersuchung primarer Zellen entspricht
somit eher der tatsachlichen Situation in vivo als die Untersuchung stabiler Zelllinien.
Dermale Fibroblasten sind vor allem hinsichtlich der Entstehung des KS relevant.
Jedoch ist zu beachten, dass die Herkunft der Spindelzelle nicht vollstandig geklart
ist. So gibt es Hinweise, dass die Spindelzelle endothelialer Herkunft sein kdnnte,
wohingegen es sich bei HDFs um mesenchymale Zellen handelt (Weninger et al.
1999). Die Klarung der Herkunft der Spindelzelle gestaltet sich insofern schwierig, da
in Folge der Transformation eine aberrante Expression von Markerproteinen
stattfindet. Das Expressionsprofil der Spindelzelle erlaubt daher keine eindeutige
Zuordnung hinsichtlich ihrer Herkunft, da sowohl endotheliale wie auch
mesenchymale Markerproteine prasentiert werden. Somit besteht die Moglichkeit,
dass es sich bei dem verwendeten Zelltyp hinsichtlich des KS nicht um ein
geeignetes System handelt. Beispielsweise konnte es sein, dass die KSHV-
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induzierten Veranderungen, welche in vivo zur KS-Entstehung fuhren, in den
verwendeten Zellen nicht erfolgen bzw. ohne Auswirkung sind, besonders vor dem

Hintergrund, dass Fibroblasten in vitro schwierig zu transformieren sind.

Als zweiter Zelltyp wurde in dieser Arbeit die stabile Zelllinie MC116 verwendet.
Diese ist von einem KSHV und EBV negativem B-Zell-Lymphom abgeleitet.
Entsprechend diente die Verwendung dieses Zelltyps dazu die KSHV-assoziierten
B-Zell-Erkrankungen abzubilden. Im Gegensatz zu den HDF-Zellen handelt es sich
also um eine Dbereits vollstandig transformierte Zelllinie. Dies ist nicht
unproblematisch, da in dieser Arbeit vor allem Anderungen der Transkription oder der
Histonmodifikationen tumorrelevanter Gene untersucht wurden. So ist es moglich,
dass entsprechend Proteine bzw. Signalwege, welche fur die Entstehung des PEL
oder der MCD relevant sind, in diesem Zelltyp bereits von Beginn an, also in der
nicht-infizierten Kontrolle, verandert sind. Der Einsatz primarer B-Zellen ist jedoch
nicht moglich, da sich diese in vitro nicht oder nur duRerst schlecht infizieren lassen.
Auch andere stabile B-Zelllinien weisen nur auflerst geringe Infektionsraten auf.
Entsprechend musste fur die Untersuchung von B-Zellen die Zelllinie MC116
verwendet werden. Trotz vollstandiger, KSHV-unabhangiger Transformation ist es
moglich die Veranderung der Transkription und Histonmodifikationen tumorrelevanter
Gene in MC116-Zellen zu untersuchen. Jedoch ist die Untersuchung der
Auswirkungen limitiert, da diese Veranderungen naturlich nicht mehr zur

Transformation fihren.

Mit der Auswahl der Zelllinien bzw. Zelltypen wurde versucht die
Versuchsbedingungen so zu gestalten, dass sie moglichst der naturlichen Situation
entsprechen. Dennoch ist es auf Grund der oben geschilderten Grinde mdglich,
dass die verwendeten Systeme keine adaquate Darstellung der untersuchten
Zusammenhange ermdglichen. Da es derzeit keine weiteren B-Zelllinien bekannt
sind, welche sich in vitro adaquat mit KSHV infizieren lassen bzw. keine Methodik zur
effektiven Infektion primarer B-Zellen bekannt ist, sind die Mdglichkeiten hinsichtlich
der zukunftigen Untersuchung der Thematik in B-Zellen stark eingeschrankt. Die
Untersuchung epigenetischer Ursachen der KS-Entstehung bietet hingegen ein
breites Spektrum relevanter Zelllinien bzw. Zelltypen, vor allem auf Grund der

Tatsache, dass die Herkunft der KSHV-positiven Spindelzelle nicht abschliefend
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geklart ist. FUr zukunftige Untersuchungen bote sich die Verwendung primarer und

etablierter dermaler Zellen sowie endothelialer Zellen an.
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7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es die Transkription und die Histonmodifikationen
KSHV-infizierter Zellen zu untersuchen und eventuelle Unterschiede zwischen
infizierten und nicht-infizierten Zellen zu analysieren. Da es sich bei KSHV um ein
humanes Tumorvirus handelt sollte auf diesem Weg untersucht werden, ob das Virus
wahrend der Latenz die Transkription oder die Histonmodifikationen H3K4me3 bzw.
H3K27me3 der Wirtszelle beeinflusst, wodurch die Entstehung von Tumoren
beglnstigt werden konnte. Vor diesem Hintergrund waren vor allem Veranderungen

relevant, die Uber die Zeit konstant waren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass der Einfluss des Virus auf die
Transkription wahrend der Latenz auf3erst gering ist. Zwar waren in HDF-Zellen frih
nach Infektion zahlreiche Anderungen der Transkription vorhanden, jedoch lieRen
diese mit zunehmender Zeit nach Infektion nach bis 14 d.p.i. nur noch 158 Gene eine
differentielle Transkription aufwiesen. Nur 30 Gene =zeigten eine differentielle
Transkription zu allen drei untersuchten Zeitpunkten. Von diesen sind 14 mit der
Immunantwort assoziiert und gehen vermutlich auf die auslaufende Antwort der Zelle
auf das initiale Infektionsereignis zurtuck. Auch in MC116-Zellen konnten nur 102
Gene mit einer differentiellen Transkription ermittelt werden. Unter diesen konnte
ebenfalls ein Cluster von Genen, die mit der Immunantwort assoziiert sind,
festgestellt werden. Des Weiteren wurden Cluster von Genen mit Bedeutung fur die
Aktivierung und Differenzierung von Lymphozyten ermittelt. Entsprechend interessant
sind diese Gene, da sie speziell mit dem untersuchten Zelltyp in Zusammenhang
stehen und viele auf Grund ihrer Funktion in der Zell-Differenzierung im
Zusammenhang mit Tumoren stehen. Mit Ausnahme des CXCL10 gab es keine
Schnittmenge der Ergebnisse der Transkriptionsanalyse zwischen HDF- und MC116-
Zellen. Bei diesem handelt es sich um ein Chemokin, welches in die Immunantwort
involviert ist. Daher ist die Ursache fur die erhdhte Transkription vermutlich die KSHV

de novo Infektion.

Der geringe Einfluss auf die Transkription wahrend der Latenz ist insofern nicht
verwunderlich, als das Virus durch ein Minimum an Aktivitat der Immunantwort des
Wirtes zu entgehen und so in der Zelle zu persistieren. Dennoch konnte die
differentielle Transkription einiger Gene ermittelt werden. Fir weitere Analysen sind

vor allem die tumorassoziierten Gene CCND2, EPSTI1 und TGFA (in HDF-Zellen
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detektiert) sowie NME1 (in MC116-Zellen detektiert) relevant. So konnte die
Expression dieser Gene in KSHV-assoziierten Tumoren Uberpruft werden sowie ein
Einfluss eines knockouts der Gene auf entsprechende Tumorzelllinien untersucht

werden.

Auch der Einfluss auf die untersuchten Histonmodifikationen war sehr gering. In
infizierten HDF-Zellen konnten nur finf genassoziierte Bereiche detektiert werden,
die zu allen untersuchten Zeitpunkten verringerte H3K27me3-Level zeigten. Auf
Grund seiner Eigenschaften als Tumorsuppressor ist vor allem das Gen TSHZ2 fur
weitere Untersuchungen relevant, auch wenn im untersuchten Zeitrahmen keine
differentielle Expression festgestellt werden konnte. So waére es interessant die
Expression in langzeit-infizierten- oder KS-Zellen zu Uberprifen. Ausgeldst durch
weitere, unbekannte Faktoren koénnte es dazu kommen, dass die erhohten
H3K27me3-Level schlussendlich zum Tragen kommen und so die Expression des
Transkriptionsfaktors inhibieren. Auch eine Erhéhung der Level des Tshz2-Proteins
in KSHV-infizierten Tumorzelllinien, beispielsweise per lentiviraler Transduktion,
konnte zu Erkenntnissen hinsichtich der Relevanz des Proteins fur die
Tumorentstehung fuhren. Des Weiteren kdnnte die Infektion von TSHZ2 negativen
Zellen oder Zellen mit verminderter Expression des Gens hinsichtlich Faktoren wie

z.B. der Proliferationsrate untersucht werden.

In MC116 Zellen konnten drei Gene mit differentiellen H3K27me3-Leveln identifiziert
werden, welche in tumorassoziierte Signalwege involviert sind. Da es sich um
Rezeptoren flir Wachstumsfaktoren handelt ist entsprechend vor allem eine
Reduktion von H3K27me3 interessant, da diese zu einer erhéhten Expression flihren
kann. Jedoch weist nur FGF12 eine solche auf. Insofern ist fir weitere
Untersuchungen vor allem dieses Gen interessant. Jedoch deutet die erhdhte
Besetzung der anderen beiden Gene darauf hin, dass es sich hierbei um Gene

handeln kdnnte, welche relativ dynamische H3K27me3-Level aufweisen.

Die Analyse des TNFRSF1b, welches sowohl auf Ebene der Transkription als auch
auf Ebene der Histonmodifikationen signifikante Veranderungen aufwies, ergab
keinen funktionellen Einfluss auf die untersuchten Parameter NF-kB und Apoptose in
Folge von TNF-a Stimulation. Die Analyse der Proteinlevel zeigte, dass es trotz
reduzierter Transkription nicht zu einer Reduktion in der Menge des Rezeptors kam.

Auf welche Art und Weise die Zelle diese Kompensation ausibt ist unklar.
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Entsprechend waren Untersuchungen zum Umsatz bzw. zur Stabilitdt des Proteins
und der mRNA interessant. Aullerdem ware eine Untersuchung des Effekts von
reduzierten Rezeptorleveln bei KSHV-Infektion interessant, beispielsweise per
knockdown. Auf diesem Weg kénnte ein Ausfall der Kompensationsmechanismen

der Zelle simuliert werden.
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8 Abkurzungsverzeichnis

°C

Mg

ML
AW
bp
BSA
CaCly
cART

cDNA
ChlIP
CO;

cm

DAPI

DE
DEPC
DMEM
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dNTP
d.p.i.
dsDNA
DTT
EBM2
EBV
EDTA
EGTA
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FCS
FLIP

h
H2AK119ub
H3K4me3
H3K27me3

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Anreicherungswert

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Calciumchlorid

Antiretrovirale Kombinationstherapie (combined anti-retroviral
therapy)

Komplementare DNA
Chromatin-Immunprazipitation

Kohlendioxid
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4',6-Diamidin-2-phenylindol

Spater exprimierte, fruhe Gene (delayed early)
Diethylpyrocarbonat

Dulbeccos’s modified eagle medium
Desoxiribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Tage nach Infektion (days post infecetion)
Doppelstrangige DNA

Dithiothreitol

Endotheliales basales Medium 2
Epstein-Barr-Virus

Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FLICE inhibierendes Protein (FLICE inhibitory protein)
Stunde(n)

Monoubiquitinylierung des Histon 2A an Lysin 119
Trimethylierung des Histon 3 an Lysin 4

Trimethylierung des Histon 3 an Lysin 27
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HCI
HCMV
HDAC
HDF
HHV
HIV
HMT
HRP
HSV

IkBa
kDa
KDM
KOH
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KSHV
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LiCl

mA
MCD

mg

mio
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mMiRNA
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mRNA
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NaF
NaszVO4

Histon-Acetyltransferase
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Humanes Cytomegalovirus
Histon-Deacetylase

Humane dermale Fibroblasten
Humanes Herpesvirus
Humanes-Immundefizienz-Virus
Histon-Methyltransferase
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Herpes-Simplex-Virus
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kilo Dalton

Lysin-spezifische Demethylase
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Kaposi-Sarkom-Herpesvirus
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Latenz-assoziiertes nukleares Antigen
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molar

Milliampere
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Millionen

Minute(n)

micro-RNA
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Boten-RNA (messenger RNA)
Natriumchlorid

Natriumfluorid

Natriumorthovanadat
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NcRNA
NF-kB
NLS
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PAGE
PBS
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PCR
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RIN
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rKSHV
RNA
rem
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TNF-a
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\Y
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nicht-codierende RNA

nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells
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Nuklearer Porenkomplex (nuclear pore complex)
Nukleotide

Offener Leserahmen (open reading frame)
Replikationsursprung (origin of replication)
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Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
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Phorbol 12-myristat 13-acetat
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Replikationskomplex (replication complex)

RNA Integritats-Wert (RNA integrity number)
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rekombinantes KSHV
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Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
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Small ubiquitin-like modifier
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Terminale Repetitionen (terminal repeats)
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Varizella-Zoster-Virus
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