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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 5-Lipoxygenase

1.1.1 Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LO) sind Dioxygenasen, die die Einfihrung von molekularem Sauerstoff in poly-
ungesattigte Fettsauren mit 1-, 4-cis Pentadienstruktur katalysieren konnen [2, 3]. Sie werden
benannt nach der stereospezifischen Position, in welcher sie die Oxidation der Arachidonsaure
(AA) durchfahren. In Saugern gibt es 5-/8-/12- und 15-LO [4, 5] mit jeweils unterschiedlichen
Isoformen. Human sind sechs funktionelle LO-Gene bekannt, die mit Ausnahme der 5-
Lipoxygenase (5-LO) auf Chromosom 17 liegen. 1993 wurde zum ersten Mal die Kristallstruktur
von Lipoxygenase-| aus Sojabohnen charakterisiert [3] und 2011 schlief3lich die der humanen 5-
Lipoxygenase [2]. Diese wird primar in leukozytaren Zellen wie polymorphonukledren Leukozy-
ten (Neutrophilen/Eosinophilen), Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, B-Lymphozyten, dendri-
tischen Zellen sowie in Schaumzellen arteriosklerotischer Plaques exprimiert. 5-LO ist das es-
sentielle Enzym in der Synthese der proinflammatorischen Leukotriene und steht so in direktem

Zusammenhang mit Krebs- und Entzindungserkrankungen.

1.1.2 Regulation der 5-Lipoxygenase

1.1.2.1 5-Lipoxygenase-Gen und -Promotor

Das humane 5-Lipoxygenase-Gen befindet sich auf Chromosom 10 und umfasst eine 71,9 kbp
grofie Region. Charakterisiert wurde es erstmals 1989 durch Funk et. al. [4] und Hoshiko et. al.
[5]. Strukturell besteht das 5-LO-Gen aus 14 Exons und einer Promotorregion, die 5,9 kb
upstream des Transkriptionsstarts liegt. Diese Promotorregion besitzt weder TATA- noch CAT-
reiche Regionen, dafir aber eine Vielzahl von GC-Boxen, was typisch flur sogenannte Haus-
haltsgene ist [6]. Insgesamt umfasst der 5-LO-Promotor acht GC-Boxen, von denen flnf als
Tandemstruktur (-176bp bis -147bp bezogen auf ATG) organisiert sind. In dieser Tandemstruk-
tur sind Uberlappende Bindungsstellen fur Sp1 (Specificity protein 1) (GGGCGGG) und Egr-1
(Early growth response factor-1) (GCGGGGGCG) lokalisiert [7]. Daneben gibt es downstream

noch eine weitere GC-Box (-120bp bis -114bp), die sogenannte GC4-Box und upstream (-239bp
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bis -233bp; -223bp bis -216bp) die GC-Boxen 1 und 2. Im proximalen Promotorbereich ist au-
Rerdem noch eine nicht klassische GC-Box (GGGAGG) lokalisiert (Abb. 1). Uber diese Struktu-
ren wird, nach allem was bekannt ist, die basale Promotoraktivitat reguliert. Mutationsanalysen
haben ergeben, dass vor allem die GC4-Box essentiell fur die Regulation der 5-LO Promotorak-
tivitat ist [8, 9]. Aber auch durch Veréanderungen der Tandemstruktur kommt es zur Hemmung
der Aktivitat, wohingegen die Mutation der nicht klassischen GC5-Box eine Transkriptionsinitiati-

on auslost, was fur deren repressive Wirkung spricht.

Dartber hinaus gibt es auch naturlich vorkommende Mutationen, bei denen es zur Addition oder
Deletion von Sp1-Bindungsstellen in der Tandemstruktur kommen kann, was die unterschied-
lichsten physiologischen und pharmakogenetischen Auswirkungen zur Folge hat. Es wurde zum
einen eine Intimaverdickung und Konzentrationserhohung von C-reaktivem Protein durch ver-
mehrte Leukotrienbildung aufgrund von 5-LO-Aktivitatssteigerung beschrieben [7]. Aber auch
ein vermindertes Ansprechen auf den 5-LO-Inhibitor ABT-761 in klinischen Studien zur Asthma-
therapie [10], was eher flr eine verringerte Aktivitat spricht. Generell 18sst sich also sagen, dass
die im 5-LO-Promotor vorhandenen GC-Boxen essentiell an dessen Aktivitatsregulation beteiligt

sind.
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Abbildung 1: Struktur des 5-LO-Gens und Charakterisierung der GC-Boxen in der Promotorregion modifiziert
nach Radmark et. al. [6]; Das 71,9kbp grofRe 5-LO-Gen, welches auf den Chromosom 10 lokalisiert ist, kann in
14 Exons unterteilt werden. Dargestellt sind die Bindungsstellen der verschiedenen Transkriptionsfaktoren im 5-

LO-Promotor, sowie regulatorische Elemente im distalen Bereich.
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1.1.2.2 Genregulation durch Sp1

Sp1 ist ein humaner Transkriptionsfaktor, der ubiquitar in nahezu jedem Gewebe exprimiert wird.
Er kann sowohl aktivierende als auch reprimierende Wirkung auf Promotoren unterschiedlichster
humaner und auch viraler Gene ausiben, und Gbernimmt so eine duale Rolle in der Genexpres-
sion [11, 12]. Gesteuert werden zelluldre Prozesse wie Differenzierung, Onkogenese [13-15]
und der Zellzyklus [16]. Sp1 gehort zur Familie der Sp/KLF (Specificity protein/Krippel like fac-
tors) und weist eine zu 65% konservierte DNS-Bindungsdomane mit drei Zinkfinger-Motiven auf
[17]. Die Sp1-Expression ist autoreguliert, da sein Promotor Uber Sp1-Bindungsstellen verfiigt
[18]. Diese haben die Sequenz (GIT)GGGCGG(G/A)(G/A)CT oder
(GIM(G/IA)GGCG(GIT)(G/A)G/A)(C/T) [19-21]. In Studien konnte gezeigt werden, dass Sp1 fur
die basale Transkription verantwortlich zu sein scheint [9], wahrend Sp3 (Specificity protein 3),
ebenfalls ein Transkriptionsfaktor der Sp/KLF Familie, die induzierbare Transkription steuert [8,

11,12, 22].

Die promotorbeeinflussende Wirkung von Sp1 kann durch vielfaltige Regulationen verandert
werden (Abb. 2). Zum einen ist das zellulare Gleichgewicht von Sp1 und Sp3 entscheidend fiir
die Promotoraktivitat [12]. Am Beispiel des E2F (E2-factor)-assoziierten Phosphoprotein Promo-
tor konnte gezeigt werden, dass ein erhohter Sp1-Spiegel in Relation zu Sp3 zu einer verstarkten
Transkription fihrt [23] und somit korreliert der Sp1-Spiegel mit der Prognose diverser Krebsar-
ten wie Brustkrebs, Pankreaskrebs, Kolon- und Lungenkarzinomen [15, 24]. Ein weiterer Aspekt
in der Sp1-vermittelten Promotoraktivierung ist die Veranderung der DNS-Bindungsaffinitat auf-
grund von unterschiedlichen Protein-Protein-Interaktionen [12, 25]. Sp1 bindet als Tetramer an
seine Response-Elemente und kann weitere Proteine bzw. Proteinkomplexe wie Transkriptions-
faktoren oder Chromatin-remodelling-Faktoren [12] rekrutieren. Dies kann zur Aktivierung oder
Repression der Transkription fuhren. Sp1 kann sowohl mit Histondeacetylasen (HDAC) wie
HDAC1 [26] oder dem repressiven Sin3A HDAC1/HDAC2-Komplex [27], als auch mit der
DNMT-1 (DNS-Cytosin-Methyltransferase-1) [28] interagieren und so auf den Chromatinstatus
Einfluss nehmen. Daneben gibt es zahlreiche Veroffentlichungen zu Komplexen zwischen Sp1
und unterschiedlichsten Transkriptionsfaktoren wie AP-2 (Activating protein-2), NFAT-1 (Nuclear
Factor of activated T-cells-1), p53, SMAD2-4 (Sma and Mad related Family 2-4), YY1 (Ying

Yang1), Ets-1 (v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1), c-myc, c-Jun, Egr-1 [15,
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29-34], aber auch Interaktionen mit nukledren Rezeptoren wie RXR (Retinoid-X-receptor), VDR

(Vitamin-D-receptor ) oder PPAR (Peroxisom-proliferator-activated-receptor ) [35-37].

Sp1/Sp3
Gleichgewicht

Posttranslationelle
Veranderungen

Komplexbildung

Glycosylierung Phosphorylierung

6 ﬁ mit Chromatin mit Transkriptions-  mit nuklearen

Acetylierung ~ SUMOylierung remodelling Faktoren faktoren Rezeptoren

Abbildung 2: Regulation der zellularen Sp1-Aktivitat; Die zellulare Aktivitat von Sp1 wird bestimmt durch das
Sp1-Sp3 Gleichgewicht, aber auch durch posttranslationale Modifikationen wie Glycosylierung, Phosphorylie-
rung, Acetylierung und SUMOylierung. Des Weitern kann Sp1 regulative Komplexe mit Transkriptionsfaktoren,

nukledren Rezeptoren oder Chromatin-remodelling-Faktoren eingehen.

Das Ausmafd der Aktivitat von Sp1 kann weiterhin Uber posttranslationale Verédnderungen wie
Acetylierung, SUMOylierung, Glycosylierung und Phosphorylierung beeinflusst werden. Modifi-
kationen durch SUMOs (small ubiquitin-related modifiers) wirken auf die Sp1-Proteinstabilitat,
die Chromatinregulierung sowie die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren ein [15, 38]. Im Fall von
Sp1 wird die Aktivitat herabgesetzt und der proteosomale Abbau durch Veranderung der sub-
zellularen Lokalisation gesteigert. Eine weitere Modifikation stellt die Acetylierung von Sp1 durch
p300 [39-41] dar, die eine Steigerung der DNS-Bindungsaffinitat induziert [42]. Der Sp1-
Glycosylierungsstatus wird durch [3-N-Acetylglucosamin und N-Acteyl-D-glucosaminidase be-
stimmt. Er kann durch den verstarkten Abbau nach Hypoglycosylierung repressiven oder auch
durch Veranderung der nukledren Lokalisation induktiven Einfluss nehmen [43]. Eine letzte, sehr
wichtige regulative posttranslationale Modifikation ist die Phosphorylierung, welche eine Translo-
kation von Sp1 aus dem Zytoplasma in den Zellkern hervorrufen [12] und dadurch die DNS-

Bindungsaffinitat positiv oder negativ beeinflussen [12, 44, 45] kann. Darlber hinaus kann
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phosphoryliertes Sp1 auf das Aktivierungspotential von Transkriptionsfaktoren unabhangig von
deren DNS-Bindung einwirken [46, 47]. Vermittelt wird diese Modifikation durch unterschiedliche
Kinasen wie CDK (Cyclin dependend kinase) [44], ERK (extracellular signal-related kinase) [48],
MAPK (mitogen-activated protein kinase) [47] und die DNA-PK (DNA dependend protein kina-
se) [45].

1.1.2.3 Weitere Bindungsstellen und Response-Elemente im 5-LO-Promotor

Neben den bereits beschriebenen GC-Boxen als Bindungsstellen fur Sp1 sind weitere Bin-
dungsstellen im 5-LO-Promotor bekannt. Zum einen fur klassische Transkriptionsfaktoren wie
Pu.1 (spleen focus forming virus proviral integration oncogene spi1), NFAT, NFkB (nuclear
factor kappa B), AP2, Egr-1 und YY1 aber auch Response-Elemente fur Vitamin D3, TGFR

(transforming growth factor-3) und Smads.

Der Transkriptionsfaktor Pu.1, auch Spi1 genannt, ist ein Mitglied der ETS Familie und wird als

Produkt des Protoonkogens sfpi-1 [49] ausschlieRlich in haemopoetischen Zellen wie Monozyten
oder B-Zellen in hohen zellularen Konzentrationen exprimiert [49-52]. Pu.1 reguliert Gene, die
mit Prozessen wie Apoptose, Differenzierung, Zellwachstum oder Immunantworten assoziiert
sind, beispielsweise die Rezeptoren der Wachstumsfaktoren GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating-factor) und M-CSF (macrophage colony-stimulating-factor) [53, 54] sowie die
Adhasionsmolekile CD14 (cluster of differentiation 14), CD18 [55] oder CD11b [56]. Allen Pu.1-
regulierten Genen gemeinsam ist das Fehlen der TATA-Box in der Promotorregion. Stattdessen
befinden sich strangaufwarts des Transkriptionsinitiationsstart (TIS) Pu.1-Bindungsstellen. Diese
sehr purinreichen Sequenzen sind vom Typ GGAA und meist in raumlicher Nahe mit anderen
Bindungsstellen ubiquitérer Transkriptionsfaktoren wie Sp1, RUNX1 (runt-related transcription
factor 1) oder C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) angeordnet. Die N-terminale transakti-
vierende Domane von Pu.1 kann mit TBP (TATA binding protein) und verschiedensten TAFs
(TATA associated factors) interagieren und so die basale Transkriptionsmaschinerie wie z.B.
TFIID (TATA box binding factor IID) rekrutieren [57]. DarUber hinaus konnte eine synergistische

Interaktionen zwischen Pu.1 und C/EBP [58-60] oder auch c-Jun und c-fos [61] gezeigt werden.



Einleitung

Ein direkter Nachweis der Bindung von Pu.1 an den 5-LO-Promotor bzw. eine funktionelle Beein-

flussung konnte bisher nicht in vivo gezeigt werden.

Zu der Familie der NFAT Transkriptionsfaktoren gehdren die vier, Uber Calciumstimulus regulier-
ten Proteine NFAT1-4 und NFAT5, welches Uber hyperosmotischen Stress induziert wird [62,
63]. Erstmals wurden diese Faktoren in T-Zellen identifiziert [64], neuere Studien zeigen jedoch
auch eine Expression in vielen anderen Zelltypen. So findet sich beispielsweise NFAT1 in Mast-
zellen, NK Zellen, Monozyten und Makrophagen, sowie in neuronalen Zellen, Endothelien, Myo-
zyten, Chondrozyten, Keratinozyten und Adipozyten [65-68]. Sie regulieren zellulare Vorgange
wie Zellzyklus, Differenzierung, Apoptose oder Tumorgenese lber Bindung an Promotor/ En-
hancer Regionen von Zytokinen wie IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y (Interferon-y) oder TNFa (tumor
necrosis factor a), aber auch Poteinen wie CD40L, CDK4 und Cyclooxygenase 2 (COX-2) [69-
74]. Strukturell lassen sich die NFAT-Transkriptionsfaktoren in zwei Domanen aufteilen: Die stark
konservierte DNS-Bindungsdoméne, die Ahnlichkeiten mit inrem Analogon der REL (v-re! reticu-
loendotheliosis viral oncogene homolog) -Familie aufweist [75], und die N-terminale NFAT-
Homologie Region [76]. Die DNS-Bindung erfolgt Uber die 9 bp Konsensussequenz
(AJT)GGAAA(A/N)(A/T/C)N und geht oft mit einer Interaktion von AP1 einher [77], die die NFAT-
DNS-Interaktion zusatzlich stabilisieren kann. Aktiviert wird NFAT Uber Calcineurin (Calci-
um/Calmodulin activated Serin/Threonin Phosphatase), welches nach Erhohung des intrazellula-
ren Calciumspiegels die Dephosphorylierung von NFAT induziert, sodass dieses in den Zellkern
transloziert und an die Promotorregionen binden kann [76]. Bisher konnte jedoch keine Regula-

tion der 5-LO-Promotoraktivitdt durch NFAT gezeigt werden.

NFkB ist einer der am meisten untersuchtesten Transkriptionsfaktoren, da er in vielfaltigen zellu-
laren Regulationsmechanismen involviert ist. Er wird aktiviert durch inflammatorische Stimuli wie
LPS, TNFaq, IL-1, freien Radikalen, UV Strahlung, virale oder bakterielle Infektion oder auch B-
und T-Zellaktivierung [78]. Beeinflusst werden dadurch die Immunantwort, Proliferation und
Tumorgenese der Zelle. NFkB stellt ein Heterodimer dar und kann aus verschiedenen Unterein-
heiten zusammengesetzt sein: RelA (p65), RelB, c-Rel, NFkB1 (p50/p105), NFkB2 (p52/p100),
wobei nur die ersten drei transaktivatorische Aktivitat zeigen [79]. NFkB1 und NFkB2 sind Pre-
cursorproteine und werden nach proteosomalem Abbau aktiv werden. Aufgebaut sind alle

NFkB-Faktoren aus einer N-terminalen Rel-Homologie Doméne (RHD), die sowohl die DNS-
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Bindung als auch die Dimerisierung vermittelt. C-terminal befindet sich das nukleadre Lokalisati-
onssignal (NLS), welches die Lokalisation des zytoplasmatischen Proteins bestimmt. In ruhen-
den Zellen ist NFkB an inhibitorische Proteine, die sogenannten IkBs (inhibitors of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells), gebunden [80]. Diese tragen eine ankyrin repeat Doma-
ne (ARD) aus 30-33 sich wiederholenden Aminosauren, Uber welche sie mit NFkB interagieren
und dessen NLS abdecken. Die Aktivierung von NFkB erfolgt Uber Phosphorylierung der IkB-
Einheit durch den IkB-Kinase-Komplex (IKK), die daraufhin vom Ubiquitin-Ligase-Komplex poly-
ubiquitinyliert wird, was zum proteosomalem Abbau fuhrt. Im Anschluss kénnen Coaktivatoren
wie CBP/p300 rekrutieren werden, welche durch Histonacetylierung die Transkription zusatzlich
steigern konnen [81, 82]. Die DNS-Bindung erfolgt an Sequenzen der Struktur
GGG(A/G)NN(C/T)(C/T)CC oder (A/C/T)GGA(A/G)N(C/T)(C/T)CC und initiiert so die Promotorak-
tivierung. Ein direkter Nachweis der NFkB-Bindung am 5-LO-Promotor konnte bisher nicht er-
bracht werden, allerdings wird der Cyclooxygenase-2-Promotor Uber NFkB reguliert [83]. In
vielen Veroffentlichungen ist darUber hinaus eine Beeinflussung der NFkB-Aktivitat und -
Lokalisation durch Fettsauren beschrieben. So wird beispielsweise durch Arachidonsaure die
NFkB-Aktivitat erhoht [84] und durch cPLA, (zytosolische Phospholipase A,)-Inhibitoren vermin-
dert [85].

Zur Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren gehoren funf Proteine: AP-2a, AP-28, AP-2y, AP-25,
AP-2¢ [86]. Strukturell bestehen sie aus einer konservierten C-terminalen DNS-Bindungs- und
Dimerisierungsdomanen und einer N-terminalen prolin- und glutaminreichen transaktivierenden
Doméne [87, 88]. In dieser befinden sich je nach Isoform zumeist PY-Motive (XPPXY) die essen-
tiell fur die transkriptionelle Aktivitat sind. AP-2 bildet Hetero- und Homodimere, die mit anderen
Coaktivatoren oder Transkriptionsfaktoren wie CBP/p300 [89], Sp1 [32], c-myc [90], YY1 [91, 92]
oder p53 [93] interagieren konnen. Die Aktivierung kann Uber zwei unterschiedliche Wege er-
folgen: Zum einen Uber den Phorbolester-induzierten Proteinkinase C (PKC)-Pathway oder den
cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) Pathway [94]. Aber auch Zellstress wie UV-Strahlung
oder Sauerstoffradikale fihren zur AP-2 Aktivierung [95, 96]. In vielen zelluldaren und viralen
Enhancerregionen erfolgt die DNS-Bindung an palindromischen GC-reichen Sequenzen des
Typs GCCNNNGGC [97]. Ebenso konnen GC-reiche Sequenzen von AP-2 mit niedrigerer Affini-
tat gebunden werden [86]. Reguliert werden so Vorgéange wie Apoptose, Migration, Differenzie-

rung oder Tumorgenese [97-99]. Die Regulierung der 5-Lipoxygenase tber AP-2 konnte bislang
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noch nicht gezeigt werden, es sind lediglich mogliche Bindungsstellen in der Promotorregion
der 5-LO und 15-LO beschrieben [9, 119]. Fur andere Enzyme des Fettsaurestoffwechsels wie

COX-2 und cPLA, hingegen wurde der AP-2 Einfluss nachgewiesen [100].

Egr-1 ist im Unterschied zu NFkB ein Transkriptionsfaktor, der Uber die Biosynthese reguliert
wird. Ohne Stimulation liegen zumeist nur niedrige zellulare Proteinspiegel vor, die nach Aktivie-
rung der Egr-1 Signalkaskade schnell ansteigen kdnnen. Vermittelt wird die Induktion von Egr-1
durch Wachstumsfaktoren oder Zytokine. Nach dem Anstieg des intrazellularen Calciumspiegels
erfolgt die Egr-1 Expression, die von verschiedenen Pathways wie MAPKs, ERK, JNK (c-Jun N-
terminal kinase) oder p38 beeinflusst wird [101, 102]. Aufgebaut ist das Protein aus der DNS-
Bindungsdoméne bestehend aus drei Zinkfingern [103], die GC-reiche Sequenzen binden kdn-
nen, und der N-terminalen transaktiven Domane [23]. Dartber hinaus gibt es am 5°-Ende der
Zinkfinger-Region eine inhibitorische Domane. Egr-1 kann demnach sowohl aktivierend als auch
inhibierend auf die Transkription einwirken. Dies ist unter anderem auch von der Assoziation mit
Cofaktoren abhangig, so kann Egr-1 mit CBP/p300 [104] aber auch mit den Corepressoren
NAB1/NAB2 (NGFI-A binding protein) interagieren [105]. Die Konsensussequenz der DNS-
Bindung ist vom Typ TGCG(T/G)(G/A)GG(C/A/T)G(G/T) [106] und ahnelt damit sehr dem Bin-
dungsmotiv der Transkriptionsfaktoren Sp1 oder WT1 (Wilms tumor 1) [107]. Diese Motive sind
in vielen Promotorregionen vorhanden, so zum Beispiel bei TGFR [106], M-CSF, PDGF-A/B (pla-
telet derived growth factor) [30, 108, 109] oder auch im Egr-1 Promotor selbst [110], was eine
positive Ruckkopplung bewirkt. Vor allem in Endothelzellen, Myozyten, Monozyten und
Makrophagen spielt Egr-1 vermittelte Transkription eine Rolle und greift in Vorgange wie Entzin-
dung, Wundheilung, Hyperpermeabilitdt und Apoptose ein [111-113]. Eine Verbindung zu arteri-
osklerotischen, vaskularen Erkrankungen konnte gezeigt werden [107, 114, 115]. Fir den 5-LO-
Promotor wurde die Egr-1-Bindung an der Tandem-GC-Box Uber Gel-Shift-Assays nachgewie-
sen [5]. Allerdings zeigte sich in Mono Mac 6 Zellen, dass nach Differenzierung mit Vitamin-D
und TGFR die Expression von 5-LO ansteigt, diese Induktion jedoch nicht mit dem zellularen
Egr-1 Spiegel korreliert. Eine Induktion der Egr-1 Expression durch PMA resultierte nicht in einer
verstarkten Expression der 5-LO. Egr-1 scheint damit, anders als Sp1, die basale Expression der

5-LO zu regulieren [7, 8].
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YY1 ist ein ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor der GLI-KrUppel like Familie [116]. Er regu-
liert unter anderem Vorgange wie Hematopoese, Wachstum, Differenzierung und Zellzyklus
[117, 118]. Abhangig von der Zyklusphase ist er im Zellkern (G1) oder im Zytoplasma (S) lokali-
siert [119]. YY1 besitzt vier Zinkfinger Motive [118, 120], eine C-terminale repressive und eine N-
terminale transaktivierende Doméane und kann damit sowohl als Aktivator als auch als Repressor
wirken [118, 121-123]. Zumeist interagiert er mit Coaktivatoren wie CBP oder p300 [124], Co-
repressoren wie HDACs [124] oder den Transkriptionsfaktoren AP1, AP-2, Sp1, NFAT, NF«B [29,
73, 91, 92, 125]. Die Konsensussequenz der Bindung ist AGATGGC oder die verkirzten Versio-
nen ACAT bzw. CCAT [126]. Die Transaktivierung kann unabhangig vom Vorhandensein einer
TATA-Box ablaufen [29], da YY1 in der Lage ist, das TBP zu ersetzen und TFIIB (transcription
initiation factor /IB) und die RNS-Polymerase Il (RNA Pol Il) direkt zu rekrutieren [127, 128]. Im 5-
LO-Promotor sind partielle Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors YY1 zu finden, allerdings

konnte bisher im Unterschied zu COX-2 keine Regulation gezeigt werden [129].

Neben den hier aufgefuhrten klassischen Transkriptionsfaktoren kann der 5-LO-Promotor auch
Uber den Vitamin-D Rezeptor, respektive die VDRE (Vitamin-D Response element) reguliert
werden. Die Synthese des aktiven Vitamin-D-Metaboliten Calcitriol (1,25-Dihydroxy Vitamin-D)
als VDR-Ligand, ist ein mehrstufiger Prozess. In der Epidermis wird zunachst aus Cholecalciferol
unter UV-Einwirkung 7-Dehydrocholesterol gebildet, welches in der Leber an Position 25 und
anschlie3end in der Niere an Position 1 zum Dihydroxy-Vitamin-D metabolisiert wird. Diese akti-
ve Form kann Uber Bindung an den nuklearen Vitamin-D-Rezeptor regulativ wirken [130]. Dar-
aufhin kommt es zur VDR-Phosphorylierung, was eine Konformationsanderung bewirkt. VDR
bildet Heterodimere mit RXR und gleichzeitig kommt es zur Freisetzung von Corepressoren wie
NCoR (nuclear receptor corepressor), SMRT (nuclear receptor corepressor 2) oder HDACs
sowie zur Rekrutierung von Coaktivatoren wie SKIP (SNW domain containing 1 protein), CREB
(cAMP responsive element binding protein) oder p300 [36, 131]. Diese Coaktivatoren vermitteln
Uber Beeinflussung des Histonacetylierungsstatus eine Offnung der Chromatinstruktur, so dass
der VDR-Komplex an das VDRE binden kann. Diese hat die Sequenz GGTCCANNNGGTCCA.
Klassischerweise reguliert Calcitriol die Calciumendokrinologie [132], aber auch Differenzierung,
Proliferation und Apoptose. Die Heterodimere bilden darlber hinaus eine Plattform zur Bindung
weiterer Transkriptionsfaktoren [133], was zur VerknUpfung unterschiedlichster zellularer Signal-

wege flhren kann. Gut beschrieben ist die synergistische Wirkung von Calcitriol und TGFR [134,
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135]. Fur die 5-LO konnte bestéatigt werden, dass die Behandlung von Calcitriol und TGF[ die
Genexpression in myeloiden Zellen wahrend der Differenzierung steigern kann [136]. Die Se-
quenz des Promotors zeigt einige VDREs sowohl im proximalen als auch im distalen Bereich fur
die mittels DNasel-Footprint-Assay eine Bindung von VDR nachgewiesen wurde, wobei das
VDRE2 (-2304 bp bis -2287 bp) im Reportergenassay die hochste Bindungsaffinitat zeigt [137].
Weitere 22 VDREs fanden sich in der codierenden Sequenz der 5-LO [138]. Gel-Shift-Assays
und Immunoprazipitationen konnten drei VDREs aufierhalb des Promotors (Exon10, Exon12,
Intron M) verifizieren, die entscheidend flur die 5-LO-Expression sind. Nach Calcitriol/TGF[3-
Behandlung andert sich der Histon-Code hin zu einem offenen Chromatin mit H4-Acetylierung,
H4K20-Monomethylierung und H3K36-Trimethylierung, was dem VDR-Komplex eine Bindung
ermoglicht [139]. Die Induktion 1auft demnach promotorunabhéngig Uber alternative Mechanis-

men wie Stabilisierung der Elongation ab.

1.1.2.4 Genregulation durch Histonmodifikation

Die organisierte humane DNS, bezeichnet als Chromatin, bildet eine Nucleosomenstruktur. Je
146 bp umschlielen ein Octamer aus zwei Histonproteinen H2A, H2B, H3 und H4. Daruber

hinaus bildet das Histonprotein H1 einem Linker, der den Komplex stabilisiert (Abb.3) [140].

Octameric histone core
|

10 nm
dutieded)

Q‘ DNA

R H1 histone

Nucleosome

Abbildung 3: Nucleosomale DNS-Organisation [141]; Im Chromatin liegt die DNS um Histonproteine gewickelt
vor und bildet so die kleinste Untereinheit, das Nucleosom; 146 bp umschlieRen dabei ein Octamer aus Histo-

nen, welches Uber Histon H1 als Linker stabilisiert wird.
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Das so organisierte Chromatin kann weitergehend nach transkriptioneller Aktivitat in das Eu- und
das Heterochromatin unterteilt werden. Das Euchromatin ist transkriptionell aktiv, da hier
Transkriptionsfaktoren und der RNS-Polymerase-Komplex binden k&nnen, wohingegen man als
Heterochromatin die transkriptionell inaktiven Strukturen bezeichnet. Hierzu zahlen Regionen wie
die Zentromere oder Telomere, die zumeist stark methyliert vorliegen [142]. Die Histone beste-
hen aus einem globularen Zentrum mit endstadndigen N-terminalen Lysinresten, die aus der
Struktur herausragen. Diese unterliegen verschiedenen posttranslationale Modifikationen (PTM).
Veranderungen entstehen durch Acetylierung [143], Methylierung [144], Ubiquitinylierung [145],
Phosphorylierung, ADP-Ribosylierung, Deimination, Prolin-lIsomerisierung und Propionylierung
sowie SUMOylierung. Muster fur posttranslationale Modifikationen sind bereits fur Gber 60
Histonreste bekannt [146] und durch Mono-, Di- bzw. Trimethylierungen an Lysin- oder Arginin-
Resten erhoht sich die Moglichkeit fir weitere PTMs. Der resultierende Histoncode bestimmt
durch die Kombination der Veranderungen den Status des Genabschnitts [147-150] und regu-
liert so Prozesse wie Transkription, Replikation und DNS-Reparatur. Eine Ubersicht der wichtigs-
ten Modifikationen und ihrer funktionellen Einflisse auf die Transkription sind in Tabelle 1 darge-

stellt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die posttranslationale Modifikationen verschiedener Histone nach [151]

Modifikation Aminosaure | Histon (Position) Auswirkung Enzymklasse
Acetylierung Lysin H3 (9,14,18,23,56) | Aktivierung Histonacetyltransferasen
H4 (5,8,12,16) (p300/CBP)
H2A, H2B
Phosphorylierung | Serin, H3 (S19) Aktivierung Proteinkinasen
Threonin H2A (MSK1, MSK2)
H2B
Methylierung Arginin H3 (17) Aktivierung Protein Arginin Methyltransferase
H4 (3) (PRMT4)
Lysin H3 (4,36,79) Aktivierung Histonmethyltransferasen
H3 (9,27) Repression (G9a)
H4 (20)
Ubiquitinylierung | Lysin H2B (120) Aktivierung Ubiquitin konjugierende Enzyme
H2A (119) Repression (UBCH®)
SUMOQylierung Lysin H2B (6/7) Repression SUMO konjugierende Enzyme
H2A (126) (UBCY9)
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1.1.2.4.1 Histonacetylierung

Der Acetylierungsstatus der Histone entscheidet Uber Aktivierung oder Repression der
Transkription der betroffenen Gene und wird durch Histonacetyltransferasen (HAT) und HDAC
reversibel reguliert. Acetylierung von Histonen fuhrt zu einer Aktivierung der Transkription, da es
zu einer Neutralisation der positiv geladenen Lysin-Reste kommt. Dadurch nimmt die Interaktion
zwischen den Histonen und der DNS sowie zwischen den Nucleosomen untereinander ab [152,
153] und die Chromatinstruktur wird destabilisiert, sodass der Transkriptionsinitiationskomplex

binden kann und Transkription stattfindet.

HATs Ubertragen vom Substrat Acetyl-CoA den Acetylrest auf das N-terminale Ende der Histon-
Lysinreste [154]. Das so entstandene hyperacetylierte Chromatin ist transkriptionell aktiv. Aller-
dings dienen nicht nur Histone als Empfanger, auch weitere Proteine wie Transkriptionsfaktoren
konnen durch HATs acetyliert werden. Die ubiquitar exprimierte p300/CBP-Gruppe ist der be-
deutendste Vertreter der HAT-Familie [155] und reguliert meist als Komplexpartner den Acetylie-
rungsstatus von Histonen, Transkriptionsfaktoren wie Sp1 und Sp3, aber auch mit nukledren

Rezeptoren [39, 42, 148].

Deacetylierungen durch HDACs hingegen reduzieren den Abstand zwischen Nucleosom und
DNS und fuhren zu einem geschlossenen Chromatin. Die Familie der HDACs ist in 4 Klassen
unterteilt (Tab.2). Alle Enzyme sorgen flr die Hypoacetylierung des Chromatins und somit fir
Repression der Transkription [156]. Klasse |, Ila, Ilb und IV sind Zink-abhangige Enzyme [157],
wahrend die Klasse lll, die sogenannten Sirtuine, Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (NAD)
als Cofaktor bendtigen. Die Lokalisation der einzelnen HDACs ist Typ-abhangig, wahrend zum
Beispiel HDAC1 und 2 nur im Zellkern vorkommen wie, liegt HDAC3 sowohl zytosolisch als auch
nuklear vor. Die Klasse Il hingegen zeigt eine definierte Gewebsspezifitat, so sind zum Beispiel
HDAC4, 5 und 9 in Herz-, Skelettmuskulatur und Gehirn exprimiert. Die HDACs sind wie die
HATs hauptsachlich Partner regulativer Komplexe [149], so ist HDAC3 Teil des repressiven
SMRT/NCoR-Komplexes [151, 158]. Neben Histonen kdnnen HDACs auch weitere Proteine

deacetylieren, darunter fallen unter anderem p53, E2F oder MyoD [159].


http://de.wikipedia.org/wiki/Nicotins%C3%A4ureamid
http://de.wikipedia.org/wiki/Adenin
http://de.wikipedia.org/wiki/Dinukleotid
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Tabelle 2: Klassifizierung der Histondeacetylasen nach ihrer Homologie zu Sequenz- und Domanenverwandt-

schaft nach Gregoretti et. al. [160]

Klasse Histondeacetylase

| HDAC1
HDAC2
HDAC3
HDACS8
lla HDAC4
HDAC5
HDAC7
HDAC9
lle] HDACG6
HDAC10

1 Sirtuine

v HDAC11

1.1.2.4.2 Histonmethylierung

Auch Histonmethylierungen beeinflussen die Aktivitat der Transkription in repressiver Weise. Im
Gegensatz zu den Acetylierungen stellt die Histonmethylierung eine Modifikation der Stickstoff-
atome in den Seitenketten von Arginin oder Lysin dar [161]. Hauptsachlich betroffen sind die
Histone H3 und H4. Katalysiert wird die Methylierung von Arginin durch die Protein-Arginin-
Methyltransferasen (PRMTs), die eine Mono-, Di- oder Trimethylierung induzieren kénnen [162].
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Argininmethylierung eine magliche Rolle
in der Genregulierung bei Tumorsuppression spielt [162-164]. Methylierungen an Lysinresten
werden durch Histon-Methyltransferasen (HMTs) katalysiert. Oft sind die methylierten Lysinreste
ebenso Targets fur Acetylierungen. p300 erkennt H3K4me und acetyliert daraufhin H3 und H4
[165]. Im Unterschied zu Argininmethylierung, die immer zur Aktivierung fuhrt, zeigt die Lysin-
methylierung sowohl repressiven als auch aktivierenden Einfluss. Zum Beispiel wird durch H3K9
oder H4K20 eine heterochromatine Struktur erzeugt und H3K4 und H3K36 sorgen fur eine Akti-
vierung der Transkription [166]. Ebenso wie die Acetylierung kann auch die Methylierung rever-
tiert werden, durch die sogenannten Demethylasen wie LSD (Lysin Demethylase) [167] oder
JMJD (jumonji-domain-containing Demethylase) [168], sodass sich auch fur diese posttransiati-

onale Modifikation eine dynamische Regulationsmoglichkeit ergibt.
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1.1.2.5 Regulation des 5-Lipoxygenase-Promotors durch Histonmodifikationen

Der Promotor der 5-Lipoxygenase kann durch Histonmodifikationen in seiner Aktivitat beeinflusst
werden. Ein erster Hinweis hierfir war die Verdffentlichung von Koshihara et al. [169], in welcher
eine Aktivitatserhdhung nach Inkubation mit n-Butyrat, einem HDAC-Inhibitor [170], gezeigt
werden konnte. Eine Korrelation zwischen der HDAC-Inhibition durch den pan-HDAC-Inhibitor
Trichostatin A (TsA) und der 5-LO-Promotoraktivitat sowie der mRNS-Expression lieferte 2003
Klan et. al. [171]. Es konnte darlber hinaus durch Mutationsanalysen geklart werden, dass die-
ser Effekt hauptsachlich GC4- bzw. GC5-Box abhingig zu sein scheint (1.1.2.1), da durch Dele-
tion dieser Region die Induktion nahezu verloren geht. Chromatinimmunopraziptationen bestatig-
ten, dass nach TsA-Behandlung Sp1 verstarkt an den proximalen 5-LO-Promotor und Sp3 an die
distalen Promotorbereiche rekrutiert wird [9]. Durch Untersuchung selektiver HDAC-Inhibitoren
sowie dem gezielten Knock-down einzelner HDACs, wurde verdeutlicht, dass die Regulation des

5-LO-Promotors hauptsachlich durch HDAC3, aber auch durch HDAC?2, vermittelt wird [172].

1.1.3 Proteinstruktur und Regulation der zellularen Aktivitat der 5-Lipoxygenase

1.1.3.1 Struktur der humanen 5-Lipoxygenase

Die humane 5-Lipoxygenase ist ein 78 kDa grofies Enzym, welches aus zwei funktionellen Do-
manen besteht: der N-terminalen regulatorischen Doméne (AS 1-121) und der C-terminalen
katalytischen Domane (AS 121-673) [2, 173, 174]. 2011 wurde die Struktur der humanen 5-

Lipoxygenase von Gilbert et al. aufgeklart (Abb.4) [2].

Die regulatorische Doméne besteht acht antiparallelen R-Faltblattern und weist somit Ahnlichkeit

zu C2-Doménenstrukturen auf. Uber diese Doméne wird die Calcium-abhéngige Bindung der 5-
LO an die Kernmembran vermittelt. Essentiell sind dafur die Tryptophane W13, W75 und W102
[175] (Abb. 6). Darliber hinaus kénnen Liganden wie Lipide (z.B. Phosphatidylcholin (PC)),
zweiwertige Kationen (Calcium, Magnesium) oder Coactosin-like protein (CLP) gebunden wer-

den [176, 177], die sich positiv auf die Aktivitat des Enzyms auswirken.
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Die katalytische Doméane dagegen besteht aus a-Helices und enthalt das aktive Zentrum [174].

In diesem ist ein nicht Ham-Eisen lokalisiert, welches essentiell fur die Enzymaktivitat ist. Das
Eisenatom wird Uber drei Histidine (372, 367, 550), ein Isoleucin (673) und ein Asparagin (554)
in seiner Position verankert [178]. Im inaktiven Zustand liegt Fe2+, im aktiven Fe3+, vor. Die kataly-
tische Aktivitat der 5-LO korreliert mit dem Redoxzustand des Eisens [179, 180]. Zellular kann
diese Oxidation durch Lipidhydroperoxide, reaktive Sauerstoffspezies und Glutathionperoxida-

sen (GPx) beeinflusst werden [181].

Abbildung 4: Struktur der humanen 5-Lipoxygenase; Dunkelgrau die C2-ahnliche regulatorische Domane, hell-
grau die katalytische Domane mit dem aktiven Zentrum (rosa) und den nicht Ham-Eisen (orange) aus Gilbert et.

al. [2]
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1.1.3.2 Leukotrienbiosynthese

Die 5-LO katalysiert die ersten zwei Schritte der Leukotrienbiosynthese. Mittels der Oxygena-
seaktivitat wird die Arachidonséure nach Entfernung eines Wasserstoffs am C-7 und Insertion
von molekularem Sauerstoff am C-5 zur 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-HPETE) oxidiert.
Im nachsten Schritt dehydratisiert die 5-LO 5-HPETE zu dem instabilen Epoxid Leukotrien A4
(LTA4). Neben der Reaktion zu LTA4 kann 5-HPETE auch zum korrespondierenden Alkohol 5-
Hydroxyeicosatetraensaure (5-HETE) durch Glutathionperoxidasen oder auch durch die Pseu-
doperoxidaseaktivitat der 5-LO umgewandelt werden. In einem weiteren Oxidationsschritt bildet
sich aus 5-HETE 5-oxo-Eicosatetraensaure (5-oxo-ETE), katalysiert durch 5-Hydroxyeicosanoid
Dehydrogenase (5-HEDH) (Abb.5). Das Verhaltnis der Bildung von LTA4 und 5-oxo-ETE ist ab-

hangig von zellularen Faktoren wie z.B. oxidativem Stress [6, 182].

LTA4 kann im Weiteren je nach Zelltyp zu Leukotrien B4 (LTB4) oder zu Cysteinyl-Leukotrienen
(CysLT) konvertiert werden. So kommt es in Neutrophilen und Monozyten zur LTB4-Bildung
durch die LTA4-Hydrolase. LTB4 ist ein starkes Chemotaktikum fur Leukozyten und wird patho-

genetisch mit Erkrankungen wie Arteriosklerose in Verbindung gesetzt [183-187].

In eosinophilen und basophilen Granulozyten bzw. Mastzellen dagegen kommt es, vermittelt
durch die LTC4-Synthase, zur Konjugation mit Glutathion. LTC4 wird Gber ATP-abhangige Mul-
tidrug-reststance Proteine wie MRP1/MRP2 aus der Zelle exportiert [188] und nachfolgend zu
LTD4 und LTE4 metabolisiert. Zunachst wird der y-Glutamylrest des Glutathions abgespalten
und LTD4 gebildet. Weitergehend erfolgt die Abspaltung des Glycin zu LTE4 [182]. Die Gruppe
der Cysteinyl-Leukotriene zeichnen sich durch ihre bronchokonstruktive Wirkung und Fahigkeit,
die Gefalipermeabilitat zu erhdhen, aus. Des Weiteren stimulieren sie die Mukusproduktion in

der Lunge und rekrutieren Phagozyten [189].
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Abbildung 5: Ubersicht der Leukotrienbiosynthese nach Radmark et. al. [190]; 5-LO katalysiert die Oxidation von
Arachidonsaure zu 5-HPETE, nachfolgend dehydratisiert 5-LO 5-HPETE zum instabilen Epoxid LTA4, welches
durch die LTA4-Hydrolase zu LTB4 bzw. durch die LTC4-Synthase zu den Cysteinyl-Leukotrienen umgelagert
wird. Anstatt der LTA4-Bildung kann aus 5-HPETE durch Glutathionperoxidasen der korrespondierende Alkohol
5-HETE gebildet werden.

1.1.3.3 5-Lipoxygenase-Expression und Regulation der zellularen Aktivitat

Die 5-LO wird trotz ihres Haushaltsgen-verwandten Promotors nicht ubiquitar exprimiert, son-
dern ist nahezu ausschlielllich in Zellen myeloiden Ursprungs zu finden. Darunter fallen Granu-
lozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen und B-Lymphozyten. lhre

Expression wird durch Reifung bzw. Differenzierung der Zellen verstarkt. 5-LO-mRNS- und Pro-
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teinlevel steigen nach Zugabe von Differenzierungs-induzierenden Agenzien wie DMSO, Retin-

saure, 1a-25-dihydroxyvitamin-D3 oder TGFR stark an [136, 139, 191].

Die Regulation der Leukotrienbiosynthese bzw. der Aktivitdt der 5-LO im zellularen Kontext ist
von vielen Faktoren abhangig. Der erste begrenzende Schritt ist die zytosolische Phospholipase

A.a (cPLAa)-vermittelte membranare Freisetzung der AA (Abb.6).

Die cPLA,a gehort zur Familie der Phospholipase A,-Enzyme. Man unterscheidet die sekretori-
sche PLA, (sPLA,), zytosolische PLA, (cPLA,), die Calcium-unabhéangige PLA, (iPLA,) und die
lysosomale PLA, [192]. PLA, Enzyme katalysieren die Esterhydrolyse von unterschiedlichen
Glycerolphospholipiden in zelluldaren Membranen und generieren so freie Fettsduren wie Arachi-
donséure, Eicosapentaensaure (EPA) oder Docosahexaensaure (DHA) [193]. cPLAa wird ubi-
quitar und konstitutiv in fast allen Zellen und Geweben exprimiert und kann durch Zytokine und
Wachstumsfaktoren induziert werden [194]. Die Aktivitat des Enzyms ist darliber hinaus von der
intrazellularen Calciumkonzentration, Phosphorylierungen und Lipidmessengern abhangig. Das
Enzym besteht ahnlich der 5-LO aus einer N-terminalen C2-Domane und einer C-terminalen
katalytischen Domane [194, 195]. Die Bindung von Calcium an die C2-Domane verstarkt die
Translokation an intrazelluldre Membranen und somit die Freisetzung von Arachidonsaure [175,
186]. Unabhangig von Calcium-induzierter Translokation kénnen durch die MAP (mitogen acti-
vated protein) Kinasen ERK1/2 und p38 Ser-505, durch die CamKIl (Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase ) Ser-515 und durch die Mnk-1 (MAP kinase interacting seri-
ne/threonine kinase 1) Ser-727 phosphoryliert werden, was die Enzymaktivitat steigert [196-199]
Auch anionischen Phospholipide, besonders Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) und
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) konnen uber Verankerung der cPLA,a an die

Membran Calcium-unabhangig die cPLA,a Aktivitat ernohen [185-187, 193, 194].

Bei ausreichender Arachidonsaurefreisetzung ist die 5-LO-Aktivitat der nachste Parameter, der
entscheidend fur die Leukotrienbiosynthese ist. Die Regulation der Enzymaktivitat ist komplex
und in Abbildung 6 schematisch dargestellt. In unstimulierten Zellen liegt die 5-LO im I6slichen
Kompartiment vor. Abh&ngig vom Zelltyp kann dies entweder im Zytoplasma (z.B. bei Neutrophi-
len, Eosinophilen oder Monozyten) oder in Assoziation mit dem Chromatin im Zellkern (z.B.

Mastzellen, Langerhanszellen, alveolare Makrophagen) sein [6, 200].
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Im Falle der 5-LO sind fur die Translokation in den Zellkern drei entscheidende nukleare Import-
sequenzen identifiziert worden. Dabei handelt es sich um einen Zusammenschluss basischer
Aminosauren die mit Importinen wechselwirken kénnen und so den Import vermitteln [201-203].
Dartiber hinaus gibt es auch eine nukleare Exportsequenz (NES) [204]. Zusammen bestimmen
NLS und NES die Lokalisation der 5-LO. Durch Zytokine, Glycogen oder Zelladhasion kommt es
zum nukledren Transport ohne Beeinflussung der Enzymaktivitat [173, 204]. Nach Stimulation
der 5-LO transloziert das Enzym zur Kernmembran. Dabei assoziiert zytoplasmatische 5-LO mit
dem endoplasmatischen Retikulum und der aul3eren Kernmembran und intranukleare 5-LO mit

der inneren Kernmembran [205].

Fur die Aktivitat sind neben der Lokalisation der Redoxstatus, die Calciumkonzentration,
Phosphorylierungsstatus, endogene Diacylglyceride sowie Interaktion mit zellularen Proteinen
ausschlaggebend. Wie bereits erwahnt tragt die 5-LO in der katalytischen Domane im aktiven
Zentrum ein Eisenatom, dessen Oxidationsstatus mit der Aktivitdt des Enzyms korreliert. Dem-
nach verstarken reaktive Sauerstoffspezies die 5-LO-Aktivitat wohingegen aktive Glutathionpero-
xidasen (GPx) inhibierend wirken. In Mono Mac 6 (MM6) Zellen konnte gezeigt werden, dass

GPx-1 die Leukotrienbiosynthese reprimiert, in HL-60 Zellen vermittelt dies die GPx-4 [206, 207].

Der zweite aktivitatsbeeinflussende Stimulus ist die Calciumkonzentration. Ein Anstieg der intra-

zelluldren Calciumkonzentration auf 200-300 nM bewirkt eine Translokation der 5-LO an die
Kernmembran. Durch Stimulation mit Calcium lonophor konnte die Leukotrienbiosynthese stark
induziert werden [208]. Aber auch physiologische Calcium-Mobilisierende Agenzien wie fMLP
(N-formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin), PAF (platelet-activating factor), Thapsigargin oder
Interleukin-8 wirken aktivierend [209-211].

Neben der essentiellen Calciumbindung kann 5-LO phosphoryliert und damit in seiner Aktivitat

stimuliert werden. Aktivierende Phosphorylierungen sind dabei die ERK1/2-vermittelte Modifika-

tion von Ser-663 und die Uber p38 und MK2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein
kinase 2)-regulierte Aktivierung tber Ser-271 [197, 212]. Stimuliert werden diese Phosphorylie-
rungen durch Zellstress oder osmotische Reize; so kann es auch unabhangig vom Anstieg des
Calcium-Spiegels zur Veranderung der 5-LO-Aktivitat kommen. Die Phosphorylierung des Serin-

rests 523 Uber PKA allerdings zeigt eine inhibierende Wirkung. Wahrscheinlich kommt es zu
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allosterischen Anderungen und einer Akkumulation im Zytoplasma [213]. Vermittelt wird die
PKA-Inhibierung Uber einen Anstieg der cAMP-Konzentration, ausgelost beispielsweise durch
PGE, (Prostaglandin E,) oder Adenosin. In Neutrophilen fiihren polyungeséttigte Fettséduren zur

Inhibierung des cAMP-Anstiegs und damit zur Aktivierung der 5-LO [211].

Einen weiteren regulativen Einfluss stellen endogene Diacylglyceride (DAG) dar. So steigert 1-

Oleyl-2-acetylglycerol (OAG) die 5-LO-Aktivitdt in polymorphonukleédren Leukozyten (PMNL)
[214]. Die DAGs erleichtern die Assoziation an die Kernmembran und erniedrigen die benotigte
Calciumkonzentration fur eine Aktivierung. Allerdings sind sie ohne Calciumanstieg nicht in der

Lage 5-LO zu stimulieren [215].

Schlieflich ist die 5-LO-Regulation abhangig von der Bindung mit zelluldren Proteinen. Hier sind

vor allem CLP (Coactosin-like Protein) und FLAP (5-lipoxygenase-activating protein) zu nennen.
CLP ist ein zytosolisches Protein, was nach Stimulation nuklear transloziert. Es bindet 5-LO und
kann induktiv auf sie einwirken. Der Komplex beider Proteine erleichtert die Bildung von 5-
HPETE und 5-HETE, CLP dient hier als GerUstprotein. Darlber hinaus koordiniert CLP im Kom-
plex mit 5-LO die Membranbindung, was die Leukotriensynthese erleichtert [176, 216, 217]. Ein
zweites wichtiges Protein der 5-LO-Kaskade ist FLAP, ein 18 kDa grofses Membranprotein, wel-
ches zur Familie der MAPEG (membran assoziated proteins in eicosanoid and glutathion meta-
bolism)-Proteine gehort, zu denen auch LTC4-Synthase mPEG Synthase-1 oder MGST (micro-
somal glutathione S-transferase-1,2-3) zahlen [218]. Das Protein ist permanent an der nuklearen
Zellmembran lokalisiert und kann hier funktionell mit der 5-LO interagieren, indem es Arachidon-

saure bindet und so die Substratverfugbarkeit fur 5-LO erhoht.

Fasst man die Regulation der 5-LO-Aktivitdt zusammen, so liegt die inaktive 5-LO im Zytosol
oder l@slichen Kompartiment des Zellkerns vor. Nach Aktivierung durch Erhéhung der intrazellu-
laren Calciumkonzentration oder durch Phosphorylierung tber MAP-Kinasen interagiert die 5-LO
mit CLP, wodurch die Bindung an die Membran erleichtert wird. Das Eisen im aktiven Zentrum
wird mittels Lipidhydroperoxiden in die aktive Form oxidiert und es kommt zur Translokation des
Komplexes zur Kernmembran. Dort setzt cPLA,a Arachidonsaure frei, welche FLAP-vermittelt

der 5-LO als Substrat fur die Leukotriensynthese zugefuhrt wird.
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Euchromatin

Abbildung 6: Zelluldre Regulation der 5-Lipoxygenase nach Radmark et. al. [6]; In unstimulierten Zellen befindet
sich die 5-LO im Zytosol oder im l6slichen Kompartiment des Zellkerns. Nach Aktivierung wandert die 5-LO zum
Zellkern, wo cPLA, verstarkt Arachidonséure freisetzt, welche die 5-LO FLAP vermittelt bindet. CLP unterstitzt
dabei die Komplexbildung an der Membran. Induziert werden kann die 5-LO durch Anstieg des intrazellularen

Calciumspiegels und/oder durch Phosphorylierung mittels MAPK.

1.14 Pathophysiologische Rolle der Leukotriene

Die Leukotriene vermitteln ihre Wirkung Uber LT-Rezeptoren. Dieses sind G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren von Rhodopsintyp mit sieben transmembrandaren Domanen. Sie konnen Gq—
gekoppelt sein und nach Aktivierung die intrazellulare Calciumkonzentration erhohen, oder G-
gekoppelt und die cAMP-Konzentration erniedrigen. Leukotrien B4 kann an den BLT1- oder
BLT2-Rezeptor binden. BLT1 ist vorwiegend in Leukozyten exprimiert, findet sich aber in gerin-
ger Dichte auch in Milz, Thymus oder Knochenmark. Gebunden wird ausschliel3lich LTB4, wel-
ches daraufhin chemotaktische Reize ausldst. BLT2 hingegen ist ubiquitar exprimiert und bindet

nicht nur LTB4 sondern auch weitere Eicosanoide wie z.B. 12-HETE und 15-HETE [219, 220].
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Neben der Bindung an die klassischen BLT1- und BLT2-Rezeptoren kann LTB4 auch an den
nukleédren Rezeptor PPARa binden und somit in den Lipidstoffwechsel eingreifen [221].

Die Cysteinyl-Leukotriene vermitteln ihre Wirkung ebenfalls Uber G-Protein-gekoppelte Rezepto-
ren, CysLT1 und CysLT2. CysLT1 wird in Eosinophilen, Monozyten, Lungenmakrophagen und
Endothelzellen exprimiert und bindet vorrangig LTD4 [222-225]. CysLT2 dagegen bindet eher
LTC4 und LTD4. Daruber hinaus gibt es Hinweise auf einen dritten CysLT Rezeptor, der eine
Praferenz fur LTE4 zeigt [226]. Die rezeptorvermittelten Wirkungen zwischen LTB4 und den
CysLTs sind unterschiedlich, so aktiviert LTB4 Granulozyten, Makrophagen und Monozyten und
initiiert eine Entzindungsantwort. Leukozyten adharieren am Endothelium, degranulieren und
schitten lysosomale Enzyme aus, die zur Chemotaxis und nachfolgenden Phagozytose fuhren.
LTB4 vermittelt so eine wichtige Rolle in der zellularen Immunantwort und fordert die gewebe-
spezifische Entzindungsreaktion [187]. Cysteinyl-Leukotriene hingegen sind potente Broncho-
konstriktoren der glatten Muskulatur, sie erhdhen die Schleimbildung in den Bronchien, fihren
zur Zellreifung bei dendritischen Zellen, und férdern die Odembildung durch Einlagerung von

Plasma in Endothelzellen [223, 226, 227].

Die Krankheitsbilder, die mit den Leukotrienen in Verbindung gebracht werden, sind sehr vielfal-
tig. Zunachst ist das Bronchialasthma zu nennen, bei dem hauptsachlich CysLTs an der Patho-
genese beteiligt sind. Sie sorgen fur die Bronchokonstriktion und Hypersensitivitat, regen die
Schleimproduktion an und rekrutieren Eosinophile in das Lungengewebe [228]. Versuche mit 5-

LO (-/-) Mause bestatigen den Einfluss der CysLTs in die Entwicklung von Asthma [226, 227].

Dartber hinaus wird der Einfluss von Leukotriene in die Entstehung von entziindlichen Hau-

terkrankungen wie atopischer Dermatitis oder Psoriasis diskutiert. Obwohl Keratinozyten selbst
keine 5-LO exprimieren, konnten nach Erkrankung hohe LTA4-Level nachgewiesen werden,
welche durch infiltrierende Leukozyten erklart werden kénnen [200]. Der Nachweis von erhohten
LTB4- und CysLT-Spiegeln in psoriatrischen Lasionen sprechen ebenfalls fur den Einfluss in der
Entwicklung dieser Krankheitsbilder [229, 230]. Jedoch zeigte der Einsatz von Inhibitoren der
Leukotrienbiosynthese keinerlei therapeutischen Benefit, was gegen die Beteiligung von 5-LO in

der Entwicklung von Psoriasis spricht [231].

Auch bei chronisch entzindliche Darmerkrankungen und rheumatoide Arthritis wurden erhdhte

Leukotrienspiegeln in der Kolonmukosa [232] und der Synovialflussigkeit [233] nachgewiesen.

Der 5-LO-Pathway ist damit moglicherweise in die Pathogenese involviert.
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Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass bei kardiovaskuldren Erkrankungen wie Arteriosklerose,
Myokardinfarkt, Apoplexie und das Aortenaneurysma die Leukotriensynthese eine wichtige Rolle
spielt. Es besteht eine direkte Korrelation zwischen der Schwere der Erkrankungen und der LT-
Konzentration [224, 227, 234-238]. Die vasokonstriktorische Wirkung sorgt fur einen verminder-

ten koronaren Blutfluss, was das Auftreten dieser Krankheiten erhoht [239].

Eine Verbindung zwischen Krebserkrankungen und Leukotrienen konnte ebenfalls bestatigt

werden. So zeigen entartete Zellen aus Brust, Gehirn, Lunge, Prostata, Pankreas und Niere ei-
nen erhdhten 5-LO-Spiegel, wohingegen in nicht-entarteten Zellen des gleichen Gewebetyps 5-
LO nicht exprimiert wird. Die Leukotriene férdem die Proliferation und somit das Uberleben von
Krebszellen [190]. Auch fur die Entwicklung von chronisch myeloiden Leukémie (CML) wird der
5-LO eine bedeutende Rolle zugesprochen, da gezeigt werden konnte, dass bei vorhandener 5-

LO-Defizienz die Auspragung der Krankheit vermindert ist [240].

Zwei weitere Krankheitsbilder die mit inflammatorischen Mediatoren des 5-LO-Pathways in Ver-
bindung gebracht werden konnten, sind Adipositas [241] und Osteoporose. 5-LO-Produkte
erhoéhen die Calciumfreisetzung und stimulieren die Osteoklasten, was den Knochenabbau for-

dert. Zusatzlich haben sie eine negativ modulatorische Wirkung auf die Osteoblasten [242, 243].

Als letzten Punkt ist die Involvierung in das korpereigene Immunsystem zu nennen. Die Generie-
rung von Leukotrienen nach Infektion mit Bakterien, Mycobakterien oder auch Viren wie Influen-
za, EBV oder HCMV sorgen fiir eine verstarkte Immunabwehr der Krankheitserreger [244-248].
So fuhrt die Zugabe von Leukotrien B4 zu HCMV-infizierten Leukozyten zu einer signifikanten
Reduktion des Virustiters [249]. LTB4 zeigt hier neben den inflammatorischen auch antivirale
Eigenschaften. Fur die murine Form des CMV konnte in vivo gezeigt werden, dass LTB4 die
Reaktivierung der latenten Infektion unterdriicken kann. In 5-LO defizienten Mausen wurden
nach Infektion deutlich hdhere Virustiter im Drisengewebe gefunden, was die antiviralen Eigen-

schaften von 5-LO-Produkten bestatigt [250].
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115 Pharmakologische Inhibitoren der 5-Lipoxygenasekaskade

Es existieren unterschiedliche Moglichkeiten um pharmakologisch in die Biosynthese der Leu-
kotriene einzugreifen. Neben der Inhibition von 5-LO-assoziierten Enzymen wie cPLA, oder

FLAP, scheint die direkte 5-LO-Hemmung Uber Inhibitoren eine erfolgversprechende Strategie.

Zum einen werden Redoxinhibitoren verwendet, die das Eisen im aktiven Zentrum der 5-LO
reduzieren und das Enzym so im inaktiven Zustand halten. Diese Inhibitorenklasse umfasst vor
allem lipophile Naturstoffe wie Cumarine, Polyphenole oder auch Flavonoide und zeigt in vivo
jedoch meist eine schlechte Bioverfugbarkeit sowie aufgrund des unspezifischen Wirkmecha-
nismus hohe Nebenwirkungen wie Methamoglobinbildung [184, 251]. Des Weiteren konnen
chelatbildende Eisenliganden verwendet werden, welche Uber Komplexierung des Eisens 5-LO
inhibitorisch wirken. Hierzu zahlen Substanzen mit N-Hydroxylharnstoff oder Hydroxamsaurede-
rivate. In diese Inhibitorklasse fallt der Wirkstoff Zileuton (Zyﬂo®) (Abb.7), der bisher einzige

zugelassene 5-LO-Inhibitor [198].

H
| | >_< i:Hz
Abbildung 7: Strukturformel Zileuton

Nicht Redoxinhibitoren konkurrieren als kompetitive Inhibitoren mit der Arachidonsaure um die

Bindung der 5-LO. In diese Inhibitorklasse fallen Substanzen unterschiedlichste Strukturgruppen
wie substituierte Cumarine, Harnstoffderivate, Imidazole oder auch Pyrazole [199]. In neusten

Ansétzen wird die Entwicklung von dualen Cyclooxygenase (COX)-/5-LO-Inhibitoren untersucht.

Dieser Ansatz ist vielversprechend, da es sich in beiden Féllen um eisenabhangige
Redoxenzyme handelt, die Arachidonsaure als Target haben. Dadurch ergeben sich viele
Ansatzpunkte um einen effektiven Kombinationsinhibitor zu entwickeln. Da die Cyclooxygenase
die Umlagerung von Arachidonsaure in Prostaglandine katalysiert, welche ebenfalls Mediatoren
entztndlicher Prozesse sind, wurden die antientzindlichen Wirkungen zusatzlich unterdriuckt
werden. Allerdings ist bisher noch keine Substanz dieses Wirkmechanismus zugelassen [252-

254].
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Eine weitere Strategie um in die Leukotrien-vermittelte Pathogenese einzugreifen, ist die
Hemmung der Bindung von Leukotrienen an deren CysLT-Rezeptoren. Die Substanzklasse der
Lukaste wie Montelukast (Singulair®), Zafirlukast (Accolate®) oder Pranlukast (Ono®) werden als

Leukotrienantagonisten eingesetzt und haben eine Zulassung fir Asthma bronchiale [255]

(Abb.8).

Abbildung 8: Strukturformel Montelukast (A) und Zafirlukast (B)
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1.2 Humanes Cytomegalovirus
1.2.1 Strukturelle Eigenschaften des Humanen Cytomegalovirus

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) oder auch humanes Herpesvirus 5 zahlt zu den dop-
pelstrangigen DNS-(dsDNS)-Viren [256]. Es ist der klassische Vertreter der 3-Herpesvirus Fami-
lie und zeichnet sich durch einen sehr langen Replikationszyklus von 72 Stunden aus. Nach
einer Primarinfektion persistiert das Virus lebenslang in Zellen myeloiden Ursprungs. HCMV
besitzt das grofite Genom der Herpesviren mit 235 kb und 165 daraus resultierenden Genen.
Der DNS-Kern, eine fibrillare Proteinmatrix in der das lineare Genom assoziiert ist, wird von ei-
nem icosahedralem Nucleocapsid umschlossen. Dieses enthalt die, fur dsDNS-Viren typische
Portal vertex Struktur, eine Pore durch die der DNS-Transport erfolgt. Umgeben wird das Capsid
von einer Proteinmatrix, dem sogenannten Tegument. Abgeschlossen wird das etwa 230 nm
grofde Virion mit dem Envelop, einer Lipidbilayerschicht mit diversen viralen Gylcoproteinen

[257-259] (Abb.9).

Envelop mit Glycoproteinen
dulleres Tegument
inneres Tegument

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Cytomegalovirions nach expasy [260]; Das Virion ist aus einem, das
Genom umschlieRenden Capsid umgeben. Zwischen Capsid und Envelop liegt das Tegument, eine Proteinmat-

rix, die in die innere und aufdere Schicht unterschieden werden kann.
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Die Ubertragung des HCMV kann Uber Speichel, sexuellen Kontakt, Muttermilch, Blut, Trans-
plantationen oder die Plazenta erfolgen [261]. Die Pravalenz einer HCMV-Infektion steigt mit der

Lebensdauer an, so dass im Alter von 50 Jahren bereits 90,8% infiziert sind [262].

Das HCMV war zunachst unter dem Namen salivary gland virus (Speicheldriisen Virus) bekannt
und wurde 1960 durch Weller et. al. aufgrund des zytopathischen Effekts infizierter Zellen in
Cytomegalovirus umbenannt [263]. Bereits in den 1970ern erkannte man den Zusammenhang
zwischen kongenitalen Geburtsschaden [264] wie neurologischen Erkrankungen oder Gehirn-
schaden und HCMV-Infektion. In den darauffolgenden Jahren, als die Transplantationstechnik
und AIDS-Erkrankungen in den Fokus der Medizin rickten, zeigte sich HCMV als oppoturnisti-
scher Erreger, der mit Immunsupression einhergeht und bei einer produktiven Infektion eine
hohe Morbiditat und Mortalitat zeigt. Nach einer Priméarinfektion, die in immunkompetenten Indi-
viduen in der Regel asymptomatisch verlauft, kommt es zu einer lebenslangen Latenz, die durch
Schwachung des Immunsystems zu vaskularen [265], chronisch entziindlichen Erkrankungen

[266] oder Krebserkrankungen wie dem Glioblastom [267-269] fUhren kann.

1.2.2 Zelltropismus

Das humane Cytomegalovirus ist in seiner Wirtsspezifitat ausschlielllich auf den Menschen be-
grenzt. Hier kommt es jedoch zu einer sehr ausgepragten Permissivitat unterschiedlichster Zell-
und Gewebetypen [270]. Ausnahmen zeigten sich bei Lymphozyten und PMNL, die zwar in der
Lage sind Virionen aufzunehmen, allerdings im Folgenden keine virale DNS-Synthese unterstut-
zen [271, 272]. In der akuten Infektionsphase kann das Virus in fast jedem Organ nachgewiesen
werden. Schwerpunkte bilden die spezialisierten Parenchymzellen von Leber, Gl-Trakt, Retina
und Gehirn, also die Hepatozyten [273], alveolaren Epithelzellen [271] und neuronale Zellen
[274, 275]. Die effektive Virusproduktion findet hauptsachlich in den permissiven Fibroblasten,
glatten Muskulaturzellen sowie Endothel- und Epithelzellen statt [276, 277]. Im Gegensatz dazu
wird in undifferenzierten myeloiden Zellen die lytische Transkription unterdrickt und die Latenz-
phase eingeleitet [278, 279], da diese Zelltypen im undifferenzierten Zustand nicht in der Lage
sind die virale Immediate Early (IE) Genexpression zu unterstiitzen, welche essentiell fur den
lytischen Replikationszyklus ist. Durch Differenzierung wird dieser Expressionsblock aufgehoben

[280-283]. So kann in der monozytaren Zelllinie THP-1 nach Induktion der Differenzierung durch
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Zugabe von Phorbolestern, eine produktive Virusreplikation stattfinden [284]. Fir myeloide Zel-
len gibt es eine direkte Korrelation zwischen dem Differenzierungsstatus und der Auspragung
der lytischen Virusreplikation. Neuste Untersuchungen haben gezeigt, dass die Regulation der
viralen Promotoren und damit die Entscheidung zwischen lytischen Zyklus und Latenzphase

abhangig vom Chromatinstatus des jeweiligen Zelltyps ist [1] (s. 1.1.11).

1.2.3 Lytischer Replikationszyklus

In permissiven Zellen, die von HCMV infiziert werden kdnnen, kommt es zur Ausbildung des
produktiven lytischen Replikationszyklus. Das Virus wird dabei zundchst Uber eine spezifische
Interaktion zwischen Heparansulfatmolekilen der Zytoplasmamembran [285-287] und dem
viralen Glycoprotein gp150 [288, 289] in die Zelle aufgenommen und das Capsid sowie das
Tegument freigegeben [279, 290-293]. Die Capside lagern sich an die Mikrotubuli an und wer-
den zu den Kernporen transportiert und das Genom schliellich in das Kernplasma entlassen.

Dort zirkularisiert die DNS und liegt nun als Episom vor (Abb. 10a).

Die anschlieRende Expression der viralen Proteine erfolgt Gber einen dreistufigen, kaskadenarti-
gen Mechanismus: Immediate Early (IE), Early (E) und Late (L) Proteine [294-297] (Abb. 10).
Das virale Phosphoprotein pp71 induziert zunachst durch Bindung an AP1 bzw. ATF/CRE (acti-
vating transcription factor) Bindungsmotive [298] des Major Immediate Early-Promotors (MIEP)
und Rekrutierung von zellularer RNS-Polymerase Il die Transkription von Immediate Early-mRNS
[299] (Abb. 10b). Diese 5'-gecappten, teilweise gespleifsten und polyadenylierten RNS werden
im Zytoplasma translatiert. Immediate Early Proteine sind wichtige Transaktivatoren die unter
anderem Uber Histonmodifikationen (1.2.5.2 und 1.2.5.3) die Aktivitat der Early und Late-
Promotoren regulieren [300-306]. In der zweiten Expressionsphase werden die Early Proteine,
vor allem Enzyme und DNS-bindende Polypeptide, die fir die Replikation des Virusgenoms
essentiell sind, synthetisiert (Abb. 10c). Es folgt die Replikation des Virusgenoms (Abb. 10d).
Das Genom des HCMV ist wie das von Herpes-simplex Viren in ein langes (UL) und ein kurzes
Segment (US) unterteilt, welche von sich wiederholenden Sequenzen flankiert werden [307-309].
Durch intramolekulare Rekombination kénnen vier Isoformen entstehen [310-313]. Im Zentrum

der UL-Region liegt die oriLyt-Sequenz, der Ausgangspunkt der viralen DNS-Synthese. Diese
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erfolgt nach dem ,rolling cycle“Prinzip. Am Replikationsursprung lagern sich oriLyt-bindende
Proteine an, welche den DNS-Polymerase/Helicase/Primase-Komplex rekrutieren. Ein Strang des
zirkularen DNS-Molekils wird am Replikationsursprung geschnitten, am 3-OH Ende lagert sich
die DNS-Polymerase an, deren Sequenz bei allen Herpesviren konserviert ist, und synthetisiert
fortlaufend [314, 315]. Der intakte Strang dient als Matrize. Das 5-Ende l6st sich kontinuierlich
vom Doppelstrang ab und es entsteht ein viraler DNS-Strang der viele repetetive virale Genome
in konkatemerer Anordnung umfasst. Durch Okazaki-Bruchstlicke wird er zum Doppelstrang

erganzt und Endonucleasen schneiden die DNS in einzelne Genomkopien [293, 316].
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Abbildung 10: Darstellung des lytischen Replikationszyklus nach Knipe et. al. [317]; a) Das virale Genom tritt in
die Zelle ein und zirkularisiert b) IE-Genexpression durch Stimulation von pp71 c) |IE Proteine werden in den Kern
transportiert und aktivieren die E-Promotoren d) DNS-Replikation und Expression von L Proteinen e/f) Zusam-
menlagerung des viralen Capsids und Assoziierung mit viraler DNS im Kern g) Freisetzung von Virionen aus der

Zelle

Zeitgleich mit der viralen DNS-Replikation werden die Late Proteine exprimiert, bei denen es
sich hauptsachlich um Strukturproteine wie Glycoproteine handelt. Die Bildung erfolgt am en-

doplasmatischen Retikulum. Wahrend die Glycoproteine in die Zytoplasmamembran eingelagert

30



Einleitung

werden, wo sie als korperfremde Polypeptidstrukturen Ziel der zellularen antikdrpervermittelten
Immunreaktion darstellen, werden die Capsid und Tegumentproteine in den Zellkern transpor-

tiert, wo der Zusammenbau von Vorlaufervirionen stattfindet.

Zunachst lagern sich die Vorcapside zusammen. An ihren Seitenflachen angelagerte Proteine
(UL48) wechselwirken mit Verpackungssignalen der viralen Genome, lokalisiert zwischen den
UL- und US-Regionen [318-320], und bewirken eine Einschleusung der DNS, wobei der Doppel-
strang durch Endonuclease linearisiert wird. Die Capside binden an die, mit der Kernmembran
assoziierten Tegumentproteine, die Membran stilpt sich aus und setzt die tegument-
ummantelten Capside aus dem Kern frei. Die viralen Partikel sind zu diesem Zeitpunkt mit einer
Hulle aus Kernmembranglycoproteinen umgeben, welche darauffolgend mit dem endoplasmati-
schen Retikulum verschmelzen. Anschlieend werden sie in das Zytoplasma freigesetzt und
akkumulieren am trans-Golgi-Netzwerk, von wo aus sie unter Ausbildung ihres endgultigen En-
velops in das intrazellulare Membrankompartiment knospen. Nach Reifung zu infektiésen Parti-
keln durch Modifikation der Glycoproteine des Envelops werden sie zur Zelloberflache transpor-
tiert und freigesetzt. Alternativ kann die Infektion aber auch bei Zellfusionen oder Zell-

Zellkontakten Gber tegumenthaltige Nucleocapside erfolgen [317] (Abb. 10e).

1.2.4 Latenz und Reaktivierung

Wie alle Herpesviren ist auch HCMV in der Lage, nach einer initialen Infektion im Latenzzustand
lebenslang zu persisieren [321]. Latenz bezeichnet das Vorhandensein von viraler DNS ohne
Nachweis von infektidsen Viruspartikeln. In Unterschied zum lytischen Infektionszyklus liegt die
virale DNS hier als extrachromosomales Episom im Kernplasma vor und wird parallel mit dem
Zellgenom durch die zelluldre DNS-Polymerase repliziert und an die Tochterzellen weitergege-
ben. Wahrend HCMV in der Primarinfektionsphase in unterschiedlichsten Zelltypen replizieren
kann (s. 1.1.6), wird durch die einsetzenden Immunantwort die produktive Virusreplikation kon-
trolliert und es stellt sich das Latenzstadium ein, das vor allem in Lunge und Milz sowie in undif-

ferenzierten Vorlauferzellen wie CD34+ und Monozyten erhalten bleibt [322-325].
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Durch Reaktivierung kann die Latenz Uberwunden werden und das Virus wieder in den lytischen
Zyklus Ubergehen. Fur diesen Regulationsmechanismus gibt es unterschiedliche Ansatzpunkte.

Zum einen konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass CMV durch Immunsuppression reakti-

viert werden kann [326-329]. Dabei wird angenommen, dass wahrend der Latenz weiterhin in-
fektiose Viruspartikel gebildet, diese aber durch Immunreaktionen bekadmpft und beseitigt wer-
den [328]. Dafiir sprechen unter anderem Veroffentlichungen von Bevan et. al. [330] oder Kurz
et. al. [331], die wahrend der Latenzphase von murinem CMV IE1-RNS-Expression nachweisen
konnten. Kontrar dazu konnte Koffron et. al. [332] keine IE1-Transkripte in latent infizierten Zellen
detektieren. Es ist bisher nicht geklart, ob es in der Latenzphase zur Produktion von infektidsen
Viruspartikeln kommt, oder ob der Nachweis von IE1-RNS lediglich den ersten Schritt der Reak-
tivierung widerspiegelt. Ebenso unklar ist, ob die Immunsuppression selbst oder die dadurch
freigesetzten entzindlichen Zytokine TNFa und IFN-y Ausldser der Reaktivierung des latenten

Virus sind [333-335].

Ein alternativer Erklarungsansatz fur die Reaktivierung von HCMV ist die Abhangigkeit vom Diffe-

renzierungsstatus. So wurde gezeigt, dass die IE1-Genexpression mit dem Differenzierungsgrad

myeloider Zellen korreliert [279-281, 284, 322] (s.1.1.6). Durch Differenzierung kann die Blocka-
de des MIEP aufgehoben und die virale Infektion reaktiviert werden [322, 336]. Besonders die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen durch TNFa oder IFN-y, normalerweise eine
entziindliche Immunreaktion, zeigt starke Effekte auf die Reaktivierung [336]. Fur diesen regula-
tiven Mechanismus sind vor allem Anderungen im Histonstatus entscheidend (s.1.1.11). Aller-
dings scheint der Differenzierungsgrad nur in monozytaren Zellen relevant zu sein, da latente
Formen der Infektion gleichfalls in vollstandig ausdifferenzierten Endothelzellen auftreten kon-

nen.

Auch in Verbindung mit allogenen Immunreaktionen nach Transplantationen wurden Reaktivie-

rungsprozesse von HCMV beobachtet [336-339]. Die allogene Stimulation gleicht in ihrem Ver-
lauf entziindlichen Immunreaktionen [340, 341]. Es kommt zu einer verstarkten Expression der
Zytokine TNFa, IL-2 und IFN-y, die daraufhin Transkriptionsfaktoren wie NFkB und AP1 aber
auch Chemokine und immunmodulatorische Rezeptoren induzieren [342, 343], was den MIEP

aktiviert.
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Alle diese Maglichkeiten der Uberwindung des Latenzstadiums beinhalten kérpereigene Immun-
reaktion auf entztndliche Prozesse bzw. bilden diese nach. Infolgedessen scheinen Entzin-

dungsprozesse der initiale Ausldser des Ubergangs in den Iytischen Zyklus zu sein.

1.25 Immediate Early Proteine

1.2.5.1 Struktureller Aufbau und Expressionsregulation der Immediate Early

Proteine

Fur das humane Cytomegalovirus sind vier Genomregionen bekannt, die durch das Tegu-
mentprotein pp71 sehr frith wahrend des Replikationszyklus aktiviert werden. Zum einen der
Major Immediate Early-Promotor, der die Expression der beiden Hauptproteine IE1 (UL123) und
IE2 (UL122) reguliert, daneben aber auch die Leserahmen UL36/UL37, US3 sowie TRS1/IRS1
(Abb. 11) [344-350].

Der Major Immediate Early-Promotor ist eine Enhancerregion aus kurzen repetitiven Elementen,
die durch pp71-vermittelte Bindung von AP1 oder CRE/ATF Faktoren aktiviert werden kann
[298]. AuRerdem sind Bindungssequenzen fur zelluldre Faktoren wie Sp1, Sp3, C/EBP, NF«B
oder TFII/TBP bekannt [351-359]. Durch multiple Interaktionen von Transkriptionsfaktoren kommt
es zur Interaktion mit der Transkriptionsmaschinerie und zur Rekrutierung der RNS-Polymerase |l
[360, 361], was die Expression der viralen Proteine IE1 und IE2 fordert [294, 295, 362-364]. Das
phosphorylierte Immediate Early 1 Protein ist das mengenmafiig am starksten gebildete Produkt.
Es wird von einer mehrfach gespleiRten mRNS aus drei Exons (Exon 2, 3, 4) translatiert und
bildet ein 72 kDa groRes Protein, das im Zellkern akkumuliert [347, 365-369]. In seiner Funktion
als Transaktivator verstarkt IE1 unter anderem die NFkB-Aktivitat, worlber es sowohl Promotoren
der Early und Late-Gene als auch seinen eigenen Promotor autoregulativ induziert [357, 363].
Neben der Expression von IE1 werden auch |IE2 Proteine in unterschiedlichen Spleifdvarianten
durch MIEP-Aktivierung gebildet [346-348, 370, 371]. Uberwiegend wird die 82 kDa Variante
von |E2 synthetisiert. Sie entspricht in ihren 85 aminoterminalen Aminosauren (Exon 2, 3) IE1,
carboxyterminal beinhaltet sie jedoch den Leserahmen UL122 (Exon 5) anstatt UL123 (Exon 4).
Durch alternative Spleilvorgange im Exon 5 entsteht das verkirzte, 54 kDa grofRe IE2 Protein

[300, 347, 348]. Dartber hinaus kann ein intern im Leserahmen UL122 gelegener Promotor die
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Synthese von einem weiteren |E2 Protein induzieren, das lediglich aus Exon 5 besteht und 40
kDa grof} ist. Die Hauptaufgabe dieser verklrzten Variante scheint die autoregulative Repressi-
on durch Bindung an eine dem Transkriptionsstart vorgelagerte cis-repressive Sequenz (crs) zu
sein [372]. Zwar kann auch |IE2 (82 kDa) hier binden, doch dieses Protein transaktiviert haupt-

sachlich in Kombination mit IE1 zellulare, Early und Late-Promotoren (s.1.1.9.2) (Abb. 11).
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Abbildung 11: Charakterisierung der Transkriptionsfaktor Bindungsstellen im Major Immediate Early-Promotor
sowie Struktur der Immediate Early Proteine; Der MIEP reguliert die Expression von IE1, IE2 sowie zwei verkirz-
ten Spleillvarianten von IE2. IE1 und IE2 stimmen in den Exons zwei und drei Gberein und unterscheiden sich im

carboxyterminalen Bereich.
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1.2.5.2 Funktionelle und transaktivierende Eigenschaften der Immediate Early

Proteine

Die Immediate Early Proteine des humanen Cytomegalovirus sind, wie die meisten Immediate
Early Proteine von Herpesviren, Transaktivatoren, die den Ablauf der lytischen Infektion regulie-
ren, indem sie die Expression der Early und Late Gene aktivieren, aber auch modulatorisch auf
zellulare Promotoren und Regulationsprozesse einwirken kdénnen [300, 301, 373-376]. Obwohl
sie in ihrer Struktur teilweise identisch sind, unterscheiden sich Immediate Early 1 und 2 in ihren
funktionellen Domanen und transaktivierenden bzw. reprimierenden Eigenschaften, kdnnen aber

auch in Kombination synergistische Wirkungen zeigen [302, 305, 306, 377].

Immediate Early 1 besitzt mehrere transaktivierende Domanen im Exon 3 und 4. Prolin- und
leucinreiche Sequenzen im aminoterminalen Bereich vermitteln Cyclinmodulationen sowie die
Aktivierung von viralen Early beziehungsweise Late Promotoren und damit den sequentiellen
Ablauf des Iytischen Zyklus [346, 348, 378, 379]. Die universellen Regionen im Exon 4 dienen
der Transaktivierung des MIEPs und der Induktion zelluldrer Promotoren wie hTERT (humane
Telomerase), Dihydrofolatreduktase und DNS-Polymerase-a [380-383]. Neben einer Leucin-
Zipper- und einer Zinkfinger-Domane findet sich hier eine ATP-Bindungsstelle [384-386]. Uber
diese intrinsische Kinaseaktivitdt kann sowohl Autophosphorylierung als auch Phosphorylierung
zellularer Faktoren wie p107, p130 und E2F-1/2/3 induzieren werden [384]. IE1 kann dariiber
hinaus posttranslational SUMOyliert werden, was seine Funktion hinsichtlich Proteinstabilitat,

subzellularer Lokalisation und Genexpression beeinflusst [387, 388].

Das virale Protein kann TATA-reiche und TATA-lose virale und zelluldre Promotoren aktivieren.
Zumeist interagiert IE1 hierzu mit IE2 in synergistischer Wirkung, jedoch sind bestimmte Promo-
toren ausschlieRlich IE1 induzierbar [305, 344, 350, 374, 376, 389-399]. Vermittelt wird die Akti-
vierung Uber die regulative Interaktion von IE1 mit Transkriptionsfaktoren und Histonmodifikato-
ren. Dabei konnte eine direkte physikalische Interaktion zwischen IE1 und TFIID, E2F, CTF-1
(cardiotrophin 1), p107, Rb (retinoblastoma 1), hDaxx (human death-domain associated protein)
sowie Sp1 nachgewiesen werden [383, 387, 400-404]. IE1 selbst ist nicht in der Lage an DNS zu
binden, konnte aber am Chromatin lokalisiert werden, was fur eine Interaktion mit nukledren

Faktoren spricht, die die raumlich Nahe vermitteln [379, 405, 406]. Des Weiteren steigert IE1 die
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Expression und Aktivitat verschiedenster Transkriptionsfaktoren. Durch Aktivierung von NFkB
wird beispielsweise die Induktion des MIEP oder auch des COX-2-Promotors hervorgerufen
[363, 407]. Yurochko et. al. konnten zeigen, dass der Promotor der NFkB-Untereinheit p65 auf-
grund verstarkter Sp1-Aktivitdt nach HCMV-Infektion aktiviert wird und so nachgeschaltet der
NFkB-Spiegel steigt [401]. Einen weiteren wichtigen Transkriptionsfaktor stellt Sp1 dar, fur den
neben einer direkten Interaktion mit beiden Immediate Early Proteinen (IEP), ein zweiphasiger
Aktivitatsanstieg nach HCMV-Infektion gezeigt werden konnte [387]. In der frihen Immediate
Early vermittelten Phase steigt die Konzentration an aktivem, phosphoryliertem Sp1 an und des-
sen DNS-Bindung nimmt zu. Immediate Early 1 reguliert demnach viele viraler Effekte zellularer

Prozesse Uber die direkte und Transkriptionsfaktor vermittelte Aktivierung von Promotoren.

Immediate Early 2 unterscheidet sich sowohl strukturell als auch funktionell von IE1. Zwar teilen
die beiden viralen Proteine die Exons 2 und 3, in denen die prolin- bzw. leucinreiche Doméanen
lokalisiert sind, welche essentiell die Aktivierung von Early Promotoren beeinflussen, jedoch
besitzt IE2 das vom Leserahmen UL122 codierte Exon 5 anstatt Exon 4. Hier befinden sich Zink-
finger-Regionen und weitere leucinreiche Sequenzen. Mutationsanalysen haben ergeben, dass
dieses Exon entscheidend fur die transrepressive IE2-Wirkung auf den Major Immediate Early-

Promotor ist [305, 306].

Funktionell zeigt IE2 sowohl aktivierende als auch repressive Wirkung auf virale und zellulare
TATA-haltige Promotoren [397]. Das virale Protein und die verklrzte SpleiRvariante IE2 (40 kDa )
koénnen an ein crs im Major Immediate Early-Promotor binden und so auf die eigene Transkripti-
on inhibierend einwirken [256]. Aber auch anderer virale oder zellulare Promotoren wie UL54
oder Cyclin E kénnen IE2 vermittelt sowohl aktiviert als auch reprimiert werden [408]. Dies wird
Uber Bindung mit Transkriptionsfaktoren wie Sp1, Tef-1 (EA domain family member 1), c-Jun,
Egr-1, E2F, AP1 Interaktionen mit Faktoren der Translationsmaschinerie wie TBP und TFIIB, Co-
faktoren wie CBP/p300, P/CAF (Lysin acetyltransferase 2B), CREB oder aber auch Rb, p53 und
andere virale Proteine wie UL84 als Multiproteinkomplex reguliert [387, 409-419]. Daruber hin-
aus kann IE2 zellulare Zytokin und Chemokinrezeptoren inaktivieren und auf die Kontrolle des
Zellzyklus einwirken [420-422]. Vermittelt werden die IE2 Regulationen Uber eine Kombination
aus Protein-Protein-Interaktionen und DNS-Bindung, denn im Unterschied zu IE1 konnte fur IE2

eine direkte DNS-Bindung nachgewiesen werden [304, 399, 423-428].
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1.2.5.3 Funktion der Immediate Early Proteine als Regulatoren des Histoncodes

Viele Herpesviren sind in der Lage Uber Histonmodifikationen regulativ auf ihren Replikations-
zyklus einzuwirken [429, 430]. So kdénnen auch die Immediate Early Proteine IE1 und IE2 neben
ihrer Transkriptionsfaktor-vermittelten induktiven Wirkung auf Promotoren, diese zusatzlich Uber
Interaktionen mit Histondeacetylasen bzw. Histonmethylasen beeinflussen [382, 383, 401, 411,
431]. Das virale Chromatin ist, ebenso wie das humane, teilweise mit Histonen assoziiert und
kann durch Modifikationen des Histoncodes in seiner Struktur veréndert und damit reguliert
werden [432-434] (s. 1.1.10). Nevels et. al. konnten zeigen, dass IE1 die Early-Genexpression
Uber Histonacetylierung reguliert [435]. Die Infektion mit CR208, einer IE1-Mangelmutante des
HCMV, fuhrte in niedrigen MOls (multiplicity of infection) zu einer ausgepragten Verminderung
der Genexpression, die durch Zugabe von HDAC-Inhibitoren wie TsA, Natriumbutyrat [436] oder
HC-Toxin [437] wieder ausgeglichen werden konnte [438-440]. HDAC-Inhibitoren zeigen keinen
stimulatorischen Effekt auf den Wildtyp HCMV, wonach davon ausgegangen werden kann, dass
sie die IE1-Funktion in der Mangelmutante kompensieren [435]. IE1, aber auch IE2, fordert die
virale Transkription Uber Antagonisierung der Histondeacetylierung. Vermittelt wird diese Regu-
lation wahrscheinlich Gber Protein-Protein-Interaktion. Fur IE1 konnte in vivo eine Bindung an
HDACS3 [435], fur IE2 an HDAC1/2/3 sowie die Histonmethyltransferase G9a und Suvar(3-9)H1
[441, 442] nachgewiesen werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass HDAC3-Uberexpression
das Fortschreiten der HCMV-Infektion hemmt [432], was fur eine Regulation des MIEP Uber
HDACS3 spricht. Wie diese physikalische Interaktion zwischen HDAC3 und den Immediate Early
Proteinen vermittelt wird ist noch ungeklart. Naheliegend ware eine Interaktion Uber die gemein-
samen Domanen in Exon 2 und 3, da sowohl IE1 als auch IE2 gebunden werden kénnen. Alter-
nativ kdnnten Zinkfinger-Motive, die beide viralen Proteine in ihren universellen Regionen besit-
zen die Interaktion vermitteln, da HDAC3 im zellularen Kontext Uber diese Motive mit nukledren
Rezeptoren interagiert [158]. Generell kann es sich aber auch um eine indirekte Bindung vermit-
telt Uber PML (promyelocytic leukemia) handeln. IE1 und HDACS3 sind in der Lage an PML zu
binden [92, 443, 444]. Fur IE2 sind Interaktionen mit allen drei HDACs der Klasse 1 beschrieben.
Wahrend HDAC2 und HDACS Inhibition vor allem die Regulation der nachgeschalteten viralen
Promotoren regulieren, vermittelt IE2 seinen autorepressiven Effekt auf den MIEP Uber Inhibition
von HDAC1-Aktivitat [442]. Die Beeinflussung von HDACs ist demnach eine maRgebliche Regu-

lationsmoglichkeit der viralen Immediate Early Proteine auf ihren lytischen Zyklus, aber auch auf
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zellulare Promotoren [380] Bislang ist noch nicht geklart, wie die Rekrutierung der HDACs zu
den Promotorstrukturen ablauft, da fur IE1 zwar eine Interaktion mit ND10 (nuclear domain 10)-
Bodies oder auch dem Chromatin gezeigt werden konnte, jedoch keine direkte DNS-Bindung
stattfindet [379, 443, 445-447]. Da IE1 neben seiner Bindung von HDAC3 auch mit diversen
Transkriptionsfaktoren interagieren kann, besteht die Theorie, dass ein Komplex aus Transkripti-

onsfaktor, viralem Protein und HDAC die Lokalisation an der DNS begrtinden kénnte [435].

1.2.6 Regulation der viralen Genexpression durch epigenetische Mechanismen

Die Regulation der viralen Infektion ist maRgeblich tber den Chromatinstatus des viralen Ge-
noms reguliert. Zum einen entscheidet der Differenzierungsgrad der infizierten Zelle Uber Latenz
oder lytische Phase, indem der Major Immediate Early Promotor durch posttranslationale Histon-
modifikationen entweder reprimiert oder aktiviert wird [1]. Zum anderen erfolgt die Regulation
von Early bzw. Late Promotoren wahrend des lytischen Zyklus Uber Immediate Early-induziertes

Chromatin-remodelling [448]. (s.1.1.9.3)

Vorraussetzung fur eine histonmodifikationsabhangige Regulation ist eine Assoziation des vira-
len Genoms mit Histonen. In der Verdffentlichung von Nitzsche et. al wurde die Dynamik der
Histonbesetztung des Episoms wahrend des lytischen Zyklus von HCMV untersucht [449]. Direkt
nach Freisetzung des viralen Genoms in das Kernplasma ist dieses ganzlich frei von Histonen
und Proteinen. Mit Fortschreiten der Infektion kommt es jedoch zu einer immer starkeren Chro-
matinisierung und die Besetzung mit zelluldren Histonen nimmt stetig zu. Am Ende des Replika-
tionszyklus, bevor die Freisetzung neuer Virionen eintritt, liegt das Genom wieder unassoziiert
vor. Die Regulation dieses Entpackungsmechanismus ist bislang noch ungeklart, anzunehmen
ist jedoch die Beteiligung von viralen oder zellularen ATP-abhangigen Chromatin-remodelling-

Faktoren, welche die DNS-Histon-Interaktion aufheben kénnen [449].

Nach zellularer Infektion mit HCMV kann es entweder zur viralen Genexpression und damit Iyti-
scher Virusreplikation kommen oder die Transkription wird unterdriickt und das Virus geht in die
Latenzphase Uber. Entscheidend dafiir, welche Regulation eintritt, ist der Differenzierungsstatus

der jeweiligen infizierten Zelle. In undifferenzierten myeloiden Zellen, wie zum Beispiel Monozy-
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ten wird die Expression der Immediate Early Proteine durch posttranslationale Veranderungen,
der mit dem Major Immediate Early Promotor-assoziierten Histone unterdrickt, sodass keine
Aktivierung der Early und Late Promotoren eintreten kann. Das Virus geht in die Latenzphase
Uber [280-282]. Reaktivierung aus der Latenz korreliert mit der Differenzierung und damit der
Anderung der Histonmodifikationen. So konnte Taylor-Wiedeman et. al. zeigen, dass infizierte
Monozyten keine Immediate Early-RNS aufweisen, aber durch Differenzierung zu Makrophagen
in den lytischen Zyklus Gbergehen kénnen und darauffolgend Immediate Early Proteine expri-

mierten [322].

Der Block der Immediate Early-Genexpression in undifferenzierten Zellen kommt durch Hem-
mung des Major Immediate Early-Promotors zustande. Dieser weist neben DNS-
Bindungssequenzen fur aktivierende Transkriptionsfaktoren wie NFkB, CREB/ATF und AP1 [357,
371, 450, 451] auch Sequenzen repressiver Transkriptionsregulatoren wie YY1 und ERF (Ets2
repressor factor) auf [354, 452-454]. Diese Transkriptionsfaktoren vermitteln ihre transkriptionelle
Aktivitat unter anderem Uber Rekrutierung von Cofaktoren, die in die Histonmodifikation involviert
sind [123, 124, 455]. Die essentielle Beteiligung der Histonmodifikationen konnte durch ChlIP
(Chromatin Immunopréazipitation)-Experimente in THP-1 gezeigt werden. So ist der Major Imme-
diate Early Promotor im undifferenzierten Zustand mit Silencerproteinen wie HP1 (heterochroma-
tin protein 1) assoziiert, im differenzierten Zustand mit acetyliertem H4 [432, 456, 457]. Bestarkt
werden diese Ergebnisse durch Veroffentlichungen von Murphy et. al. und Meier et. al., die
gezeigt haben, dass die Behandlung von nicht permissiven Zellen mit dem HDAC-Inhibitor TsA
die Immediate Early-Genexpression férdert und die Uberexpression von HDAC3 die Immediate
Early Promotoraktivitat reduziert [432, 458]. Die Regulation der Promotoraktivitat erfolgt demnach
Uber die Balance von aktivierenden und inhibierenden Transkriptionsfaktoren bzw. deren assozi-
ierter histonmodifizierender Cofaktoren [1] (Abb.12). Wahrend die positiven Regulatoren durch
Differenzierung induziert werden, bleibt die zellulare Konzentration der inhibitorischen Faktoren
nahezu unverandert bzw. werden repressive Histonmodifikatoren wie HDAC1 zusatzlich herun-
terreguliert [117, 455], was zur transkriptioneller Aktivierung des MIEP fuhrt. Der virale Promotor
imitiert so in seiner Regulation inflammatorische Gene, die normalerweise bei Differenzierung

induziert werden [459].
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Major Immediate Early Promotor Major Immediate Early Promotor
undifferenzierter Status differenzierter Status
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Abbildung 12: Regulation des Major Immediate Early Promotors iber Histonmodifikation nach Sinclair et. al. [1];
Im undifferenzierten Zustand ist der MIEP H3K9 methyliert und damit transkriptionell inaktiv, wahrend im diffe-
renzierten Zustand H4 acetyliert wird und damit das Chromatin offen vorliegt, sodass Transkriptionsfaktoren

binden koénnen.

Neben der Regulation des Major Immediate Early-Promotors durch Differenzierung wird auch
die Regulation des lytischen Replikationszyklus mafdgeblich von Histonmodifikationen beein-

flusst (Abb.13).

Unmittelbar nach der Virusaufnahme in die Zelle assoziiert das virale Herpesgenom mit den
ND10-Bodies [460, 461]. Dies sind nukleare Strukturen mit den Komponenten hDaxx, PML oder
ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked protein), die unter anderem mit
histonmodifizierenden Enzymen wie Histondeacetylasen und Methylasen interagieren kénnen
[444]. Diese Bindung vermeidet die Immediate Early-Genexpression durch Repression des
Major Immediate Early Promotors [462]. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl durch Knock-
down von hDaxx, als auch durch Vorbehandlung der Zellen mit TsA, dieser frihe Schritt der
Repression vermieden werden kann [462] und eine ausgepragtere Immediate Early-
Genexpression stattfindet. Diese intrinsische, antivirale Zellantwort scheint ein Grund fUr den
relativ langen Replikationszyklus von HCMV zu sein. Allerdings ist die Auspragung der Repres-
sion abhangig von der MOI. Bei hohen Virusmengen kann der Effekt Uberwunden werden, was

fur eine begrenzte Kapazitat spricht [463].
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Nach Expression der beiden Hauptproteine der Immediate Early Phase IE1 und 2 regulieren
diese nachgeordnet die Aktivitat von Early bzw. Late Promotoren. Dies erfolgt unter anderem
Uiber die Bindung von HDAC1, 2 und 3, die den Acetylierungsstatus der Promotorsequenzen
erhdhen und diese transkriptionell aktivieren [381, 441, 464]. In der Verdffentlichung von Cue-
vas-Bennett et. al. [465] wurde die genaue Verdnderung des Histoncodes der unterschiedli-
chen viralen Promotoren wahrend des lytischen Zyklus untersucht. Man muss generell zwischen
Immediate Early Promotoren und den restlichen viralen Promotoren unterscheiden, die in ihrer
Regulation deutliche Unterschiede zeigen. Zu Infektionsbeginn ist der MIEP H3K9 hypomethy-
liert und H3K9 sowie H3K14 hyperacetyliert, wahrend sowohl Early als auch Late Promotoren mit
dem repressiven Histonmarkern di-methyl-H3K9 und hypoacetylierten H3 assoziiert sind [466].
Schreitet die Infektion fort in die Late Phase, steigt das Level an H3-Methylierung am MIEP wah-
rend diese an den restlichen Promotorregionen abnimmt. Die maximalen Expressionslevel der
Early und Late Proteine stimmen mit der, durch den Histoncode beeinflussten, transkriptionellen
Promotoraktivitat, tUberein. Die Repression des MIEP durch Reduktion des Acetylierungsstatus
von H3 wird durch die autoregulatorische Fahigkeit von Immediate Early 2 vermittelt. Dieses
bindet an die cis-repression Sequenz (crs) [424, 426] des MIEP, rekrutiert HDAC1 sowie G9a
und Suvar(3-9)H1 und blockiert die Transkription [442, 465]. IE2 hat demnach sowohl aktivie-
rende als auch repressive Funktion auf die viralen aber auch auf diverse zellulare Promotoren
Uber die Bindung bzw. Rekrutierung von histonmodifizierenden Enzymen [381, 435, 441, 442].
Entscheidend fur die IE2-Regulation des MIEP ist dabei das Verhaltnis zwischen viralem Genom
und IE2-Proteinmenge in der Zelle. Zu Beginn der Infektion Uberwiegt die DNS-Menge, bei Ex-
pression der IEPs werden immer mehr crs-Sequenzen blockiert, der Promotor hypoacetyliert und
damit inhibiert. Die transaktivierende Regulation anderer viraler und zellularer Promotoren tber
IE2 erfolgt Uber dessen Fahigkeit, Histonacetyltransferasen zu binden und so die H3-

Acetylierung zu erhdhen [467, 468].
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Mechanismus zwischen selektiver positiver und
inhibitorischer Promotorregulation essentiell fur die sequentielle Genexpression des HCMV ist.
Nach Eintritt des viralen Genoms in den Zellkern wird es mit Histonen assoziiert und zunachst an
ND10-Bodies gebunden, die als initiale zellulare Antwort das virale Genom Uber Histonmodifika-
tionen wie Methylierungen transkriptionell inaktivieren. Bei einer bestimmten Viruskonzentration
wird dieser Mechanismus Uberwunden, H3 im MIEP hyperacetyliert und hypomethyliert, worauf-
hin Transkriptionsfaktoren, HATs und Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie
rekrutiert werden und die Transkription beginnt. Zur gleichen Zeit sind die Early und Late Promo-
toren hypoacetyliert und hypermethyliert, sodass keine Rekrutierung erfolgen kann und sie inak-
tiv sind. Akkumulieren die Immediate Early Proteine, interagieren diese physikalisch und funktio-
nell mit histonmodifizierenden Enzymen. IE1 inhibiert die HDAC-Aktivitat [464] und IE2 rekrutiert
u.a. HATs [381] um die Early und Late Promotoren zu aktivieren. Der MIEP ist zu diesem Zeit-
punkt durch die autoregulative Repression uber IE2 inhibiert. Am Ende des Replikationszyklus
kommt es vor dem Zusammenbau neuer Virionen zur Entfernung der assoziierten Histone Uber

einen bislang noch nicht geklarten Mechanismus.

1.2.7 Beeinflussung zelluldrer Kinasen und Wachstumsfaktoren durch HCMV

Zellulare Kinasewege spielen eine essentielle Rolle in der Regulation des lytischen Zyklus, aber
auch in der Ausbildung inflammatorischer Symptome durch Induktion von beispielsweise COX-
2. Daran beteiligt sind unterschiedlichste Kinasen, die im Zusammenhang mit der viralen Infekti-

on in ihrer Aktivitat beeinflusst werden kdnnen.

Proteinkinase A und C sind bekannt als Aktivatoren des Major Immediate Early Promotors [469,

470]. Ein Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration fiihrt zur Aktivierung dieser Kinasewe-
ge, woraufhin CREB, an cAMP-Response-Elemente zelluldrer Promotoren bindet und diese tran-
saktivieren kann. Kristoffersen et. al. [471] konnten zeigen, dass die Aktivitat dieser Kinasen im
frihen Infektionsstadium ansteigt, jedoch ohne dass dabei ihre Expression erhdht wird. Des
Weiteren ist PKC essentiell am Transport der Viren in die Zelle bzw. der Capside aus dem Kern
beteiligt. Nach HCMV-Infektion verstarkt sich die PKC- und Tyrosinkinase-vermittelte Phosphory-

lierung zellularer Membranrezeptoren Uber die die Virusaufnahme erfolgt [472]. Auch fur die
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Ausschleusung der neugebildeten Capside aus dem Kern ist eine lokale Destabilisierung durch
Lamin-Phosphorylierung notwendig, die durch einen Multiproteinkomplex aus den viralen Protei-
nen UL50/UL53 und PKC induziert wird [473, 474]. Im Unterschied zu den membranregulatori-
schen Eigenschaften von PKC, konnte fur PKA eine Phosphorylierung von IE2 nachgewiesen

werden, die dessen DNS-Bindungskapazitat vermindert [475].

Den Proteinkinasen A und C vorgeschaltet ist die PI3K (phosphoinositide-3-kinase), eine
phosphorylierende Kinase, die dartiber hinaus auch Akt und NFkB aktivieren kann [476-480].
Unmittelbar nach Infektion mit HCMV kommt durch Bindung viraler Glycoproteine an zellulare
Rezeptoren zu einem starken Anstieg der PI3K-Aktivitat durch Phosphorylierung der p86-
Untereinheit [401, 481, 482]. Die Kinaseaktivitat ist essentiell an der Expression von Major Im-
mediate Early Proteinen beteiligt und wird wiederum von ihnen verstarkt, was zu einem zweiten
Aktivitatsmaximum etwa 4 Stunden nach der Infektion fihrt [482]. Die PI3K-nachgeschalteten
Signalwege fuhren Gber NFkB und Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) zu
einer Erhdhung von Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequence 1), einem Protein der Bcl-2 (B-cell
CLL/lymphoma 2) Familie, welches antiapoptotische Wirkung zeigt [483]. Darlber hinaus zeigt
HCMV auch direkte Transaktivierung von NFkB durch Erhéhung des mRNS-Spiegels sowie Ho-
mo- und Heterodimerbildung, was die Apoptose zusatzlich unterdriickt [484-486]. Die Aktivie-

rung von PI3K durch HCMV fiuhrt also zu einem Apoptoseblock kurz nach Infektion, was den

ersten Schritt zur Ausbildung des Latenzstadiums darstellt [483].

Auch die Familie der MAP-Kinasen wird durch HCMV-Infektion beeinflusst. Zu ihr zahlen ERK1/2

JNK und p38, welche Uber eine dreistufige Phosphorylierungskaskade aktiviert werden. Die
MEKK phosphoryliert die MEK bzw. MKK (mitogen-activated protein kinase kinase), welche
daraufhin die MAPK aktiviert [487, 488]. Diese phosphoryliert nachgeschaltet eine Vielzahl von
zellularen Transkriptionsfaktoren, die die Genexpression steigern [82, 489, 490]. Fur HCMV
konnte eine Aktivierung von ERK1/2 und p38 gezeigt werden [491, 492]. ERK1/2 wird sehr
schnell nach der viralen Anlagerung und in einer zweiten Phase 8-48 Stunden nach Infektion
stimuliert [493]. Uber die Aktivierung von ERK kénnen AP1, Elk-1, CREB und SAP1a (prosaposin
a) phosphoryliert werden, welche unter anderem an der Regulation des Zellwachstums beteiligt
sind. HCMV-Infektion vermittelt via ERK antiapoptotische Effekte Uber Bcl-2 [494]. Die Stimulati-

on der Kinase erfolgt Uber Inhibiton der inaktivierenden Phosphatasen wie DUSP6/MKP3 (dual
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specificity phosphatase 6 / MAP kinase specific phosphatase 3), sodass ERK langer im
phosphoryliertem Zustand bleibt und darauffolgend die Transkriptionsfaktoren AP1 und CREB
zellulare und virale Promotoren aktivieren kann [396, 409, 492, 495-499]. Diese Inhibition wird
wahrscheinlich Uber Immediate Early Proteine vermittelt, da UV-inaktiviertes, replikationsdefizien-
tes Virus keine Erhohung der Kinaseaktivitat zeigt [492]. ERK kann die Immediate Early Proteine
IE1 und IE2 in vitro direkt phosphorylieren, was deren Promotorbindung positiv beeinflusst [500].
Yi et el. [501] zeigten fur die COX-2 eine ERK-vermittelte aber Immediate Early Protein unabhan-
gige Induktion nach Infektion tGber welche die entziindliche Symptomatik mediiert wird. Ein wei-
terer regulativer Mechanismus an dem der ERK-Pathways beteiligt ist, ist die Reaktivierung aus
der Latenz. Differenzierung von latent infizierten Zellen mittels TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetat) induziert unter anderem tber ERK-Aktivierung den Ubergang in die Iytische, produk-
tive Virusreplikation [284]. Im Unterschied dazu zeigt die Inhibierung von p38 keinen Einfluss auf
die virale Genexpression, sondern reguliert eher zellulare Mechanismen [502]. Auch fir p38 sind
zwei Aktivitatsmaxima nach Infektion zu beobachten. In der frihen Phase kommt es zur Indukti-
on von p38 uber Inhibition der Dephosphorylierung, in der spaten Phase wird die Aktivitat der
vorgeschalteten MKK3/6 erhoht [491]. Regulativ wirkt p38 unter anderem auf HSP27 (heat shock
protein) und Rb. HSP27 ist ein Chaperon, welches die Faltung, die Translokation und die Kom-
plexbildung von Proteinen unterstitzt [503]. Nach HCMV-Infektion kommt es p38 induziert zur
HSP27-Aktivierung und damit zur Generierung einer zellularen Umgebung, welche die Permissi-
vitat des Virus erhoht und Apoptose unterdriickt. Rb ist ein zellularer Regulator, der mit
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie interagieren kann und essentielle Enzyme der DNS-
Replikation wie HDACs oder RNS-Polymerase Il rekrutiert [504-507]. HCMV fordert durch Hy-
perphosphorylierung von Rb Uber p38 die virale DNS-Replikation. Es konnte auch eine direkte
Bindung von IE2 an Rb gezeigt werden, die diesen Prozess zusatzlich unterstitzt und auch
unabhangig von der Phosphorylierung E2F aktivieren kann [508]. Die Veroffentlichungen zur
Interaktion zwischen HCMV und JNK sind hingegen widerspriichlich. Wang et. al [509] und Dou
et. al. [510] konnten eine Aktivierung der JNK nach Infektion zeigen. Diese wird durch ein syner-
gistisches Zusammenwirken von IE1 und MEKK1 (mitogen-activated protein kinase kinase kina-
se) hervorgerufen, was nachgeordnet zur Aktivierung des JNK- und ERK-Signalweg fuhrt. JNK
phosphoryliert die c-Jun Untereinheit von AP1 und fordert so die Genexpression [511]. Aller-
dings fuhrt aktive JNK zur Inhibierung des antiapoptotischen Bcl-2 und Aktivierung des proa-

poptotischen BH3-Proteins, was verstarkten Zelltod hervorruft [512, 513]. Die Gruppe um Xuan
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et. al. [614] dagegen hat eine, durch das virale Immediate Early Protein pUL38 vermittelte, Un-
terdriickung der JNK-Phosphorylierung verdffentlicht, die entsprechend antiapoptotisch wirkt
[515]. Die Regulation scheint damit von unterschiedlichen viralen Proteinen in verschiedenster

Weise beeinflusst zu sein.

Auch die Regulation des Zellzyklus ist durch HCMV-Infektion maf3geblich beeinflusst. So akti-
viert und induziert das Virus die Expression vieler Wirtsproteine, um eine zellulare Umgebung zu
erzeugen, die ideal fur seine Genexpression und DNS-Replikation ist. Hierbei spielen die Aktivi-
tat von CDKs und die Unterdriickung der DNS-Replikation der Wirtszelle eine wichtige Rolle
[516]. Der Ubergang der einzelnen Phasen des Zellzyklus wird von CDKs und Cyclinen be-
stimmt [5617, 518]. In der GO/G1 Phase kommt es zur exzessiven Expression von Immediate
Early Proteinen [519, 520]. Dabei férdern CDK7 und CDK9 die virale Transkription durch Hy-
perphosphorylierung der RNS-Polymerase Il [521, 522]. In spéateren Phasen der viralen Replika-
tion sorgen CDK2 und CDKQ fir posttranslationale Modifikation und nukleare Lokalisation viraler
Proteine wie UL69 und UL83. CDKs sind malfigeblich fur die Akkumulation und Prozessierung
viraler Proteine verantwortlich [523, 524]. Durch Hemmung der CDK-Aktivitat mit Inhibitoren wie
z.B. Roscovitin kommt es zur kompletten Unterdriickung der HCMV-Replikation [525]. Des Wei-
teren inhibiert HCMV CDK-vermittelt die Wirtszellreplikation. Zellulare Pre-Replikationskomplexe
werden nicht gebildet [516], die DNS-Synthese schreitet nicht voran, Chromosomsegregation
und Zytokinese werden geblockt [526-529]. Die Zelle verweilt aufgrund einer viral induzierten
Dysregulation der zellularen Cyclinlevel in einer Pseudo-G1 Phase [526]. Der Zellzylkus kontrol-
liert demnach entscheidend die virale Replikation. Dieser Aspekt ist auch entscheidend fur den
Ubergang zwischen Latenzphase und lytischem Zyklus. Ein Zusammenhang zwischen p53-
Aktivierung nach beispielsweise Entzindungsprozessen und Regulation der Aktivitat nachge-

ordneter CDKs konnte gezeigt werden [530].

Fur viele Herpesviren ist bekannt, dass sie nach der Infektion proentziindliche und prokoagulie-
rende Veranderungen hervorrufen kénnen [531]. Auch das humane Cytomegalovirus ist in der
Lage, durch Induktion von Wachstumsfaktorrezeptoren vor allem Erkrankungen wie Arterioskle-
rose und Vaskulopathien hervorzurufen. So konnten in glatten Muskelzellen aus Plaques der
Koronararterien virale Nukleinsauren und Antikorper nachgewiesen werden [532]. Es scheint

unterschiedliche Regulationsmdglichkeiten fur die Induktion der Rezeptorexpression zu geben.
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Fur VEGF (vascular endothelial growth factor) konnte gezeigt werden, dass sowohl ein virales
Strukturprotein, als auch ein im lytischen Zyklus synthetisiertes Protein, fir die Regulation ver-
antwortlich sind [533]. Mechanistisch erfolgt die Induktion zumindest teilweise Sp1-vermittelt
Uber Promotoraktivierung. VEGF reguliert vaskulare Permeabilitat und Integritat, sowie Angioge-
nese und Neovaskulisierung [5634-536]. Bei erhohten Spiegeln kommt es zur Expression von
Adhasionsmolektlen auf Endothelzellen und Chemotaxis von Monozyten, was nachfolgend die
Entzindung unterstutzt [537, 538]. Ebenso konnte fur PDGF (platelet-derived growth factor) eine
verstarkte Aktivierung nach HCMV-Infektion gezeigt werden [539]. Durch Immediate Early Prote-
ine wird der PDGFR-R (platelet-derived growth factor receptor ) in Zellen der glatten Muskula-
tur starker exprimiert [540], was ebenfalls Chemotaxis stimuliert und zu einer erhohten Zellmigra-
tion fuhrt, dieses beginstigt Progression von Artherosklerose und Restenosen [536, 541-543].
Ob die Regulation wie bei VEGF promotorvermittelt oder posttranskriptional erfolgt ist bislang
nicht geklart. Generell finden sich erhdhte PDGF-Konzentrationen in arteriosklerotischen Lasio-
nen [544-546]. Durch Aktivierung der Synthese von Wachstumsfaktoren bzw. ihrer verstarkten
Rezeptorexpression begunstigt die HCMV-Infektion demnach die Entstehung arteriosklerotischer
Erkrankungen, welche aufgrund ihres entziindlichen Charakters dem Virus die lytischen Replika-

tion beziehungsweise Reaktivierung aus der Latenz ermoglichen.

1.2.8 HCMV assoziierte Erkrankungen

Die Infektion mit dem HCMYV ist vor allem mit entzlindlichen, vaskularen, aber auch Tumor- und
Autoimmunerkrankungen verknupft. Generell bendtigt das Virus eine Immunsystemaktivierung
um aus dem Latenzstatus zu reaktivieren, welche im Folgenden die Krankheitssymptome hervor-
ruft. Im immunkompetenten Patienten bildet sich nach der asymptomatischen Primarinfektion
eine lebenslange Latenz aus, wobei das Virus hauptsachlich in undifferenzierten Zellen wie
Monozyten persisiert. Nach Reaktivierung durch entzindliche Prozesse kommt es in immun-
supprimierten Patienten, also klassischerweise nach Organtransplantationen oder Ausbruch von
AIDS, zur Auspragung der Folgesymptomatik. Hierzu zahlen akute Symptome wie Fieber, Leu-
kopenie, Hepatitis, Pneumonie oder Retinitis aber auch Langzeitschaden durch Arteriosklerose
oder Restenose [542, 547, 548]. Des Weiteren gibt es eine Verknupfung zwischen HCMV-

Infektion und Autoimmunerkrankungen, so konnten in psoriatrischen Plaques, aber auch in Zel-
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len entziindlicher Gefalierkrankungen, erhohte Viruskonzentrationen nachgewiesen werden
[5649]. Rheumatoide Arthritis, Lupus erythematosus und das Sjorgren-Syndrom sind weitere
Autoimmunerkrankungen, deren Pathogenese von der HCMV-Infektion abhéangig zu sein scheint
[266]. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit atopischer Dermatitis und
Sepsis eine HCMV-Reaktivierung aus der Latenzphase moglich ist, was durch die Aktivierung
des MIEP durch erhthte NFkB-Spiegel zu begriinden ist [5650, 551] (s.1.1.2.5). Eine aktive
HCMV-Infektion fordert weiterhin eine existierende Immunsuppression und erhdht so das Risiko
fUr opportunistische bakterielle und Pilzinfektionen [552, 553]. Ein zusatzlicher Formenkreis an
Erkrankungen der mit HCMV assoziiert ist, sind Krebserkrankungen vor allem des Kolons, der
Prostata oder Glioblastome [267, 554, 555]. Als weitere Langzeiterkrankung ist noch Diabetes
Typ 1 zu nennen. Die virale Infektion fuhrt hierbei Uber direkte R-Zelllyse und Aktivierung von

autoreaktiven T-Zellen zum Fortschreiten der Erkrankung [556, 557].

Neben den bereits erwahnten Krankheitsbildern, die durch Reaktivierung des Virus durch Im-
munsystemaktivierung hervorgerufen werden, zeigt das HCMV auch pathogene Auswirkungen
auf die Fotusentwicklung. Kommt es wahrend der Schwangerschaft zur Infektion, muss mit
schweren Geburtsschaden wie Taubheit oder geistiger Retardierung gerechnet werden [558].
Kongenitale Infektionen mit HCMV stellt heute noch die haufigste Ursache fur intrauterine Infekti-

onen dar [559].

Generell lassen sich demnach die HCMV-assoziierten Erkrankungen in kongenitale Infektions-
folgen und in entzindliche Erkrankungen in Folge von Immunsystemaktivierungen unterteilen.
Die aktive Virusinfektion fordert dabei durch regulative Prozesse wie Apoptose, Migration, Angi-

ogenese oder Beeinflussung des Zellzyklus zur Auspragung der Symptomatik [560].
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2 ZIEL DER ARBEIT

Ziel der Arbeit war es, die von Qiu et. al. [248] in vaskularen Zellen der glatten Muskulatur be-
schriebenen Effekte der 5-Lipoxygenase-Induktion durch HCMV-Infektion auf eine eventuelle
Zellspezifitdt zu untersuchen. Hierzu wurde das Zellsystem der HFF gewahlt und die Regulation

der 5-LO auf mRNS- und Proteinebene nachgewiesen.

Ein zweiter Schwerpunkt lag in der detaillierten Aufklarung des induktiven Effektes. Das verant-
wortliche virale Protein sollte identifiziert und der zugrundeliegende Mechanismus naher charak-
terisiert werden. Besonders die promotorvermittelte Induktion stand im Fokus der Untersuchun-
gen. Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass die Regulation der 5-LO von verschiedensten
Faktoren bestimmt wird. Hierzu zahlen epigenetische Einflisse wie der Acetylierungszustand
der assoziierten Histonproteine [9, 139, 171] und die DNS-Methylierung [561], aber auch die
Bindung verschiedenster Transkriptionsfaktoren wie z.B. Sp1 oder Egr-1 [7] beeinflussen die

Promotoraktivitat.

Im Laufe der Arbeit sollte, darauf Bezug nehmend, abgeklart werden, ob der durch das humane

Cytomegalovirus ausgeldste induktive Effekt Uber einen dieser Regulationswege ablauft.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Zelllinien und Zellkultur

Humane Vorhaut-Fibroblasten (HFF) wurden aus einem Isolat eines gesunden Spenders gewon-
nen (Universitatsklinikum Frankfurt/Main) und freundlicherweise vom Arbeitskreis Prof. Dr. Jind-
rich Cinatl jr. (Institut fur Med. Mikrobiologie, Virologie & Infektionsepidemiologie des Universi-
tatsklinikums Frankfurt/Main) zur Verfigung gestellt. Die Kultivierung erfolgte fur 13 Passagen in
DMEM-HAM's F12 supplementiert mit 10% FCS (v/v), 0,4 mM Glutamin, 2 mM HEPES, 100 U/mi

Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37°C und einer gesattigten 5% CO, Atmosphare.

Die Kultivierung von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293T) (ATCC CRL-11268™) er-

folgte in DMEM mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin bei 37°C und 5% CO,,.

Die humane monozytare Zelllinie Mono Mac 6 (MM6) wurde in RPMI1640 mit 10% FCS, 2mM
Glutamin, 1mM Natriumpyruvat, 10pg/ml Insulin, 1mM Oxalacetat, 100 U/ml Penicillin, 100pg/ml

Streptomycin und 1% nicht essentiellen Aminoséuren bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

HT-29, eine humane Kolonadenomzellen, wurde Uber ATCC bezogen (ATCC HTB-38™). Das
verwendete Wachstumsmedium beinhaltete DMEM-HAM's F12 supplementiert mit 10% FCS
(v/v), 0,4 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Die Zellen wurden bei
37°C und 5% CO, kultiviert.

Humane PMNL wurden aus Leukozyten-Konzentraten frisch isoliert. Die Konzentrate wurden
vom Markus-Krankenhaus in Frankfurt zur Verfigung gestellt. 40 ml der 1:1 mit PBS verdinnten
Konzentrate wurden mit 10 ml einer 10%igen Dextran / PBS-Losung gemischt, 30 Minuten sedi-
mentiert und die Erythrozyten abgetrennt. 10 ml Nycoprep-Dichtegradientenmedium wurde mit
den Uberstanden tberschichtet und bei einer Drehzahl von 800 rpm 10 Minuten bei RT ohne
Bremse zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ml PBS (4°C) resuspendiert und erneut bei einer
Drehzahl von 300 rpm fiir 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 10 ml MilliQ (4°C) aufgenommen. Die hypotonen Lyse der Erythrozyten wurde exakt

nach 45 Sekunden durch Zugabe von 40 ml PBS (RT) gestoppt. Nun zentrifugieren (200 rpm, 10
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Minuten, RT), das Pellet mit PBS waschen und nochmals lysieren. Nach erneuter Zentrifugation

(200 rpm, 10 Minuten, RT) wird das Pellet in PBS/Glucose (1 mg/ml) resuspendiert.

3.2 Inkubationsreagenzien

Eingesetzt wurden Foscarnet als Inhibitor der viralen DNS-Polymerase (Fa. Sigma Aldrich, Cat.
No0.79510), gelost in DMEM HAM'S F12 zu einer Endkonzentration von 5 mM sowie der DNS-
abhangige Proteinkinase-Inhibitor Wortmannin (Fa. Sigma Aldrich, Cat. No. W3144) in DMSO.

Des Weiteren fand ein Proteinkinase-Inhibitor-Screening (Screening Set, Fa. Proteinkinase.de,
Cat. No. PKI-SCREENSET-500) mit den Substanzen Apigenin, Chelerythrine, H-8, PD169316,
Roscovitin, SL327, SP600125, SU4312, SU6656, Triciribine (alle gelost in DMSO) sowie Lithium-

chlorid, geldst in MilliQ, statt. Dabei wurden unterschiedliche Endkonzentrationen verwendet.

Der DNS-Interkalator Mithramycin (Fa. Sigma Aldrich, Cat. No. M6891), geltst in DMSO, wurde

als Hemmstoff der Sp1-Bindung an die GC-Boxen des 5-LO-Promotors eingesetzt.

3.3 Viren

3.3.1 Humane Cytomegalovirus-Stamm AD169

Der humane Cytomegalovirus-Stamm AD169 wurde initial Uber ATCC bezogen (VR-538) und
freundlicherweise vom Arbeitskreises Prof. Dr. Jindrich Cinatl jr. (Institut fir Med. Mikrobiologie,
Virologie & Infektionsepidemiologie des Universitatsklinikums Frankfurt/Main) zur Verfligung

gestellt.

3.3.2 Humane Cytomegalovirus-Stamm Towne und CR208

Die humanen Cytomegaloviren-Stamme Towne und CR208 wurden netterweise von Prof. Dr.
Michael Nevels (Institut fur Infektionskrankheiten, Universitat Regensburg) zur Verfugung ge-

stellt.
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3.4 Viruskultivierung

Anzucht und Kultivierung des HCMV-Stamms AD169 erfolgte in HFF. Die Zellen wurden bei
einer Konfluenz von 80% mit dem Virus (MOI 1) infiziert. Das Virus wurde Uber 14 Tage kultiviert
und in regelmafligen Abstanden der zytopathische Effekt kontrolliert. Gewonnen wurde das
Virus aus dem Zelluberstand durch Zentrifugation bei 3000 rpm fir 10 Minuten und anschlie-
Render Ultrazentrifugation bei 19000 rpm fur 2 % Stunden. Das Pellet wurde in 1/10 der ur-

sprunglichen Medienmenge resuspendiert und titriert.

Die Virusstamme Towne und CR208 wurden als vortitrierte Virusaliquots von der Universitat

Regensburg Arbeitskreis Prof. Dr. Michael Nevels erhalten.

3.5 Virustitration und Aminoethylcarbazol-Farbung

Zur Titration des Virus wurden HFF mit unterschiedlichen Verdinnungen des Virusstocks infi-
ziert, fur 24 Stunden wachsen gelassen und anschlieRend die Virusproteinkonzentration mittels
AEC (3-Amino-5-Ethylcarbazol)-Farbung bestimmt. Dazu wurden die infizierten Zellen mit vorge-
kuhltem Aceton/Methanol (40/60, v/v) fur 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach folgte
eine 30minltige Inkubation bei 37°C mit Blocking Solution (20 mM Tris-HCI pH 7,45, 200 mM
NaCl, 0,01% Thiomersal, 0,2% Tween 20, 2% BSA, 5% Goat Serum) um unspezifische Bindun-
gen abzudecken. Anschliel3end erfolgte die Zugabe der primaren Antikdrper gegen das Imme-
diate Early Protein 1 (Cytomegalovirus (CMV), 76 kDa immediate early antigen, Fa. Biotrend,
Cat. No. BT-24-7056-04; Verdinnung 1:7000 mit Waschpuffer) bzw. das Late Protein Glycopro-
tein B (gB) (CMV gB, Fa. Gene Tex Inc, Cat. No. GTX40783; Verdiinnung 1:100 mit Waschpuf-
fer) und eine Inkubation fur weitere 30 Minuten bei 37°C. Die Antikdrperlosung wurde im Fol-
genden abgenommen und die Zellen dreimal mit Waschpuffer (20mM Tris-HCI pH 7,45, 200mM
NaCl, 1g/l BSA, 0,01% Thiomersal, 0,2% Tween 20) gewaschen, bevor 30 Minuten bei 37°C mit
dem sekundaren Antikérper (Biotin-SP-conjugated Affini Pure F(ab’), Fragment Goat anti-mouse
IgG (H+L), 115-066-062, Fa. Jackson Immuno Research; Verdiinnung 1:1000 mit Waschpuffer)
inkubiert wurde. Die Antikdrperldsung wurde verworfen und erneut dreimal mit Waschpuffer

gewaschen. Nach Beendigung der Antikdrperinkubationen wurden die Zellen fir 60 Minuten bei
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37°C mit Streptavidin-Peroxidase (Streptavidin-Peroxidase-Conjugat, Fa. Calbiochem, Cat. No.
189733, Verdinnung 1:3000 mit Waschpuffer) versetzt und erneut dreimal gewaschen. Die
Farbreaktion wird durch Zugabe von AEC-Substatiosung (5mM 3-Amino-5-Ethylcarbazol, 30%
N-N-Dimethylformamid in Acetat-Puffer pH 5) und Wasserstoffperoxid initiiert. Die Farbeldsung
wurde nach kurzer Einwirkzeit abgeschuttet und die gefarbten Zellen unter dem Mikroskop aus-

gezahlt.

3.6 Plasmide

3.6.1 5-LO-Reporterkonstrukte

Die fur den Reporterkonstrukte beinhalten Fragmente des 5-LO-Promotors. Das Konstrukt pN10
umfasst -844bp bis -12bp, pN11 -295bp bis -12bp, pN12 -205bp bis -12bp und pN13 -142bp
bis -12bp bezogen auf ATG. Des Weiteren wurden verschiedene GC-Box-Mutanten getestet,
basierend auf pN10 und pN13. Mittels site-directed Mutagenese der Region -133bp bis -188bp
wird die GC4-Box-Mutante und -78bp bis -83bp die GC5-Box-Mutation erzeugt [9].

3.6.2 Expressionsplasmide

Die Expressionsplasmide einzelner Cytomegalovirus-Proteine basieren auf pCGN und wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Michael Nevels (Institut fur Infektionskrankheiten, Universitat
Regensburg) zur Verfigung gestellt. Sie codieren fur die Proteine IE86 (Gene ID: 3077563),
ULB9 (Gene ID: 3077513), pp65 (Gene ID: 3077513), pp71 (Gene ID: 3077530 ) [562], pp150
(Gene ID: 3077422), UL48 (Gene ID: 3077504) und IE72 (Gene ID: 3077513) [435].

3.6.3 Kontrollplasmide

Als Kontrollplasmide fir den Reportergenassay wurden pGL3basic (Fa. Promega Cat. No.

E1751) und pRL-SV40 (Fa. Promega Cat. No. E2231) verwendet.
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3.7 Plasmidpreparationen

Fur die Transfektion benodtigte Mengen Plasmid-DNS wurden in SURE” competent cells (Fa.

Stratagene, Cat.N0.200238) exprimiert und als Mini- bzw. Maxi-Preparation aufgereinigt (GenE-

lute™ Plasmid Miniprep Kit, Fa. Sigma Aldrich, PLN350-1KT; NucleoBond xtra Maxi, Fa. Mache-

rey-Nagel, Cat. No. 740414.10).

3.8 Klonierung von Immediate Early Deletionsplasmiden

3.8.1

Deletionsmutanten der viralen Proteine IE1 und IE2

Um den durch Immediate Early 1 (IE1)-vermittelten Effekt auf den 5-LO-Promotor naher zu cha-

rakterisieren, wurden unterschiedliche Deletionsmutanten fir die Uberexpression in humanen

Zellen erzeugt. Die Generierung der Mutanten erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

wobei pCGN-IE1 als Template fungierte. Die verwendeten Primer sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 3: Klonierungsprimer der pCGN-basierten Deletionsmutanten

Plasmid Deletion Forward Primer (5°-3) Reverse Primer (5°-3")
pCGN- 509-605 bp ACGAATTCGGATCCATGGAGTCCTC CGAATTCCTCCTTAATACA (Part1)
IE1AATP TGCCAAGAG (Part1)

ACGAATTCGGATCCATCCTGATTAGTG

CGAATTCGATGAACTTAGG (Part2) GGATCCATAACAGTAAC (Part2)

pCGN- 1-258 bp ACGAATTCGGATCCATGCTCGTCAA ACGAATTCGGATCCATCCTGATTAGTG
IE1AEXx0oN2-3 ACAGATT GGATCCATAACAGTAAC
pCGN- 259-1477 bp | ACGAATTCGGATCCATGGAGTCCTC ACGAATTCGGATCCTGATATTTCTGCC
IE1AEXxon4 TGCCAAGAG AGGACATC
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Das Insert fur pCGN-IE1AATP besteht aus zwei PCR-Fragmenten, die zundchst mit EcoRlI ver-
daut und anschlief3end ligiert wurden. Dass so erhaltene Insert sowie die weiteren PCR-Produkte
der anderen Deletionsmutanten wurden nach Verdau mit BamHI in die entsprechende Schnitt-

stelle des Zielvektors pCGN einkloniert.

3.8.2 Bakterielle Expressionsplasmide der viralen Deletionsmutanten

Fur die Proteinexpression der viralen Proteine Immediate Early 1 (IE1), Immediate Early 2 (IE2)
und Immediate Early 1 Exon 2-3 (IE1AExon4) wurden die jeweiligen Sequenzen in den bakteriel-
len Expressionsvektor pGEX-5X-1 (Product Code 28-9545-53, Fa. GE Healthcare Life Science)
kloniert. Dazu wurde analog zu den pCGN-Konstrukten eine PCR mit pCGN-IE1 bzw. pCGN-IE2
als Template durchgefihrt. Es wurden fur die Generierung der Inserts die in Tabelle 4 aufgefihr-

ten Primer verwendet.

Tabelle 4: Klonierungsprimer der pGEX-basierten Expressionsplasmide

Plasmid Deletion Forward Primer (5°-3) Reverse Primer (5°-3")

pGEX-IE1 ACGAATTCGGATCCTCGAGTCCTC | ACGAATTCTCGAGTTACTGGTCAGCCTTGC
TGCCAAGAG TTCTAGTCACCAT

pGEX-IE2 ACGAATTCGGATCCTCGAGTCCTC | ACGAATTGCGGCCGCTTACTGAGATTTGTT
TGCCAAGAG CCTCAGGTCCTGGA

pGEX- 259-1477 bp | ACGAATTCGGATCCTCGAGTCCTC | ACGAATTCCTCGAGTGATTATTCTGCCAGG

IE1AEXxon4 TGCCAAGAG ACATC

Die so erhaltenen PCR-Fragmente werden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen ver-
daut (BamHI / Xhol fur IE1 und IE1AExon4, BamHI / Notl fur IE2) und in den zuvor geschnittenen
pGEX Vektor einligiert.
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3.9 Transfektionen

3.9.1 Lipofektamin-Transfektion von humanen Vorhaut-Fibroblasten

24 Stunden vor Transfektion wurden HFF ausgesat, sodass die Konfluenz am Transfektionstag
70-80% betrug. Die genaue Zellzahl richtete sich nach der Wachstumsflache (Tab. 5). Die Aus-
saat erfolgte in Indikator- und Antibiotika-freiem DMEM HAM'S F12 (s. 3.1). Zur Transfektion
wurde Lipofectamin™ LTX with PLUS™ Reagent (Fa. Invitrogen, Cat. No. A12621) gemaf den
Angaben des Herstellers verwendet, die transfizierte DNS-Menge ist ebenfalls in Tabelle 5 auf-

gefuhrt. 16 Stunden nach Transfektion fand ein Medienwechsel zu Vollndhrmedium statt.

Tabelle 5: DNS und Zellmengen fir Lipofektamintransfektion von humanen Vorhaut-Fibroblasten

Transfektionsansatz Wachstumsflache Ausgesate Zellzahl Transfizierte DNS-Menge

24-well Platte 1,9cm? pro well 6x10°" pro well 1,5 ug Reporterplasmid

0,05 pg Kontrollplasmid

0,1875 pg Expressionsplasmid

Zellkulturflasche 175cm? 5,5><1O6 220ug

3.9.2 Calciumphosphat-Transfektion von HEK293T-Zellen

24 Stunden vor Transfektion wurden 4x10* Zellen pro well in einer 24-well-Platte ausgeséat. Fur
die Transfektion wurde ein DNS-Mix der jeweiligen Plasmide entsprechend der Gesamt DNS-
Menge von 20 ug pro well pipettiert. Es erfolgte die Zugabe von 2,5 M sterilfiltrierter CaCl,-
Losung, bevor unter konstanter Luftzufuhr die langsame Zugabe zu 2xHeBS Puffer (28 M NaCl,
5 M HEPES, 120 mM Na,HPO,; pH 7,05) erfolgte. Anschlieflend wurde das entstandene Prazipi-
tat auf die Zellen verteilt und weitere 16 Stunden bei 37°C 5% CO, inkubiert. Danach erfolgte ein

Medienwechsel zu Vollnahrmedium.
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3.10 Reportergenassay

Zur Messung des Reportergenassays wurde das Dual-Glo® Luciferase Assay System der Firma
Promega (Cat. No. E2920) gemall den Angaben des Herstellers verwendet. Die Messung der
Lumineszenz von Firefly und Renilla Luciferase fand, falls nicht anders vermerkt, 84 Stunden
nach Transfektion unter Zuhilfenahme des Tecan infinite® M200 (Fa. Tecan Group Ltd.) statt. Als
Berechnungsgrundlage dienten relative Lumineszenzeinheiten (RLUs) berechnet aus Firefly

Lumineszenz geteilt durch Renilla Lumineszenz als interner Standard.

3.11 Infektionsversuche mit HCMV AD169 und CR208

Fur die Infektionsversuche mit HCMV AD169 bzw. CR208 wurden unterschiedliche Viruskonzent-
rationen eingesetzt. Die Endkonzentration wird in multiplicity of infection (MOI) angegeben. Eine
MOI von 2 entspricht einem 1:2 Verhaltnis zwischen Zellen und infektidsen Viruspartikeln. Die

Infektion erfolgte durch Zugabe der Virusldsung zum Zellmedium.

3.12 UV-Inaktivierung des Virus bzw. Filtration des Virusiberstandes

Um den viralen Einfluss auf die Induktion der 5-LO naher zu charakterisieren, wurde das Virus
durch UV-Bestrahlung inaktiviert, sodass er nicht mehr replikationsfahig ist. Hierzu wurde der
Virusstock fur 20 Minuten mit UV-A-Licht bestrahlt (Fa. LTF, Cat. No. VL-315 G). Zum anderen
sollte der Effekt der l6slichen Faktoren im Virustberstand bestimmt werden. Eine Viruspartikel-
freie Losung erhielt man durch Filtration des Virusstocks durch einen 0,1um Filter der Firma

Millipore (Millex®-VV 0,1um, Cat. No. SLVV033RS).

3.13 SDS PAGE und Coomassie-Farbung

Bei den Proben der SDS PAGE handelt es sich, wenn nicht anders erwahnt, um Ganzzellextrak-

te, bei denen die pelletierten Zellen 3x10 Sekunden mit Ultraschall behandelt und anschliefsend
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fur 15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurden mit 2xSDS PAGE-
Loading Puffer (250 mM Tris-HCI pH 6,8; 5 mM EDTA; 50% Glycerol; 10% SDS; 0,05% Brom-
phenolblau und 10% R-Mercaptoethanol) versetzt und bei 95°C 5 Minuten gekocht. 20ul der
fertigen Probe wurde elektrophoretisch in einem 8-12% SDS-Gel nach Lammli [563] aufgetrennt.
Die Elektophorese wurde fur 45 Minuten bei konstant 200 V durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte
entweder eine Coomassie-Farbung oder die Detektion mittels Western Blot. Fir die Coomassie-
Farbung wurde SimplyBlue™ der Fa. Invitrogen (Cat. No. LC6060) gemaR den Angaben des

Herstellers verwendet.

3.14 Western Blot

Alternativ zur Coomassie-Farbung wurde die Immunodetektion mittels Western Blot durchge-
fuhrt. Hierzu wurden die aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosememb-
ran (Fa. GE Healthcare, Hybond-C Extra, Cat. No. RPN 203E) transferiert. Die verwendeten Ein-
stellungen waren 95 V, 230 mA fur 80 Minuten. Anschlieend wurden die unspezifischen
Antigen-Antikdrper-Reaktionen durch Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur in Odys-
sey Blocking buffer” (Fa. Li-Cor” Bioscience, Cat-N0.927-40000) geblockt. Danach wurde die
Membran mit der Erstantikdrper-Losung tdber Nacht bei 4°C geschittelt, wobei diese gemal
Tabelle 6 in Odyssey Blocking buffer” mit 0,1% Tween-20 verdinnt wurden. Die Membran wurde
3x5 Minuten mit PBS + 0,1% Tween-20 gewaschen bevor die Inkubation mit dem Zweitantikor-
per (verdiinnt in Odyssey Blocking buffer” +0,1% Tween-20 und 0,02% SDS, siehe Tabelle 7) fur
45 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen erfolgte. Es wurde erneut 3x5 Minuten mit PBS +
0,1% Tween-20 gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgt mit dem LiCor Odyssey® Infrared

Imaging System (Fa. LiCor”).
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Tabelle 6: Verdinnungen der Erstantikdrper

Antigen Bezeichnung Verdinnung
5-LO Fa. BD Transduction Laboratories™, mouse IgG,, 5LO (33), Cat. No. | 1:400
610695
Sp1 Fa. Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, Sp1 (H-225), sc14027 1:500
Phospho-Sp1 Fa. Abcam, rabbit polyclonal IgG, Sp1 (phospho T453), ab59257 1:500
HDACA1 Fa.Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, HDAC1 (H-51), sc7872 1:500
HDAC?2 Fa. Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, HDAC2 (H-54), sc7899 1:500
HDAC3 Fa. Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, HDAC3 (H-99), sc11417 1:500
DNA-PK Fa. Antibodies-online.com, rabbit polyclonal IgG, anti-Protein Kinase, | 1:500
DNA activated, catalytic polypeptide (PRKDC) (pT2609), ABIN129603
FLAP Fa. Abcam, goat polyclonal IgG, ab-39535 1:200
cPLA, Fa. Santa Cruz, goat polyclonal IgG, cPLA,(C-20), sc-1724 1:200
3-Actin Fa. Santa Cruz, goat IgG, Actin (I-19), sc-1616 1:1000
Tabelle 7: Verdinnungen der Zweitantikdrper
Antigen Firma Verdinnung
Donkey anti-rabbit Fa. LiCor®, IRDye 800CW Donkey anti-Rabbit IgG (H + L), Cat. No. | 1:10000
926-32213
Donkey anti-mouse Fa. LiCor®, IRDye 800CW Donkey anti-Mouse IgG (H + L), Cat. No. | 1:10000
926-32212
Donkey anti-goat Fa. LiCor’, IRDye 680LT Donkey anti-Mouse IgG (H + L), Cat. No. 926- | 1:10000

68024
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3.15 Aufreinigung von Phospho-Proteinen

Fur die Analyse des phospho-Sp1-Status in HFF fand die Aufreinigung der Western Blot Proben
mit dem Pierce Phosphoprotein Enrichment Kit” (Fa. Thermo Scientific Life Science, Product No.
90003) gemal dem Protokoll des Herstellers statt. Die anschlieRende Immunodetektion erfolgte

analog zu dem oben genannten Western Blot Verfahren.

3.16 Immunozytochemie

Als alternative Nachweismethode von 5-LO auf Proteinebene fand eine immunozytochemische
Farbung statt. 6x10" HFF wurden direkt in die Kammern des Chamber Slide™ Systems (Fa.
Thermo Scientific, Lab-Tek™ Chamber Slide™, No.177380) ausgesat. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen gemaf Standardprotokoll mit Lipofectamin™ LTX transfiziert (2,5 ug pCGN-IE1 pro
Kammer) bzw. mit HCMV AD169 infiziert. 16 Stunden spater erfolgte ein Medienwechsel, bevor
48 Stunden nach Transfektion bzw. Infektion die Zellen mit 4°C kaltem Aceton/Methanol 40/60
(V/V) bei Raumtemperatur fur 20 Minuten fixiert wurden. Unspezifische Bindungen wurden durch
anschlieRende Inkubation mit 3% Goat Serum (Fa. Sigma Aldrich, Cat. No. G9023) in PBS fur 30
Minuten bei Raumtemperatur geblockt. Fir die proteinspezifische Farbung wurden die fixierten
Zellen mit einer Mischung der Primarantikorper fur 5-LO (Fa. Cayman, rabbit polyclonal, Cat. No.
160402, Verdinnung 1:100 mit 0,3% Goat Serum + 0,1% Tween-20 in PBS) und IE1 Protein des
HCMV (Fa. Acris Antibodies GmbH, monoclonal antibody to cytomegalovirus 76 kD Immediate
Early Antigen, mouse IgG1, Cat.No.BM1063, Verdunnung 1:100 mit 0,3%Goat Serum + 0,1%
Tween-20 in PBS) versetzt. Die Antikorperlosung verblieb tber Nacht bei 4°C auf den Zellen
bevor 3x5 Minuten mit PBS + 0,1% Tween-20 gewaschen wurde. Die anschlieRende Inkubation
mit den entsprechenden Zweitantikdrpern (Fa. Dianova, Goat anti-rabbit IgG (H+L) conj. Texas
red, Cat. No. 111-075-003, Verdinnung 1:100 mit 0,3 % Goat Serum +0,1% Tween 20 in PBS;
Fa. Dianova, Goat anti-mouse IgG (H+L) conj. FITC, Cat. No. 115-095-003, Verdiinnung 1:100
mit 0,3 % Goat Serum +0,1% Tween-20 in PBS) erfolgte 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
erneutem dreimaligen Waschen mit PBS + 0,1% Tween 20 wurde Vectorshield” Hard-Set™
Mounting Medium with DAPI (Fa. Vector Laboratories, Inc., Cat. No. H-1500) zur Fixierung zuge-

geben bevor die Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet wurde.
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3.17 5-Lipoxygenase-Aktivitatsassay

Fur den 5-LO-Aktivitdtsassay wurden HFF mit HCMV AD169 in einer MOI 1 infiziert bzw. mit IE1
transfiziert. Die Ernte der Zellen erfolgte 48 Stunden nach Behandlung durch Pelletierung und
anschlielfender Homogenisierung durch Scherung. Dazu wurde das Pellet finfmal durch eine
Kanule (Sterican® Gr. 1 0,90x40mm, Fa. Braun Best.Nr. 4657519) gezogen. Die Bildung der 5-
LO-Produkte wurde durch die Zugabe von 1 mM Calciumchlorid, 2,5 uM lonophor (Fa.Sigma
Aldrich, Cat. No. A23187) und 20 uM AA (Fa. Sigma Aldrich, Cat.No. 233846) eingeleitet. Nach
15 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 4°C Methanol abgestoppt und eine Zentrifu-
gation bei 1000xg, 4°C fur 10 Minuten folgte. Die Analyse der 5-LO-Produkte LTB4, 5-HETE, 12-
HETE und 15-HETE fand mittels LC-MS/MS statt. Die Durchfiihrung erfolgte an einem APl 4000
triple quadrupole Massenspektrometer (Fa. Applied Biosystems). Als Masseniibergange wurden
m/z 335.1 — 195.0 (LTB4), m/z 319.2 — 115.0 (5-HETE), m/z 319.2 — 178.9 (12-HETE) und
319.2 — 219.1 (15-HETE) verwendet. Zur internen Standardisierung wurden die folgenden Mas-
senubergénge verwendet: m/z 339.2 — 196.9 (2H4 LTB4), m/z 327.2 — 116.1 (2H8 5-HETE), m/z
327.2 -184.1 (2H8 12-HETE) und 327.2 — 225.9 (2H816—HETE).

3.18 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Im EMSA wurden unbehandelte HFF-Ganzzellextrakte mit |IE1-Uberexprimierten HFF-Extrakten
verglichen. Die Uberexpression erfolgte durch Lipofektamin-Transfektion von pCGN-IE1 in 175
cm? Flaschen gemaf oben beschriebenem Transfektionsschema (3.9.1). Die verwendeten Pro-
ben sind Kernextrakte, die mit dem Nuclear Extract Kit der Firma Active Motif" (Ca. No. 40010)
gemall den Angaben des Herstellers erzeugt worden. Verwendet wurde eine Fluorophor
(DY682)-markierte Sonde, die die Sequenz um die GC4-Box des 5-LO-Promotors reprasentiert.
Die Sequenz fur die forward-Sonde ist: DY682-GGCAGCCGGGAGCCT GGAGCCAGACCGGGG
CGGGGCCGGGAC (5°-3") und entsprechend fiir die reverse-Sonde: DY682-GTCCCGGCCCC
GCCCCGGTCTGGCTCCAGGCTCCCGGCTGCC (5°-37) (Fa. Eurofins MWG Operon). Die Son-
den wurden 5 Minuten auf 100°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur abkihlen gelassen.
Anschlie3end wurde die nun doppelstrangige Sonde zusammen mit den Kernextrakten, 10xBin-

ding Puffer (100 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM DTT, pH 7,5), 2,5% Tween-20 und MilliQ Wasser
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far 20 Minuten im Dunkeln inkubiert bevor 10x Orange loading dye (Fa. LiCor, Cat. No. 927-
10100) zugegeben wurde. Anschliefend erfolgte die Auftrennung der Proteine auf einem
4%igen nativen Polyacrylamidgel (50 mM Tris pH 7,5, 0,38 M Glycin, 2 mM EDTA) bei 100 V fur
45 Minuten in 1XTGE Puffer (25 mM Tris, 124 mM Glycin, 1 mM EDTA pH 8,0). Bevor die Lauf-
front das Gel verlassen hat, wurde dieses mit dem LiCor Odyssey® Infrared Imaging System (Fa.

LiCor") detektiert.

3.19 Chromatin Immunoprecipitation assay (ChIP)

Der ChIP wurde mit unbehandelten, IE1- beziehungsweise pCGN-Uberexprimierten und HCMV
AD169 infizierten Extrakten aus HFF durchgefuhrt. Dazu wurden die bereits erwahnten Transfek-
tions- bzw. Infektionsmethoden verwendet (3.9.1 bzw. 3.11). Die Herstellung der Kernextrakte
erfolgte mittels Nuclear Extract Kit der Firma Active Motif” (Ca. No. 40010) gemal den Angaben
des Herstellers. Fur die Durchfuhrung des ChIP auf Sp1 wurden das ChlIP Assay Kit der Fa.
Upstate/Millipore (Cat. No. 17-295) und der entsprechende Sp1-Antikorper (Fa. Upsta-
te/Millipore, Cat. No. 17-601) verwendet. Zusatzlich wurden eine no antibody- und eine 1gG-
Kontrolle (Fa. Upstate/Millipore; Cat. No. 17-601) durchgefihrt. Fur die anschlieRende PCR wur-
den 5-LO-Primer verwendet, die in der proximalen GC-Box-reichen Promotorregion (-286 bis
+78bp) binden. Die Sequenzen waren fir den Forward-Primer AGGAACAGACACCTCGCT
GAGGAG (5°-3") und fur den Reverse-Primer GAGGCTGAGGTAGATGTAGTCGTCAGTG (5°-3").
Das Protokoll umfasste 32 Zyklen bei einer Annealing Temperatur von 55°C. Die PCR-Fragmente
wurden Uber ein 1% Agarosegel mit 0,05% Ethidiumbromid aufgetrennt und unter UV-

Bestrahlung detektiert.

3.20 RNS-Extraktion und cDNS-Synthese

2 pg RNS wurden aus unterschiedlich behandelten HFF unter Verwendung des Omega Total
RNA Kit Il (Fa. Omega, Cat. No. R6934-02) extrahiert. Im Anschluss erfolgte ein DNase-Verdau
durch Inkubation mit Fermentas DNase | (Fa. Fermentas, Cat. No. #EN0525) fur 30 Minuten bei

37°C. Zugabe von 2,5 mM EDTA fur 10 Minuten bei 72°C stoppte die Reaktion. Im Folgenden
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wurde die RNS revers-transkribiert; dazu wurde das iScript cDNA Synthesis kit (Fa. Biorad, Cat.

No. 170-8897) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

3.21 Quantitative real time PCR (qPCR)

Fur die quantitative real time PCR-Analysen wurden der MyiQ Cycler (Fa. Biorad) und das Ste-

pOne™ Real time PCR System der Firma Applied Biosystems verwendet. Bei beiden Systemen

basieren die Messungen auf der Verwendung von SYBR-Green als Fluorophor. Die PCR-Mixe

die in Kombination mit den MyiQ eingesetzt wurden, enthalten neben Primer und Probe Pfu-

Polymerase (Fa. Fermentas, Cat.No.EP0571) und SYBR-Green (Fa. Invitrogen, Cat. No. S7563),

wahrend die Mixe des StepOne Systems mit Power Sybr® Green MasterMix (Fa. Applied Biosys-

tems; Cat. No. 4368577) gemaR Angaben des Herstellers durchgefuhrt wurden. In Tabelle 8

sind die Primersequenzen der entsprechenden Targets aufgefuhrt.

Tabelle 8: gPCR Primer

Target Forward Primer Reverse Primer Annealing Temperatur | Zyklen

3-Actin CGGGACCTGACTGACT | CTTCTCCTTAATGTCACG | 60°C 40
ACCTC CACG

5-Lipoxygenase GTTCCTGAATGGCTGC | CGCAATGGGGACAATCT | 60°C 40
AAC TG

Immediate early 1 | TGCATGATGTGAGCAA | ATCAGGGGAGCACTGAG | 60°C 40
GGGC GCA

Sp1 GCTTCAGGCTGTTCCA | CTGCCAACTGACCTGTC 60°C 40
AACTCT CATT

c-Jun TATGACGATGCCCTCA | CTGGATTATCAGGCGCT 62°C 42
ACGC CCA
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Target Forward Primer Reverse Primer Annealing Temperatur | Zyklen

NFkB TTTGGGAAGGCCTGAA | GAGGCACCAGGTAGTCC | 62°C 42
CAAATG ACCA

NFAT-C1 GCGGAGGAAGAACAC | TGGCCGGAGGAGAGGA | 62°C 42
TATGGC AGTA

Die erhaltenen ct-Werte wurden mittels Aact Methode gemaR Livak et. al. [664] gegen R-Actin

relativ, beziehungsweise absolut unter Verwendung einer Standardreihe quantifiziert.

3.22

Bradford-Messung

Die Proteinbestimmung wurde mit dem Bio Rad Protein Assay Dye Reagenz (Fa. BioRad, Cat.

No. 500-0006) gemaf der Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Die Bestimmung der Absorp-

tionswerte erfolgte am Tecan infinite® M200 (Fa. Tecan Group Ltd.).

3.23

Proteinexpression

Die Expression der viralen Proteine IE1, IE1AExond4 und I|E2 erfolgt im E. coli Stamm

BL21DE3pLysS (Genotyp: mpT, hsdSy(ry-ry-), dem, gal) (eine freundliche Gabe des Arbeitskreis

Prof. Dr. Volker Dotsch, Institut fur biophysikalische Chemie, Goethe Universitat, Frankfurt am

Main). Kompetente E. coli BL21DE3pLysS wurden mit den jeweiligen pGEX-Plasmiden trans-

formiert und Uber Nacht im 10ml LB-Medium (Fa. Invitrogen, Cat. No. 22700-025) mit 20 ul Am-

picillinzusatz (50 mg/ml) bei 37°C kultiviert. Nach 16 Stunden wurde die Kultur in 500ml| LB-

Medium Uberfuhrt und nach weiteren zwei Stunden bei 37°C mit 0,1 mM IPTG (Fa. Applichem,

Cat. No. A4773,0050) induziert. Die anschlielRende Proteinexpression fand bei 37°C fur zwei

Stunden statt. Das Pellet der Kultur wurde in 4°C kaltem Lysepuffer (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 5

mM EDTA; 60 ug/ml STI, 2 mM DTT; 0,4 mM PMSF, 1 mg/ml Lysozym) resuspendiert, 15 Minu-
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ten auf Eis inkubiert und im Anschluss 6x10 Sekunden geschallt (Wheton cell disruptor, Fa. Mig-
ge). Darauf folgte eine Zentrifugation bei 10000xg fur 15 Minuten. Der verbleibende Uberstand
wird eine Stunde bei 100000xg und 4°C ultrazentrifugiert. Nach den Zentrifugationsschritten
wurde der Uberstand auf eine GSH-Sepharose Saule (Fa. GE Healthcare, @ 1cm) mit einem
Saulenbett von 1cm aufgetragen. Es folgte ein Waschschritt mit 10ml PBS pH 7,4 bevor mit 10ml
Factor Xa Cleavage Puffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 mM CaCIz) equilibriert wur-
de. Die Spaltung wurde durch die Zugabe von 40 Units Factor Xa (Fa. Quiagen, Cat. No. 33223)
verdunnt mit Factor Xa Cleavage Puffer, der auf die Saule gegeben wurde, eingeleitet. Die ver-
schlossene Saule wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend mit Fac-

tor Xa Cleavage Puffer das Protein ohne GST-tag eluiert.

Alternativ zu der oben beschriebenen Methode konnten die exprimierten GST-getaggten Protei-
ne auch ohne Factor Xa-Spaltung von der Saule eluiert werden. Das komplette Fusionsprotein
wurde durch Zugabe des Elutionspuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM GSH) anstatt des Fac-
tor Xa Cleavage Puffers erhalten. Das Eluat wurde Uber eine Gelfiltration aufgereinigt um das
Uberflissige GSH zu abzutrennen. Die Bedingungen des Gelfiltrationslaufs waren: 5x5ml High
trap Desorting im AKTA Purifier 100, Flussrate 4 ml/Minute. Das gewiinschte virale Fusionsprote-
in befand sich zumeist in Fraktion B3 und konnte im Anschluss Uber Bradford Messung quantifi-
ziert werden. Zur Uberpriifung der Proteinexpression erfolgte stets die Kontrolle der Proteingro-

3e Uber ein Coomassie Gel.

3.24 Pull-down-Versuche

Fur die Pull-down-Versuche zur Untersuchung von Interaktionspartnern der viralen Proteine IE1,
IE2 und Proteinen des Ganzzellextraktes wurde zunachst eine Proteinaufreinigung der GST-
getaggten Fusionsproteine gemafl Methode 3.23 durchgefiihrt. Fir die Generierung des Ganz-
zellextraktes wurden konfluent gewachsene HFF trypsiniert, mit 4°C PBS gewaschen und in PBS
mit Protease-Inhibitoren (Complete mini, Fa. Roche Applied Science, Cat. No. 11836153001)
resuspendiert. Die Lyse erfolgt durch Ultraschallbehandlung fur 3x15 Sekunden. Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugation bei 13000xg fur 10 Minuten abgetrennt und der verbleibende

Uberstand fur Pull-down-Versuche eingesetzt. Verwendet wurden hierfir Pierce Glutathione
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Magnetic Beads (Fa. Thermo Scientific, Cat. No. 88822), die zun&chst nach Herstellerangaben
mit Waschpuffer (125 M Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl) equilibriert wurden. Im Anschluss wur-
den die Fusionsproteine sowie eine GST-Negativkontrolle Uber Nacht bei 4°C unter Rotation an
die Beads gebunden. Der Ganzzellextrakt wurde parallel mit den Beads vorinkubiert um unspe-
zifischen Bindungen zu senken. Die mit den Fusionproteinen beladenen Beads wurden vom
Uberstand getrennt, zweimal mit Waschpuffer gewaschen und mit den Uberstdnden der Ganz-
zellextrakte fur vier Stunden bei Raumtemperatur unter Rotation inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit Waschpuffer erfolgte die Elution der gebunden Proteinkomplexe durch Aufkochen
mit 2xSDS-PAGE-Loading Puffer (250 mM Tris-HCI pH 6,8; 5 mM EDTA; 50% Glycerol; 10%
SDS; 0,05% Bromphenolblau und 10% R-Mercaptoethanol). Die erhaltenen Proteinproben wur-
den Uber SDS-PAGE nach Lammli elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western Blot immu-

nodetektiert.

3.25 In vitro-Kinaseassay

1,2 ug aufgereinigtes IE1 wurde mit 1 ug rekombinantem Sp1 (Fa. Promega, Cat. No. #E6391,
Fa. Active Motif Cat. No. 31136) bzw. rekombinanter DNS-abhéngiger Proteinkinase (DNS-PK)
(Fa. Promega, Cat.#V5811) in unterschiedlichen Inkubationspuffern (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 5
mM DTT, 5 mM MgCl, oder 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 20% Glycerol, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0,2
mM EDTA) fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor radioaktives ATP (Fa. Perkin
Elmer, NEG502Z, Spez. Aktivitat 6000 Curie/mmol) zugesetzt wurde. Nach weiteren 15 Minuten
erfolgte durch Zugabe von 2x SDS PAGE-Loading Puffer (250 mM Tris-HCI pH 6,8, 5 mM EDTA,
50% Glycerol, 10% SDS, 0,05% Bromphenolblau und 10% R-Mercaptoethanol) und 5 Minuten
bei 95°C die Beendigung der Reaktion. In alternativen Ansatzen wurde zusatzlich mit HFF-
Ganzzellextrakt, Oligonukleotiden der Sequenz 5 -GATCTGGGCGGGACTGGGGAGTGG
CGAGCC forward, 5 -CTAGACCCGCCCTGACCCCTCACCGCTCGG revers und/oder 100 uM
Wortmannin inkubiert. Die Analyse der SDS-Gels erfolgte am Phosphoimager (Fa. Fujifilm, FLA-
3000).
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3.26 Circulardichroismus Spektrum

Fur die Faltungsanalyse der in E. coli exprimierten viralen Proteine IE1 und 2 wurden diese in
entgastem und schwebstofffreiem 10mM PB Puffer pH 7,5 zu einer Konzentration von 10 uyM
aufgenommen und anschlieRend das Far-UV-Spektrum an einem UV-Spektrometer (Jasco J-

810) im Bereich von 190-260 nm gemessen.

3.27 ATP-Bindungsanalyse

Fur die Uberpriifung der ATP-Bindungsstelle im exprimiertem IE1 wurde das aufgereinigte Prote-
in (s. Methode 3.23) in PB-EDTA auf eine ATP-Agarose Saule (ATP-Agarose, Fa. Sigma-Aldrich,
Cat.No. A2767) mit einem Saulenbett von 1cm gegeben. Nach zwei Waschschritten mit je 10ml
PBS /150 mM EDTA und einem Waschschritt mit 10ml 0,5 M NaCl, wurde das Protein mit 10ml
1TmM EDTA/110 mg ATP/15 pl 10 M NaOH eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden uber ein

Coomassie-Gel auf die stattfindende Bindung analysiert.

3.28 Co-Immunoprazipitation

HFF-Zellen wurden mit pCGN-Expressionsplasmiden fur IE1 und IE2 mittels Lipofektamin-
Methode transfiziert. 24 Stunden spater erfolgte die Zellernte durch Pelletieren und anschlie-
Rende Lyse (150 mM NaCl, 20 mM HEPES, 1% Triton-X, 0,4 mM EDTA, 1 mM Natriumorthova-
nadat, 10 mM Natriumflourid, 1 mM PMSF) fur 1 Stunde bei 4°C auf einem Rotator. Durch Zentri-
fugation bei 14000 rpm, 30 Minuten 4°C wurden die Zelltrimmer abgetrennt. Der Uberstand
wurde mit Protein Agarose A Beads (Fa. Millipore, Cat. No. 16-157) versetzte und fir 30 Minuten
bei 4°C unter Rotation inkubiert um unspezifische Bindungen abzutrennen. Nach Separierung
der Beads vom Uberstand, wurde diesem der entsprechende Antikdrper (siehe Tabelle 9) oder
IgG als Negativkontrolle zugesetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur gebunden, bevor er-
neut Protein Agarose A Beads hinzugegeben wurden. Die Bindung erfolgte Gber Nacht unter

Rotation bei 4°C. Die gekoppelten Beads wurden anschliefend flinfmal mit PBS gewaschen
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bevor die Elution der gebundenen Proteine mit 80°C heilem Lammli-Puffer stattfand. Die immu-

noprazipitierten Proteine wurden mittels Western Blot analysiert.

Tabelle 9: Antikdrper der Immunoprazipitation

Protein Antikdrper

Sp1 Fa. Abnova, mouse monoclonal, Sp1 (M01), HO0006667-MO01

CMV Fa. Santa Cruz, mouse monoclonal IgG,, CMV pp72/86 (CH160), sc 69748
HDAC1 Fa. Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, HDAC1 (H-51), sc7872

HDAC?2 Fa. Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, HDAC2 (H-54), sc7899

HDAC3 Fa. Santa Cruz, rabbit polyclonal IgG, HDAC3 (H-99), sc11417

1gG Fa. Santa Cruz, normal rabbit IgG, sc2027

3.29 Histondeacetylase-Aktivitatsassay

Fur die Messung der Histondeacetylase-Aktivitat wurden Kernextrakte transfizierter HFF verwen-
det, die mittels dem Nuclear Extract Kit der Firma Active Motif” (Ca. No. 40010) gemaf den
Angaben des Herstellers erzeugt wurden. Der Assay erfolgte durch Inkubation der Kernextrakte
mit dem fluoreszierenden Histondeacetylase-Substrat ZMAL [565] im Inkubationspuffer (25 mM
Tris-HCI pH 8,0, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1 mM I\/IgCIZ) fur 10 Minuten auf Eis. Im Anschluss
wurde eine NAD+—L'c'>sung zugegeben und die Reaktion erfolgte fur 4 Stunden bei 37°C. Die
Reaktion wurde durch Zugabe der Stop-Solution (50 mM Tris HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 6 mM
Nicotinamid, 6 mg/ml Trypsin) mit folgender Inkubation fir 20 Minuten bei 37°C beendet. Ab-
schlieRend wurde die Platte im Microplate Reader Polarstar Galaxy (BMG Labtechnologies,
Germany) mit einem Extinktionsfilter von 355 oder 390nm und einem Emissionsfilter von 460nm
vermessen [566]. Quantifiziert wurden die Ergebnisse gegen die mit Leerplasmid transfizierte
Kontrolle. Alternativ zu ZMAL, dem Substrat, dass die allgemeine HDAC-Aktivitat reprasentiert
kdnnen auch HDAC-selektive Substrate verwendet werden, wie B61 fur HDAC1 und B12 fur

HDACESE [567].
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3.30 Lentiviraler Knock-down

Fur den lentiviralen Knock-down wurden HEK293T-Zellen nach oben genannter Calciumphos-
phat-Methode (3.9.1) mit einem DNS-Mix aus den Verpackungsplasmiden M334 [568], VSVG
(Didier Trono, Tronolab, Lausanne) (eine freundliche Gabe vom Arbeitskreis Dr. Manuel Grez,
Georg Speyer Haus, Frankfurt am Main) und dem shRNS-Plasmid fir Sp1 (Fa. Sigma Aldrich,
MISSION® shRNA, Cat. No. SHCLND-MN 138473, TRCN 0000020444) transfiziert. Der Medien-
wechsel erfolgte nach 4 Stunden, anschlieBend wurde fir 72 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Um die im Uberstand befindlichen Viruspartikel abzutrennen, filtrierte man den Uber-
stand durch einen 0,22 um Filter (Fa. Millipore, Millex GP, Cat. No. SLGP033RB), wodurch es zur
Abtrennung von Zelltrimmern der Produktionszelllinie HEK293T kommt. Die so erhaltene Virus-
|[6sung wurde zur Transduktion von HFF eingesetzt. 24 Stunden vor der Transduktion wurden
6x10* HFF pro well in eine 24-well Platte ausgesat, am Transduktionstag mit 4 ug/ml Protamin-
sulfatidsung (Fa. Sigma Aldrich, Cat. No. 33223) versetzt und mit unterschiedlichen Volumina
der Viruslosung behandelt. Um die Effektivitat der Transduktion zu steigern erfolgte eine Spin
Transduktion. Dazu wurde nach Zugabe der Viruslosung fur 90 Minuten bei 32°C und 2500 rpm
auf die Zellen zentrifugiert. Im Anschluss wurde fur 4 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert,
bevor das Medium gewechselt wurde. Die Selektion der stabil transduzierten Zellen erfolgte
durch Puromycinzugabe (0,75 pug/ml; Fa. Sigma Aldrich, Cat.No. P7255) Uber mehrere Wochen.
Der Knock-down wurde Uber gPCR fir die RNS-Regulation beziehungsweise mittels Western

Blot Analyse auf Proteinebene nachgewiesen.

3.31 Signifikanzberechnungen

Die Signifikanz wurde mittels einer ANOVA Analyse ermittelt; *p>0,05; **p>0,01; ***p>0,001
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4 ERGEBNISSE

4.1 Induktion von 5-LO-mRNS und -Protein durch IE1
411 Induktion der 5-LO nach Infektion mit HCMV AD169 auf mRNS-Ebene

Bezug nehmend auf die Verdffentlichung von Qiu et. al. [248] wurde zun&chst untersucht, ob es
durch die Infektion von humanen Vorhaut-Fibroblasten mit HCMV AD169 zu einer Induktion der
5-Lipoxygenase auf mMRNS-Ebene kommt. Diese Zellline ist im nativen Kontext 5-LO negativ. In
Abhangigkeit von eingesetzter Virusmenge (MOI) und Infektionsdauer (hpi) kam es zu einer
Hochregulation der 5-LO-mRNS. Als Viruskonzentration wurden ein MOI 1 und 2 verwendet. Die
Messzeitpunkte von 6, 24 und 72 Stunden entsprachen dem Expressionsmuster der humanen
Cytomegalovirus-Proteine und spiegeln jeweils die maximalen Level der Immediate Early, Early

und Late Proteine wieder [256].
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Abbildung 14: Induktion der 5-LO-mRNS-Expression in HFF nach Infektion mit HCMV AD169; Die Zellen wur-
den mit HCMV AD169 MOI 1 und MOI 2 infiziert und die RNS nach 6h, 24h und 72h extrahiert. Mittels gPCR
wurde die 5-LO-mRNS-Expression untersucht. Die Quantifizierung der ct-Werte erfolgt absolut und wurde gegen

3-Actin-Kopien normalisiert. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M. aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Es zeigte sich, dass es nach Infektion der Zellen mit HCMV AD169 zu einer signifikanten kon-
zentrations- und zeitabhangigen Induktion der 5-LO-mRNS im Vergleich zu unbehandelten Zel-
len kommt. Das Maximum wurde nach 24 Stunden bei einer MOI von 1 erreicht. Der induktive
Effekt steigerte sich von 55 5-LO-Kopien pro 1x10° 3-Actin-Kopien nach 6 Stunden auf 8035
Kopien nach 24 Stunden und fallt nach 72 Stunden wieder auf 216 Kopien ab. Die Tendenz,
dass der hochste 5-LO-mRNS-Spiegel nach 24 Stunden erreicht wurde, bestatigte sich ebenso
bei MOI 2. Hier steigerte sich der Effekt zunachst von 117 5-LO-Kopien pro 1x10° R-Actin-
Kopien nach 6 Stunden auf 2111 Kopien nach 24 Stunden, um dann ebenfalls wieder abzufallen

auf 184 Kopien (Abb. 14).

4.1.2  Abhéangigkeit der Induktion vom viralen Replikationszyklus

Um ferner zu Uberprifen, ob die Induktion der 5-Lipoxygenase durch ein Immediate Early, Early
oder Late Protein des humanen Cytomegalovirus ausgeldst wird, wurden die Zellen bei der In-
fektion zusatzlich mit 5 mM Foscarnet behandelt. Foscarnet bindet an der Pyrophosphat-
Bindungsstelle der viralen DNS-Polymerase, inhibiert diese und verhindert die Replikation des
viralen Genoms [569]. Da die Late Proteine erst nach der Replikation synthestisiert werden, kann
man durch Verwendung des Inhibitors ihre Expression unterdriicken. Uberpriift wurde die Ab-
wesenheit von Late Proteinen im Expressionsmaximum 72h nach der tber eine AEC-Farbung
des gB Proteins. Durch die Behandlung waren nahezu keine Late Proteine mehr vorhanden

(Abb. 15).

Abbildung 15: AEC-Farbung von HCMV AD169 MOI 1 infizierten humanen Vorhaut-Fibroblasten; (A) Infizierte
HFF MOI 1 nach 72hpi; (B) Infizierte (MOI 1) und Foscavir-behandelte (5mM) HFF nach 72hpi; Die Zellen wurden

fixiert und auf die Expression von Late Proteinen mittels AEC-Farbung von gB untersucht.
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In den folgenden gPCR-Experimenten von behandelten und unbehandelten humanen Vorhaut-
Fibroblasten war festzustellen, dass die Induktion der 5-LO-mRNS unabhangig von der Foscavir
Zugabe induziert wurde. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen der behandelten
Probe und der unbehandelten Probe, was darauf schlieen lasst, dass der induktive Effekt un-

abhangig von der Expression der Late Proteine ablauft (Abb. 16).
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Abbildung 16: Induktion der 5-LO-mRNS-Expression in HFF nach Infektion mit HCMV AD169; Die Zellen wur-
den mit HCMV AD169 MQI 0,5 bzw. MOI 1 infiziert und mit (+) oder ohne (-) 5 mM Foscarnet behandelt. Nach
72h wurde RNS extrahiert und Uber quantitative real time PCR auf 5-LO-mRNS-Expression untersucht. Die Quan-
tifizierung der ct-Werte erfolgt absolut und wurde gegen R-Actin-Kopien normalisiert. Die Daten zeigen den

Mittelwert +/- S.E.M aus zwei unabhangigen Experimenten.

Neben den Immediate Early oder Early Proteinen kdnnten auch Strukturproteine der Hullmemb-
ran bzw. l6sliche Faktoren der Virussuspension fur die 5-LO Induktion verantwortlich sein [570,
571]. Um diese Aspekte zu Uberprifen, wurde das Virus mittels UV-Bestrahlung inaktiviert, so-
dass nur noch strukturelle Komponenten der Hillmembran einen Effekt ausldésen konnen, bezie-
hungsweise durch einen Sterilfilter der Porengrofie 0,1um filtriert um eine Viruspartikel-freie
Lésung des Uberstandes zu erhalten. Nach Infektion von HFF mit HCMV AD169, Virusiiberstand

oder inaktiviertem Virus zeigte sich, dass nur der Vollvirus in der Lage ist nach 24 Stunden die 5-
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LO-mRNS zu induzieren. Die 5-LO-Kopienanzahl bei UV-inaktiviertem Virus oder filtriertem Vi-
rusliberstand entsprach annahernd einer uninfizierten Kontrolle und lag bei etwa 120 Kopien im
Vergleich zu tUber 8000 Kopien bei Infektion mit HCMV AD169 MOI 1. Demnach kann davon
ausgegangen werden, dass weder strukturelle Bestandteile der Hullmembran, noch l8sliche
Faktoren des Virustberstandes fur den induktiven Effekt verantwortlich sind, sondern dieser

durch Immediate Early oder Early Proteine vermittelt wird (Abb. 17).
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inaktiviert  Uberstand MOI1

[n=2 +/- S.E.M]

Abbildung 17: 5-LO-mRNS-Expression in HFF nach Infektion mit HCMV AD169, UV inaktiviertem Virus sowie
filtriertem (virusfreiem) Viruslberstand; Die Zellen wurden mit den unterschiedlichen Lésungen behandelt und
nach 24h RNS extrahiert und Uber quantitative real time PCR auf 5-LO-mRNS-Expression untersucht. Die Quanti-
fizierung der ct-Werte erfolgt absolut und wurde gegen 3-Actin-Kopien normalisiert. Die Daten zeigen den Mit-

telwert +/- S.E.M aus zwei unabhangigen Experimenten.

41.3 Transaktivierende Eigenschaften viraler Proteine auf den 5-LO-Promotor

Fur die nahere Charakterisierung, welches Protein des HCMV am induktiven Effekt auf die 5-LO-
mRNS beteiligt ist, wurde ein Reportergenassay mit dem 5-LO-Promotorkonstrukt pN10 in Kom-
bination mit unterschiedlichen Expressionsplasmiden einzelner viraler Proteine in HFF durchge-

fuhrt. pN10 beinhaltet den 5-LO-Promotorbereich zwischen -844bp und -12bp relativ zum
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Transkriptionsstart. Getestet wurden unterschiedliche Klassen an Virusproteinen: die Transakti-
vatoren IE1 und 2, das regulative Tegument Protein UL69, welches am nuklearen RNS-Export
beteiligt ist [524, 572, 573], UL48 ein Capsid assoziiertes Tegument Protein [574], pp71 der
Aktivator des Major Immediate Early Promotors sowie die Phosphoproteine pp65 und pp150.
pp150 ist ebenfalls ein Tegument Protein des Virus, das in den viralen Reifungprozess involviert

ist [675], wahrend pp65 ein stark exprimiertes Strukturprotein der Late Phase darstellt [302].

pp150 A
pp71 A
UL69 -
PPB5 1
UL48 -

IE2 A

IE1 - F— v

Iﬁ__l|__l__|l_‘_ll_‘_ll__,__||ﬁ__l

0 10 15 20
[n=3 +/- S.E.M.] Induktion Gber pCGN

o

Abbildung 18: Induktion des 5-LO-Promotorfragments pN10 in humanen Vorhaut-Fibroblasten nach Uberex-
pression diverser HCMV Proteine; Die Zellen wurden mit dem 5-LO-Promotorkonstrukt pN10 als Reporterplas-
mid und unterschiedlichen Expressionsplasmiden humaner Cytomegalovirus Proteine cotransfiziert. Die Lucife-
raseaktivitat wurde 60h nach Transfektion bestimmt und gegen den Leervektor pCGN normalisiert. Die Daten

zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten.

Es zeigte sich, dass bei der Cotransfektion von IE1 die starkste Promotoraktivierung auftrat.
Verglichen mit den anderen Expressionsplasmiden, die nur schwache 1-2fache Induktionen
hervorriefen, liegt sie bei einer Uber 20fachen Induktion bezogen auf das Leerplasmid pCGN

(Abb. 18).
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414 Promotoraktivierung durch die IE1-defiziente Virusmutante CR208

Der humane Cytomegalovirus Stamm CR208 ist eine IE1-Mangelmutante, welcher das Exon 4
des Major Immediate Early Gens fehlt, sodass nur IE2, nicht aber IE1 exprimiert werden kann.
Aufgrund dieses Defektes ist das Virus in seiner Wachstumsrate nicht vergleichbar mit dem
Vollvirus AD169 [439]. Um entsprechende Infektionsbilder zu erreichen, wurden zunachst HFF
mit unterschiedlichen MOls infiziert und nach 72 Stunden eine AEC-Farbung auf das Late Prote-
in gB durchgefihrt. Es zeigte sich, dass eine MOI 10 fur CR208 mit MOI 1 fur AD169 vergleich-
bare Infektionen liefert (Abb. 19).

Abbildung 19: AEC-Farbung von humanen Vorhaut-Fibroblasten infiziert mit unterschiedlichen Virusstammen;
A) AD169 MOI 1 infizierte HFF; B) CR208 MOI 10 infizierte HFF; Die Zellen wurden 72h nach der Infektion fixiert

und auf die Expression des Late Proteins gB mittels AEC-Farbung untersucht.

Um zu bestatigen, dass IE1 einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitat des 5-LO-Promotors
ausubt, erfolgte die Transfektion von HFF mit pN10 und anschlieRend eine Infektion mit dem
Vollvirus AD169 MOI 1 oder CR208 MOI 10 sowie eine uninifizierte Negativkontrolle. 48 Stunden
spater wurde die Luciferaseaktivitat bestimmt. Die relativen Lumineszenzeinheiten der CR208
infizierten Fibroblasten zeigten keinen Unterschied zu der unbehandelten Kontrolle, wohingegen
die AD169 infizierten Zellen eine signifikante Erhdhung der Promotoraktivitat von 537 relativen
Lumineszenzeinheiten (RLU) aufwiesen. In diesem Experiment bestatigte sich die Annahme,
dass IE1 das entscheidende Virusprotein fur die Induktion des 5-LO-Promotors zu sein scheint

(Abb. 20).
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Abbildung 20: Induktion von pN10 in infizierten HFF; Transfektion der Zellen mit pN10 und anschliefiende Infek-
tion mit CR208 MOI 10, AD169 MOI 1 bzw. eine uninfizierte Negativkontrolle (w/0). Die Messung der Lumines-

zenzeinheiten erfolgt nach 48h. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhangigen Versuchen.

41.5 Regulation der 5-LO-mRNS-Expression durch CR208

Das HCMV-Protein IE1 hat essentiellen Einfluss auf die Aktivitdt des 5-LO-Promotorfragments
pN10 (Abb. 18 und 20). Um die zentrale Rolle dieses Proteins in der Induktion der 5-LO zu bes-
tatigen, wurde die Regulation des 5-LO-mRNS-Levels nach Infektion mit dem Vollvirus AD169
mit der Regulation nach Infektion der IE1-Mangelmutante CR208 verglichen. Zunachst erfolgte
die Uberprifung der IE1-Defizienz mittels gPCR auf Immediate Early 1-mRNS. Es zeigte sich
deutlich, dass in den AD169 infizierten HFF ein hohes IE1-Level von Gber 1000 Kopien pro 1x10°
3-Actin-Kopien vorhanden ist, wahrend in den CR208 infizierten Zellen kein IE1 exprimiert wird

(Abb. 21).
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Abbildung 21: Quantifizierung der Immediate Early 1-mRNS in CR208 infizierten HFF; Die Zellen wurden mit
CR208 MOI 10 oder AD169 MOI 1 infiziert und nach 24h RNS extrahiert und Uber quantitative real time PCR auf
IE1-mRNS-Expression untersucht. Die Quantifizierung der ct-Werte erfolgt absolut und wurde gegen R-Actin-

Kopien normalisiert. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhéngigen Experimenten.

Nachdem die Defizienz von CR208 bestatigt wurde, erfolgte der Vergleich der 5-LO-mRNS-
Level nach Infektion von HFF mit den unterschiedlichen Virusstammen. Verwendet wurden MOI
1 fir AD169 und MOI 10 fur CR208, um der unterschiedlichen Wachstumsrate gerecht zu wer-
den. Wahrend in den CR208 infizierten Zellen lediglich 6 Kopien 5-LO pro 1x10° R-Actin-Kopien
zu detektieren waren, stieg die 5-LO-mRNS-Zahl bei Infektion mit dem Vollvirus AD169 auf 108
Kopien pro 1x10° 3-Actin-Kopien an. Es erweist sich auch hier nur der IE1-exprimierende Virus

als in der Lage, 5-LO-mRNS zu induzieren (Abb. 22).
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Abbildung 22: Quantifizierung des 5-LO-mRNS-Spiegels in infizierten HFF; Aus HCMV AD169 (MOI 1) oder
CR208 (MOI 10) infizierten HFF wurde nach 24h RNS extrahiert und revers in cDNS transkribiert. Die Quantifizie-
rung der ct-Werte erfolgt absolut und wurde gegen R-Actin Kopien normalisiert. Die Daten zeigen den Mittelwert

+/- S.E.M. aus drei unabhangigen Experimenten

4.1.6 Regulation der 5-LO-Proteinexpression durch Immediate Early 1

Nachdem zunachst eine Induktion auf mMRNS-Ebene bzw. eine Aktivierung des 5-LO-Promotors
aufgezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob es nachfolgend auch zu einer verstarkten
Expression des 5-LO-Proteins kommt. Um dies zu zeigen, wurden HFF mit HCMV AD169 MOI 1
infiziert bzw. mit pCGN-IE1 transfiziert und mittels Immunozytochemie 5-LO und Immediate Early
1 detektiert. In der unbehandelten Kontrolle war weder 5-LO noch |E1 zu detektieren (Abb. 23A),
wohingegen nach Uberexpression von |E1 5-LO deutlich gefarbt werden konnte (Abb. 23B).
Allerdings war die Kontrollfarbung auf IE1 nur sehr schwach ausgepragt. Die infizierten Zellen

hingegen zeigten eine deutlich positive Farbung von sowohl IE1 als auch 5-LO (Abb. 23C).
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DAPI IE1 5-LO

Abbildung 23: Immunozytochemische Farbung von 5-LO und IE1 in infizierten bzw. IE1 Uberexprimierten HFF;
(A) unbehandelte Kontrolle, (B) pCGN-IE1 transfizierte HFF, (C) HCMV AD169 MOI 1 infizierte HFF; Die Zellen
wurden 24h nach Aussaat behandelt und nach weiteren 48h mit Aceton/Methanol fixiert. Die Detektion erfolgte
mit 5-LO und IE1 spezifischen Erstantikdrpern und Fluorophor-gelabelten Zweitantikbrpern am Fluoreszenzmik-

roskop.

Zur Bestatigung der verstarkten 5-LO-Proteinexpression nach Transfektion und Infektion wurde
zusatzlich ein Western Blot durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente rekombinante 5-LO aus E.
coli. Sowohl in pCGN-IE1 Uberexprimierten als auch in HCMV AD169 infizierten Zellen konnte 5-

LO detektiert werden, wahrend die unbehandelte Kontrolle 5-LO negativ ist (Abb. 24).

5-LO | - - —

BACt A —

wio IE1 AD169  rh 5-LO

Abbildung 24: Western Blot als Expressionskontrolle des 5-LO-Proteins in uninfizierten, IE1 lberexprimierten
oder AD169 infizierten HFF; Die Zellen wurden transfiziert bzw. infiziert und nach 48h Protein extrahiert und auf

5-LO und R-Actin geblottet. Als Positivkontrolle diente rekombinante 5-LO (rh 5-LO) aus E. coli.
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41.7 5-LO-Aktivitatsassay nach Infektion beziehungsweise IE1-Uberexpression

Aktive 5-LO katalysiert die Konversion von Arachidonsaure zu 5-HPETE durch Einfihrung von
molekularem Sauerstoff an der Position C5. Nachfolgend kommt es zur Bildung von 5-HETE,
sowie dem instabilen Epoxid Leukotrien A4. Um nachzuweisen, dass die durch HCMV verstarkt
exprimierte 5-LO auch aktiv ist, wurden HFF mit HCMV AD169 MOI 1 infiziert bzw. mit pCGN-IE1
transfiziert und nach 48 Stunden ein Aktivitatsassay durchgefuhrt. Die Homogenate wurden mit
1mM Calciumchlorid, 2,5uM lonophor und 20uM Arachidonsaure stimuliert und die Produktbil-

dung mittels LC-MS/MS-Messung bestimmt.
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Abbildung 25: Bestimmung der 5-LO-Produktbildung nach HCMV-Infektion und IE1-Uberexpression; Homoge-
nate aus infizierten oder transfizierten HFF wurden mit 1 mM Calciumchlorid, 2,5 pM lonophor und 20 uM Ara-
chidonsaure stimuliert und anschliefend die Bildung von Leukotrien B4, 5-HETE, 12-HETE und 15-HETE be-

stimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten.

Es zeigte sich, dass durch Infektion oder IE1-Transfektion die Menge an 5-LO-Produkten ver-
starkt wird. Der Gehalt an Leukotrien B4 stieg in den infizierten Zellen um den Faktor zwei an.
Die IE1-Uberexprimierenden Zellen zeigten keinen Anstieg der LTB4-Menge im Vergleich zu der
uninfizierten Probe. Deutlicher sind die Induktionen bei 5-HETE, hier kam es zu einer signifikan-
ten Erhohung von 8,5pg (w/o) auf 54,5pg (IE1) und 273,3pg (AD169) pro 1x10° Zellen. Auch die
Produkte der 12-LO und 15-LO, 12-HETE und 15-HETE wurden signifikant erhoht (Abb. 25).
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41.8 Expression von Enzymen des 5-LO-Signalweges in diversen Zelllinien

Trotz der deutlichen Induktion der 5-LO auf Proteinebene kommt es nur zu einer relativ niedrigen
Bildung der 5-LO-Produkte LTB4 und 5-HETE. Um zu Bestimmen, ob es sich um ein Aktivitats-
problem der 5-LO handelt, oder die zellularen Vorraussetzungen fir eine Synthese der Produkte
nicht gegeben sind, wurden Lysate unbehandelter HFF, IE1-Uberexprimierender HFF, MM6, HT-
29 und PMNL auf die Expression von cPLA, und FLAP tberpriift (Abb. 26).
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Abbildung 26: Expressionskontrolle von 5-LO, FLAP und cPLA, im Western Blot; HFF, HFF+IE1, MM6, HT-29

und PMNL Zellen wurden lysiert und ihr endogenes Level an 5-LO, FLAP bzw. cPLA, auf Proteinebene bestimmt.

Die Western Blots zeigten deutlich, dass in humanen Vorhaut-Fibroblasten im Unterschied zu
Mono Mac 6, HT-29 und PMNL nahezu keine detektierbaren Proteinlevel an FLAP und cPLA,
vorhanden sind, was die 5-LO-katalysierte Leukotrienbiosynthese beeinflussen konnte. 5-LO-

Protein findet sich im PMNL-Lysat aber auch in IE1-Uberexprimierenden HFF.
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4.2 Mechanistische Untersuchungen zur IE1-vermittelten Induktion des 5-LO-

Promotors tber Sp1

421 Einfluss von IE1 auf die Transkriptionsfaktorregulation

Im 5-LO-Promotor sind Bindungsstellen verschiedener Transkriptionsfaktoren charakterisiert [5].
Vor allem der aktivierende Einfluss von Sp1 durch Bindung an GC-Boxen konnte gezeigt werden
[8, 9, 171], aber auch NFAT, c-Jun oder NFkB konnten als Regulatoren des 5-LO-Promotors
einen Einfluss auf dessen Aktivitat austben. Da die Immediate Early Proteine des humanen
Cytomegalovirus als potente Transaktivatoren flr sowohl virale als auch zelluldre Promotoren
[387] beschrieben sind, die sowohl selbst als Transkriptionsfaktoren agieren oder eben diese
induzieren [486] kdnnen, wurde die Regulation der mRNS-Level der 5-LO-assoziierten Transkrip-
tionsfaktoren NFkB, c-Jun, NFAT1, Sp1 nach Uberexpression von IE1 in HFF in Abhangigkeit der

Zeit mit der Leerplasmid Kontrolle verglichen (Abb. 27).
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Abbildung 27: Induktion 5-LO relevanter Transkriptionsfaktoren nach IE1-Uberexpression in HFF; Aus IE1-
Uberexprimierten HFF wurde nach 12h, 24h, 36h und 48h RNS extrahiert. Die Quantifizierung der ct-Werte erfolg-
te relativ gegen die Leerplasmidkontrolle mittels AAct Methode. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus

drei unabhangigen Experimenten
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Es bestatigte sich zunéchst, dass die Uberexpression von IE1 ausreicht, um den 5-LO-mRNS-
Status stark zu induzieren. Das Maximum war nach 24 Stunden erreicht, zu diesem Zeitpunkt
war der 5-LO-Spiegel 235fach erhoht gegeniiber der Kontrolle. Bei naherer Betrachtung der
Regulation der Transkriptionsfaktoren, zeigte sich fir NFAT ein sehr geringer Einfluss der IE1-
Uberexpression, es tritt eine maximal 8fache Induktion nach 36 Stunden ein. Fur c-Jun und NF«kB
waren die Effekte etwas starker ausgepragt, c-Jun wurde bis zu 12fach nach 36 Stunden und
NFkB bis zu 17fach nach 12 Stunden induziert. Die deutlichste Regulation zeigte sich jedoch fur
den Transkriptionsfaktor Sp1. Dessen mRNS-Status korrelierte mit der Induktion der 5-LO-mRNS

und erreicht ebenfalls nach 24 Stunden das Maximum in einer 85fachen Induktion.

Eine zusatzliche Uberprifung der Sp1-mRNS-Regulation durch IE1 erfolgte in AD169 (MOI 1)
und CR208 (MOI 10) infizierten HFF (Abb. 28). 24 Stunden nach Infektion wurden die mRNS-

Level von Sp1 verglichen.

x-fache Sp1 Induktion lber unbehandelter Kontrolle
N
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CR208 AD169

[n=3 +/- S.E.M]

Abbildung 28: Quantifizierung der Sp1-mRNS-Induktion nach Infektion von HFF mit unterschiedlichen HCMV-
Stammen; HFF wurden mit HCMV AD169 MOI 1 und CR208 MOI 10 infiziert, nach 24h RNS extrahiert. Die cDNS
wurde mit quantitativer gPCR analysiert und gegen die uninfizierte Kontrolle relativ Uber die AAct Methode quan-

tifiziert. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M. aus drei unabhangigen Experimenten.
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AD169 infizierte HFF zeigten signifikant hoéhere Sp1-Induktionen als die mit der IE1-
Deletionsmutante CR208-infizierten Zellen. Dies bestéatigt den Einfluss von IE1 auf das Sp1-
Level. Es zeigt sich jedoch, dass noch andere virale Proteine in der Lage sind, Sp1-mRNS zu

induzieren [410].

4.2.2 Untersuchung der Induktion von 5-LO-Promotordeletionskonstrukten durch

IE1

Der Transkriptionsfaktor Sp1 bindet an GC-reich Promotorregionen, die sogenannten GC-Boxen.
Typischerweise sind diese in Promotoren von Housekeeping Genen stark vertreten. Der 5-LO-
Promotor beinhaltet acht GC-Boxen, von denen funf als Tandemsequenz vorliegen (-176 bis -
147bp bezogen auf ATG). Zwei weitere GC-Boxen befinden sich der Tandem-GC-Box vorge-
ordnet (-239 bis -233bp GC1 und -223 bis -216bp GC2) und eine weitere nachgeordnet (-120
bis -114bp GC4). Darliber hinaus gibt es noch eine nicht-klassische Sp1-Bindungssequenz im
proximalen Promotor, die als GC5-Box bezeichnet wird. Vorhergehende Studien haben gezeigt,
dass Mutationen in der GC4-Box oder der Tandem-GC-Box zu Repressionen fihren, wohinge-

gen Mutationen der GC5-Box Aktivierung hervorrufen [9] (Abb. 29) (s.1.1.2.2).

GCB GCo GC1GC2 Tandem GC GC4 GCs

s.w pN11 -295bp bis -12bp
EIEW pN12 -205bp bis -12bp
5'[0:’1 pN13 -142bp bis -12bp

5'$ pN14  -97bp bis -12bp

Abbildung 29: Schematische Darstellung der 5-LO-Promotorkonstrukte pN10-pN14; pN10 bis pN14 sind Deleti-
onsmutanten des 5-LO-Promotors, die kontinuierlich verktrzt wurden. Markiert sind die GC-Boxen, an denen der

Transkriptionsfaktor Sp1 binden kann.
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Der induktive Einfluss von IE1 auf den 5-LO-Promotor, der im Reportergenassay auf pN10 ge-
zeigt werden konnte (Abb. 18), sollte daraufhin im Hinblick auf den moglichen Einfluss von Sp1

an unterschiedlichen Promotordeletionskonstrukten getestet werden (Abb. 30).
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Abbildung 30: Induktion unterschiedlicher 5-LO-Promotorkonstrukte durch IE1-Uberexpression in HFF; Die
Zellen wurden mit den Deletionsmutanten pN10-pN14 (1,5ug pro well) sowie 187,5ng Expressionsplasmid flr
IE1 transfiziert und die Luciferaseaktivitat 72h nach Transfektion bestimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert +/-

S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten.

Die sukzessive Verklrzung der Promotorsequenz flhrte zu einer zunehmenden Verminderung
des induktiven Effektes durch IE1. Das Konstrukt pN10 wurde durch IE1 am starksten induziert.
Eine 57fach starkere Promotoraktivierung als durch das Leerplasmid pCGN war festzustellen.
Die Deletion zu pN11 umfasst einen recht groen Bereich in dem u.a. zwei GC-Boxen (GC6 und
GC7) liegen, was sich auch in einer deutlichen Reduktion der Promotoraktivitat auf 7,8fach wi-
derspiegelt. Im Ubergang zu pN12 gehen die GC-Boxen GC1 und GC2 verloren, was sich aller-
dings kaum auf den durch IE1 vermittelten Promotoreffekt ausiibte (6,4fache Induktion). Der
nachsten Deletionsmutante pN13 fehlt die Tandem-GC-Box, die Induktion verringert sich auf
2,6fach. pN14 enthalt nur noch einen sehr kleinen Promotorbereich mit einer GC-Box (GC5). Die
Deletion der GC4-Box fuhrte zum endgultigen Verlust der promotoraktivierenden Wirkung von

IE1 (0,28fach).
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Um nahere Aussagen Uber die Abhangigkeit des induktiven IE1-Effektes von Sp1 und damit der
Bindung an die jeweiligen GC-Boxen zu treffen, wurden weitere Deletionskonstrukte im Repor-
tergenassay getestet. Die verwendten Plasmide weisen selektive Mutationen einzelner GC-
Boxen auf. In dem Konstrukt pN10GC4 beispielsweise wurde gezielt die GC4-Box in der pN10
Promotorsequenz mutiert, sodass die Sp1-Bindung an diese GC-Box nicht mehr erfolgen kann.
Interessanterweise zeigte sich, dass durch die Mutation der GC4-Box (-120 bis -114bp) der
induktive |E1-Effekt nahezu komplett verloren ging, wohingegen die Mutation der nicht klassi-
schen GC5-Box kaum einen Einfluss auf die Aktivitat austbte (Reduktion von 56facher auf
46fache Induktion). Dieser Effekt bestétigte sich auch in dem verkirzten Promotorfragment
pN13. Der induktive Effekt wurde durch Mutation der GC4-Box von 2,6fach auf 0,24fach redu-

ziert. Die Mutation der GC5-Box flihrte nur zu einer geringeren Repression auf 2,1fach (Abb. 31).

Sequenzmutationen

GC4 GC5
5'- agaccg gggegg ggcegggaceggggecagggaccagtggt gggagg aggetgeggegetag-3-

5'- agaccg gggccc ggccgggaccggggccagggaccagtggt gggagg aggetgeggegetag-3°  pN10GC4

c 5'- agaccg gggcgg ggccgggaccggggccagggaccagtggt gccagg aggetgeggegetag-3°  pN10GC5
o
g 60 - 5'- agaccg gccegg ggccgggaccggggccagggaccagtggt gggagg aggetgeggegetag-3°  pN13GC4
]
; 5'- agaccg gggcgg ggccgggaccggggccagggaccagtggt gccagg aggetgeggegetag-3°  pN13GC5
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Abbildung 31: Induktion von 5-LO GC-Boxmutanten nach Uberexpression von IE1 in HFF; Die Zellen wurden mit
Deletionsmutanten unterschiedlicher GC-Boxen des 5-LO-Promotors sowie dem Expressionsplasmid fur IE1
transfiziert. Die Luciferaseaktivitat wurde 72h nach Transfektion bestimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert +/-
S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten. Ausschnitte der 5-LO-Promotorsequenzen erlautern die vorge-

nommenen Mutationen.
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423 Einfluss von Mithramycin auf die Induktion des 5-LO-Promotors durch IE1

Mithramycin ist ein Polyketid, dass von dem Bakterium Streptomyces argillaceus [576] produ-
ziert wird (Abb. 32). Es fungiert als DNS-Interkalator und inhibiert die Sp1-DNS-Interaktion durch
Bindung an GC-reiche Chromatinregionen [576, 577].

Abbildung 32: Strukturformel von Mithramycin

Im Reportergenassay wurde getestet, ob der Zusatz von Mithramycin Einfluss auf den durch IE1
vermittelten induktiven Effekt auf den 5-LO-Promotor zeigt, und dieser damit Sp1-abhangig ist.
HFF wurden mit pN10 und IE1 cotransfiziert und gleichzeitig mit unterschiedlichen Mithramycin-
konzentrationen (25 nM, 30 nM, 35 nM) inkubiert. Das Medium wurde alle 24 Stunden gewech-
selt und erneut Mithramycin zugesetzt. Die Luciferaseaktivitdtsmessung erfolgte nach 60 Stun-

den.

Es zeigte sich, dass es durch Zusatz von Mithramycin zu einer signifikanten Verringerung des
induktiven Effektes kam. Verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, die mit pN10 und IE1
cotransfiziert, nicht aber mit Mithramycin behandelt wurde, sank die Induktion nach Inkubation
mit 25 nM Mithramycin auf 60% ab. Bei 30 nM zeigte sich eine Reduktion auf 58%, die bei 35 nM
wieder leicht anstieg auf 70% (Abb. 33).
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Abbildung 33: Hemmung des |IE1-vermittelten induktiven Effekts auf pN10 durch Mithramycinzusatz; Die Zellen
wurden mit pN10 und IE1 bzw. dem entsprechenden Leerplasmid pCGN cotransfiziert und mit Mithramycin
behandelt. Alle 24h erfolgte ein Medienwechsel mit erneuter Zugabe von Mithramycin. Die Luciferaseaktivitat
wurde nach 60h gemessen. Die Darstellung zeigt die Induktion von pN10 durch IE1 bezogen auf das Leerplas-
mid und normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle als Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhangigen Experimen-

ten.

424 5-LO-Promotoraktivitat in Abhangigkeit von Sp1-Uberexpression

Um den Einfluss von Sp1 weiter zu untersuchen, wurde ein Reportergenassay durchgefihrt, bei
dem zusatzlich zu IE1 Sp1 Uberexprimiert wurde. Die transfizierte Gesamt-DNS-Menge wurde
stets konstant gehalten und gegebenenfalls mit dem Leerplasmid pSG5 aufgefiillt. Steigende
Mengen an Sp1-Expressionsplasmid (125 ng, 178,5 ng und 375 ng) sorgten daflr, dass die
Promotoraktivitat unter IE1-Cotransfektion zunahm. Der reine Effekt von IE1, eine 21fache Induk-
tion erhohte sich signifikant auf 26fach (125 ng), 43fach (178,5 ng) und schliellich 51fach (375
ng). Diese Regulation war allerdings nur unter Cotransfektion des viralen Proteins erkennbar, in
Kombination mit dem entsprechenden Leerplasmid pCGN fand keine Induktion von pN10 statt,
was darauf schlielRen lasst, dass IE1 zusatzliche regulative Funktionen besitzt, die fur die Promo-

toraktivierung essentiell sind (Abb. 34).
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Abbildung 34: Induktion von pN10 nach Uberexpression von IE1 und steigenden Mengen Sp1 in HFF; Die
Zellen wurden transfiziert und nach 60h die Luciferaseaktivitat bestimmt. Die Abbildung zeigt die Induktion Gber
pSG5, dem Leerplasmid des Sp1-Expressionsplasmides, wobei stets die Gesamt-DNS-Menge konstant gehalten

wurde. Dargestellt sind Mittelwerte + /- S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten.

Zur Kontrolle der vorhandenen Sp1-Menge erfolgte ein Western Blot, der das zellulare Sp1-Level
nach Uberexpression widerspiegelt. Das Sp1-Proteinlevel nahm mit steigender Sp1-

Plasmidkonzentration zu (Abb. 35).

Sp1

3-Actin

w/o 125ng 178,5ng 375ng

Abbildung 35: Western Blot der Sp1-Proteinlevel nach Uberexpression in HFF; Zellen wurden mit variierenden
Mengen an Sp1-Expressionsplasmid (125 ng, 178,5 ng, 375 ng pro well) transfiziert, nach 48h lysiert und auf

Sp1 geblottet.
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425 Transaktivierende Eigenschaften der Immediate Early Deletionsmutanten

Immediate Early 1 und Immediate Early 2 sind die beiden am starksten exprimierten viralen
Immediate Early Proteine des humanen Cytomegalovirus. Strukturell handelt es sich um Spleif3-
varianten der gleichen Transkriptions-Initiations-Site [256], die als gemeinsame Sequenz Exon 2
und Exon 3 teilen. Das Exon 1 wird weder in IE1 noch in IE2 translatiert. Der Unterschied besteht
im darauf folgenden Exon 4 bzw. 5. Funktionell ist fUr das, in Immediate Early 1 vorhandene
Exon 4, eine ATP-Bindungsstelle charakterisiert [384], die sich in Exon 5 nicht findet. Um zu
testen, ob dieses Strukturelement ausschlaggebend fur den induktiven Effekt ist, wurden Deleti-
onsmutanten erzeugt und im Reportergenassay auf die Fahigkeit Uberprift, pN10 zu induzieren

(Abb. 36).

AUG

uL123
5 IE1(72kDa)

A
‘_& — 5 IE2 (82kDa)

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Spleilvarianten IE1 und IE2; IE1 setzt sich aus den Exons 2,3 und
4 zusammen, wobei im Letzteren die ATP-Bindungsstelle lokalisiert ist (rot), IE2 dagegen beinhaltet Exon 2,3 und

5.

Sowohl die Deletion der Exons 2 und 3 (IE1A2-3) als auch die Deletion des Exon 4 (IE1a4) riefen
eine Reduktion des induktiven Effekts hervor. Der Verlust der Exons 2 und 3 minderte signifikant
die Promotoraktivitat auf 10% des urspringlichen IE1,vermittelten Effektes, die Deletion des
Exon 4 auf 15%. Interessanterweise zeigte die Mutante IE1AATP, bei der gezielt die ATP-
Bindungsstelle mutiert wurde nur noch 50% Restaktivitat, was daflr spricht, dass diese funktio-
nelle Doméne einen entscheidenden Einfluss auf die 5-LO-Promotoraktivierung hat. Allerdings
scheint die Regulation nicht ganzlich von der ATP-Bindungsstelle bzw. dem Exon 4 gesteuert zu

sein. Die IE2-homologen Sequenzen des Exon 2 und 3 sind ebenfalls essentiell fur die Induktion,
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es kann also davon ausgegangen werden, dass die Effektvermittlung auf den 5-LO-Promotor

nicht nur durch eine ATP-vermittelte Aktivierung zustande kommt (Abb. 37).

1,4 -
1,2 -
1,0 -
08 -

0,6 A

Prozentuale Induktion

0.4 -

0,2 A

0,0

IE1 IE1 IE1 IE1 IE2 pCGN
AATP  A2-3 JAY:

[n=3 +- S.E.M.]

Abbildung 37: Induktion des 5-LO-Promotorfragments pN10 durch Uberexpression von IE1, IE2 bzw. deren
Deletionsmutanten in HFF; Die Zellen wurden mit pN10 und unterschiedlichen Expressionsplasmiden fur IE1,
IE2 bzw. deren Deletionsmutanten transfiziert. Nach 60h erfolgte die Messung der Luciferaseaktivitat. Die Mess-
werte zeigen die Induktion des 5-LO-Promotorfragments pN10 normiert auf den durch Immediate Early 1 hervor-

gerufenen Effekt. Dargestellt sind Mittelwerte +/- S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten.

4.2.6 Interaktion von Sp1 mit Immediate Early Proteinen

Es ist bekannt, dass Immediate Early Proteine des HCMV mit Transkriptionsfaktoren funktionell
interagieren konnen [387]. Um zu Testen, ob es zu Protein-Protein-Interaktionen zwischen Sp1
und den unterschiedlichen Immediate Early Varianten kommt, wurde eine Co-
Immunoprazipitation (Co-IP) zwischen Sp1 und IEP in Uberexprimierten HFF durchgefuhrt
(Abb.38). Die Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir Sp1 und den jeweiligen viralen Prote-
inen bzw. den entsprechenden Leerplasmiden als Kontrolle cotransfiziert und mit Antikérper-
gelabelten Beads immunoprazipitiert. Die Eluate der Sp1-Beads wurden auf Immediate early-

Proteine geblottet und umgekehrt um eine Interaktion nachzuweisen.
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Die Co-IP zeigte, dass sowohl zwischen IE1 und Sp1 als auch zwischen IE2 und Sp1 zu einer
Interaktion kommt. Es zeigte sich jedoch auch, dass die Deletionsmutante IE1AATP ebenfalls in

der Lage ist, Sp1 in geringem Maf} zu binden.

Western Blot Beads

N B Sp1 CMV (anti-IEP)
D

CMV (anti- IEP) |Sp1

BT s e 190G Sp1
e o *5 i noAB Sp1
Input Sp1

IE1 IE2 IE1AATP pCGN pCGN
Sp1 Sp1 Sp1 pSG5 Sp1

Abbildung 38: Interaktion zwischen IEP und Sp1 in Uberexprimierten HFF; Die Zellen wurden mit den jeweiligen
Expressionsplasmiden transfiziert und nach 24h geerntet. Die zellularen Extrakte wurden mit gelabelten Beads
(Sp1, CMV, IgG, noAB) inkubiert, prazipitiert und anschlieffend auf den jeweiligen Interaktionspartner geblottet.

Zusatzlich erfolgt eine Input Kontrolle mit dem zellularen Extrakt.

4.2.7 Zellulares phospho-Sp1-Level nach Expression von IEP

Immediate Early 1, nicht aber Immediate Early 2, ist in der Lage den 5-LO-Promotor zu aktivieren
und damit 5-LO zu induzieren (Abb. 18). Da beide viralen Proteine mit Sp1 interagieren (Abb.
38), liegt die Vermutung nahe, dass der Unterschied in der induktiven Fahigkeit durch funktionel-
le Eigenschaften von Immediate Early 1 reguliert wird. Zur Uberprifung, ob der Phosphorylie-
rungsstatus von Sp1 durch die Immediate Early Proteine unterschiedlich beeinflusst wird, erfolg-

te ein Western Blot auf phospho-Sp1 (Abb. 39)
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Im Western Blot zeigte sich, dass nach Immediate Early 1-Uberexpression das phospho-Sp1-
Level im Vergleich zur Leerplasmidkontrolle pCGN zellular anstieg. Immediate Early 2 hingegen
beeinflusste den Phosphorylierungsstatus von Sp1 nicht. Darin kénnte der Unterschied der 5-
LO-Regulation von IE1 und IE2 liegen. Auch die Deletionsmutanten waren nicht in der Lage, Sp1

in dem Ausmaly wie Immediate Early 1 zu phosphorylieren.

IE1 IE2 pCGN IE1 IE1 IE1
AATP A2-3 A4

Abbildung 39: Western Blot in humanen Vorhaut-Fibroblasten auf das phospho-Sp1-Level nach Immediate Early
Protein-Uberexpression; Uberexprimierte HFF wurden nach 48h mittels Pierce Phospho-Protein Enrichment Kit

aufgereinigt und auf Sp1, phospho-Sp1 und R-Actin geblottet.

428 Untersuchung der direkten Phoshorylierung von Sp1 durch IE1

Ob eine direkte Phosphorylierung von Sp1 durch IE1 erfolgt, sollte in einem in vitro Kinase Assay
abgeklart werden. Der Versuchsaufbau orientierte sich an der Veroffentlichung von Pajovic et al.,
die mittels dieses Assays eine Autophosphorylierung von IE1 nachweisen konnte [384]. Der
Assay wurde freundlicherweise von Dr. Michael Ermisch (AK Prof. Steinhilber) durchgefihrt. Bei
Inkubation der bakteriell-exprimierten Proteine IE1 bzw. IE2 (s. Anhang) mit rekombinantem Sp1
aus humanen Zellen (Abb. 40A) zeigte sich in der Kombination IE1 und Sp1 eine radioaktive
Bande auf Hohe von phosphoryliertem Sp1 (85 kDa), allerdings keine Bande der erwarteten
Autophosphorylierung von IE1 bei 72 kDa. In Wiederholungsexperimenten war teilweise die IE1-
Autophosphorylierung sichtbar (Abb. 40B), allerdings dann keine Sp1-Phosphorylierung, sodass

man zu dem Schluss kommen muss, dass das Ergebnis des in vitro Kinase Assays aulderhalb
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des zellularen Kontexts keine reproduzierbaren Daten liefert und eine direkte Phosphorylierung

eher unwahrscheinlich ist.

IE2

w/o Wortmannin 100pM Wortmannin

Abbildung 40: In vitro Kinase Assay; Inkubation von bakteriell-aufgereinigtem IE1 und rekombinantem Sp1 mit
radioaktivem ATP (A und B) bzw. zusatzlicher Zusatz von Ganzzellextrakt aus HFF oder rekombinanter DNS-

abhangige Proteinkinase ohne und mit 100 uM Wortmannin (C).
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Um eine Aussage Uber die Phosphorylierung im zellularen Kontext oder deren Abhangigkeit von
der DNS-abhangigen Proteinkinase zu treffen, wurde zusatzlich zu den aufgereinigten Proteinen
Ganzzellextrakt aus humanen Vorhaut-Fibroblasten beziehungsweise rekombinante DNS-
abhangige Proteinkinase zugesetzt (Abb. 40C). Chun et. al konnten zeigen, dass das Tat-1
Protein des humanen Immunodefizienz-Virus-1 eine Sp1-Phosphorylierung tber DNS-PK hervor-
rufen kann [5678]. HIV Tat-1 und HCMV IE1 sind beides virale Proteine die unmittelbar nach Vi-
ruseintritt in die Zelle exprimiert werden. DNS-PK stellt damit eine potentielle Kinase dar, die in
den Regulationsmechanismus involviert sein kdnnte. Es zeigte sich, dass auch hier kein interpre-
tierbares Ergebnis im in vitro Kinase Assay erzielt werden konnte, da es durch Kombination mit
dem Ganzzellextrakt zu einer Vielzahl von Phosphorylierungen kam und eine Zuordnung der
Banden nicht moglich ist. Auch die Inkubation der drei Reinproteine Sp1, IE1 und DNS-PK liefer-
te ein starkes Bandenmuster, das nicht mit den Molekulargewichten der Einzelproteine Uberein-
stimmt. Ein Zusatz von 100 uM Wortmannin (Abb. 40C Spur 5-8), einem Inhibitor der PI3-
Kinasen sowie DNS-abhangige Proteinkinase [579] schwéachte das Bandenmuster zwar ab,
allerdings kam es nicht zur Verhinderung der Phosphorylierung einer definierten Bande. Der
Assay ist nicht geeignet, um eine Aussage Uber den Phosphorylierungsmechanismus von Sp1
durch Immediate Early 1 zu treffen, da dieser wahrscheinlich Uber zellulare Kinasen vermittelt

wird.

4.29  Abhéangigkeit des induktiven IE1-Effektes von Wortmannin

Wortmannin wird vom Pilz Penicillium funiculosum synthestisiert und inhibiert irreversibel
Phosphoinositid-3-Kinasen [579-581] durch kovalente Bindung an der ATP-Bindungsstelle der
Kinase (Abb. 41). Die Familie der PI3K kann in drei Klassen unterteilt werden: |, Il und Ill. Die
PI3-Kinasen phosphorylieren die 3'-Inositol-Position unterschiedlichster membranassoziierter
Phosphatidylinsoitole und sorgen so fur die Generierung spezifischer Lipid second Messenger

[582].

Abbildung 41: Strukturformel von Wortmannin
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Eine Aktivierung von PI3-Kinasen fuhrt nachgeordnet unter anderem zur Aktivierung der Seronin-
Threonin-Kinase Akt und es kann weiterhin zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Sp1
kommen [583]. Die DNS-abhangige Proteinkinase wird ebenfalls von Wortmannin gehemmt,
obwohl sie klassischer Weise nicht zu den PI3Ks gehdrt sondern lediglich durch eine signifikan-
te Sequenzhomologie in der katalytischen Doméane mit PI3K-verwandt ist [584]. Es ist bekannt,
dass die DNS-abhangige Proteinkinase eine Sp1-Kinase darstellt, die aullerdem weitere
Transkriptionsfaktoren und auch die carboxyterminale Domane der RNS-Polymerase Il phospho-
rylieren kann [585]. Vorhergehende Veroffentlichungen haben des Weiteren gezeigt, dass das
virale Protein Tat-1 des HI-Virus (HIV-1) Sp1 phosphoryliert Uber die Rekrutierung eben dieser
Kinase [578]. Da eine direkte Inkubation von rekombinanter DNS-abhangiger Proteinkinase mit
Sp1 und IE1 im in vitro Kinase Assay keine reproduzierbaren Ergebnisse geliefert hatte (Abb.
40C), wurde der Zusatz des DNA-PK-Inhibitors Wortmannin im zellularen Kontext getestet. Hu-
mane Vorhaut-Fibroblasten wurden mit dem 5-LO-Promotorfragment pN10 und IE1 cotransfiziert
und Wortmannin (1-20 uM) zugesetzt. Die verwendeten Konzentrationen orientierten sich an der

Veroffentlichung von Chun et. al. [578].
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Prozentuale Hemmung durch Wortmanninzusatz

0,0 T T T T T
w/o 1uM 5uM 10puM 20puM

[n=2 +/- S.E.M.] Wortmannin

Abbildung 42: Induktion von pN10 nach IE1-Uberexpression in HFF unter Wortmanninzusatz; Die Zellen wurden
mit pN10 und IE1 bzw. pCGN transfiziert und mit unterschiedlichen Konzentrationen Wortmannin behandelt.
Nach 60h erfolgte die Messung der Luciferaseaktivitat. Die Messwerte zeigen die Abhangigkeit der Induktion
des 5-LO-Promotorfragments pN10 von Wortmanninzugabe normiert auf den durch Immediate Early 1 hervorge-
rufenen Effekt Uber dem Leerplasmid pCGN. Dargestellt sind Mittelwerte +/- S.E.M aus zwei unabhangigen

Experimenten.
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Wortmannin hemmte signifikant und konzentrationsabhangig die |IE1-vermittelte Induktion des 5-
LO-Promotors. 5 yM Wortmannin verringerten die Promotoraktivierung um 80%. Dieses Ergebnis
zeigt, dass es sich um eine indirekte Sp1-Phosphorylierung durch Immediate Early 1 zu handeln

scheint, die durch einen Inhibitor der PI3-Kinasen hemmbar ist (Abb. 42).

4.2.10 Untersuchung der Interaktion von DNS-PK und IE1

Die postulierte Interaktion zwischen HIV-1 Tat-1 und der DNS-abhangigen Proteinkinase sieht
unter anderem eine direkte Protein-Protein Bindung vor (Abb. 43). Da die Interaktion zwischen
Sp1 und IE1 bereits in den Immunoprecipitationsversuchen gezeigt werden konnte (Abb. 38),
wurde mittels GST-Pull-down eine mdgliche Interaktion zwischen der DNS-abhangigen Protein-

kinase und IE1 untersucht.

+ Tat
+ Tat

Abbildung 43: Postulierte Interaktion zwischen HIV-1 Tat-1 und Sp1/DNS-PK nach Chun et. al. [578]

Das bakteriell-exprimierte Immediate Early 1 Protein wurde mit Ganzzellextrakt aus HEK293T
bzw. HFF inkubiert und mittels des fusionierten GST-tags ein Pull-down durchgefihrt. Der an-
schlieRende Western Blot auf das potentielle Bindungsprotein DNS-abhangige Proteinkinase
lieferte allerdings keinen Nachweis der Bindung (Abb. 44A). Als Input- und Methodenkontrolle

des Western Blots wurden die Ausgangslysate auf die Anwesenheit der DNS-PK geblottet (Abb.
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44B). Es zeigte sich, dass der endogene Spiegel in HEK293T sehr niedrig ist und der Protein-
nachweis lediglich in HFF gelingt. Eine direkte Interaktion zwischen Immediate Early 1 und DNS-

PK war im Pull-down-Experiment nicht nachweisbar.

IE1 4 IE1  noAB noAB
K293T HFF HEK293T HFF

Abbildung 44: Western Blot zur Kontrolle der Interaktion zwischen IE1 und DNS-PK; (A) Western Blot der Pull-
down Proben auf DNS-abhangige Proteinkinase (460 kDa); (B) Western Blot auf DNS-abhangige Proteinkinase

der Gesamtzelllysate

4.2.11 Untersuchung der Kinase-vermittelten Phoshorylierung von Sp1 durch IE1

Die durch Immediate Early 1 verstarkte Sp1-Phosphorylierung scheint durch zellulare Kinasen
vermittelt zu werden. Einen Einfluss haben dabei unter anderem die PI3-Kinasen (PI3K), da der
Effekt auf den 5-LO-Promotor durch Zugabe des Inhibitors Wortmannin hemmbar ist (Abb. 42).
Um ferner zu testen, ob und wenn ja welche weiteren Kinasen an der Aktivierung des 5-LO-
Promotors durch IE1 beteiligt sind, wurde ein Proteinkinase-Inhibitor-Screening im Reporterge-

nassay auf pN10 durchgefiihrt.
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Die ausgewabhlten Inhibitoren verschiedenster Kinase-Signalwege:

Tabelle 10: Proteinkinase-Inhibitoren

Substanz Signalweg IC,, Quellen
Triciribine Akt (Proteinkinase B)-Inhibitor 20 nM [586, 587]
SL327 MEK1 / MEK2-Inhibitor 180 nM /220 nM [588-590]
Apigenin MAPK / ERK-Inhibitor 30 uM [240, 591-595]
PD169316 p38 MAPK:-Inhibitor 89 nM [596]
Chelerythrine PKC-Inhibitor 0,66 uM [697-602]
H-8 PKA / PKG-Inhibitor 1200 nM / 500 nM [603, 604]
SU4312 VEGFR / PDGFR-Inhibitor 0,8 uM /19,4 uM [70, 605]
Roscovitin CDK1/CDK2/CDK5/CDK4+6- | 0,65 uM / 0,7 pM / 0,2 uM / | [606-609]
Inhibitor >100 M
SP600125 JNK-Inhibitor 40-90 nM [610-613]
LiCl GSK3R-Inhibitor 20 mM (614, 615]

Es zeigte sich, dass einige Inhibitoren in der Lage waren, die Aktivierung des 5-LO-Promotors
signifikant zu hemmen. Die erste Gruppe getesteter Substanzen umfasst Triciribine, einen Akt-,
der anders als Wortmannin spater in die Phosphorylierungskaskade der PI3-Kinasen eingreift,
und Stoffe die den MAP-Kinaseweg inhibieren. Dieser Signalweg reguliert vielfaltige Funktionen
in der Zelle wie die Transkriptionsaktivierung, Proteinsynthese, Zellzyklus, Differenzierung [616]
und kann durch unterschiedlichste Stimuli unter anderem auch virale Infektionen [491, 492, 617]

induziert werden. Die MAP-Kinasen sind Seronin-Threonin-Kinasen und kénnen in drei Klassen
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unterschieden werden: ERK, p38, MAPK und JNK. Die hier verwendeten Stoffe sind der MEK1/2-
Inhibitor SL327, Apigenin als MAPK/ERK-Inhibitor, JNK-Inhibitor SP600125 und der p38-Inhibitor
PD169319. In Abbildung 45A sieht man, dass alle vier getesteten MAPK-Inhibitoren in der Lage

waren, die Aktivitat zu hemmen, wahrend Triciribine-Zusatz nicht inhibierend wirkte.

Eine weitere getestete Klassen sind die Inhibitoren der Proteinkinasen PKC, PKA und PKG. Die
hier verwendeten Stoffe sind Chelerythrine und H-8 (Abb. 45B). Chelerythrine ist ein PKC-
Inhibitor, die Proteinkinase C kann unter anderem die sogenannten MARCKS-Proteine (myristil-
liertes Alanin-reiches C- Kinase Substrat) modifizieren. Diese Proteine sind in der Zellmembran
verankert und steuern physiologische Vorgange wie Zellbewegung, Sekretion und Membran-
transport [618]. Die Hemmung der PKC hat keinen signifikanten Einfluss auf den induktiven
Effekt von Immediate Early 1 auf den 5-LO-Promotor. H-8 wirkt konzentrationsabhangig auf die
PKG und PKA. Die Proteinkinase G phosphoryliert nach Bindung von cGMP und reguliert die
zytosolische Calcium-Konzentration der Zelle [619]. PKA wird durch cAMP aktiviert und greift
vorrangig in die Regulation der Energiestoffwechsels ein. Hemmung der PKA und PKG durch H-

8 fuhren zur verminderten 5-LO-Promotoraktivierung (Abb. 45B).

SU4312 ist ein Inhibitor von VEGFR und PDGFR. VEGF und PDGF sind involviert in die Regulati-
on von physiologischen Vorgangen wie Vaskulogenese und Angiogenese [534, 537, 544, 545,
605]. Uber die Bindung an den PDGFR wird nachgeordnet der PI3-Kinasewegs aktiviert [620].
Im Reportergenassay zeigte sich, dass die Zugabe des Inhibitors zu einer signifikanten Redukti-

on des Effektes auf den 5-LO-Promotor fuhrte (Abb. 45C).

Die letzte getestet Klasse umfasst die Stoffe Roscovitin und Lithiumchlorid. Targets dieser Inhibi-
toren sind unterschiedlichste Signalwege. Roscovitin inhibiert konzentrationsabhangig die CDK-
Aktivitat. Es handelt sich hierbei um Seronin-Threonin-Kinasen, die essentiell an der Regulation
des Zellzyklus beteiligt sind [621]. Lithiumchlorid als Inhibitor der GSK3R (glycogen synthase
kinase-38) greift in Regulationsmechanismen wie den Glycogen-Stoffwechsel, Proliferation und
Apoptose ein [622]. Die IE1-induzierte 5-LO-Promotoraktivierung konnte durch Roscovitin, nicht

aber durch Lithiumchlorid reduziert werden (Abb. 45D).
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Abbildung 45: Induktion von pN10 nach IE1-Uberexpression unter Proteinkinase-Inhibitorzusatz in HFF; Die
Zellen wurden mit pN10 und IE1 bzw. pCGN transfiziert und mit unterschiedlichen Proteinkinase-Inhibitoren
behandelt. Nach 60h erfolgte die Messung der Luciferaseaktivitat. Die Messwerte zeigen die Abhangigkeit der
Induktion des 5-LO-Promotorfragments pN10 von der Inhibitorzugabe normiert auf den durch Immediate Early 1
hervorgerufenen Effekt ber dem Leerplasmid pCGN. Dargestellt sind Mittelwerte +/- S.E.M aus drei unabhangi-

gen Experimenten.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Proteinkinase-Inhibitor-Screening gezeigt hat,
dass die Regulation des IE1-vermittelten Effekts nicht auf einen Kinaseweg beschrankt werden
kann. Wie in der Einleitung beschrieben, sind vielfaltige Interaktionsmdoglichkeiten zwischen
HCMV und der zelluldren Regulation Uber Kinasen bekannt, die in die Effektvermittlung involviert
sein kdnnten. Prominente Effekte zeigen sich bei Inhibition der MAP-Kinasen, PI3-Kinasen sowie
PKA und den Thyrosinkinase-Inibitoren. Allerdings scheint auch Roscovitin als CDK-Inhibitor

Uber die Zellzyklusregulation einen Einfluss zu haben.

4.2.12 Induktiver IE1-Effekt auf 5-LO in HFFASp1 Zellen

Nachdem Uber das Proteinkinase-Inhibitor-Screening gezeigt werden konnte, dass eine Vielzahl
von zellularen Kinasen an der virale Regulation des 5-LO-Promotors beteiligt sind, sollte durch
einen lentiviralen Sp1-Knock-down die essentielle Funktion von Sp1 bestatigt werden. Humane
Vorhaut-Fibroblasten wurden mit VSVG-basierten Lentiviren transduziert und mittels shRNS die
Sp1-Expression herunterreguliert. Die Kontrolle des Knock-downs erfolgte Gber gPCR und Wes-
tern Blot (Abb. 46A und B). In den transduzierten Zellen zeigte sich sowohl auf mMRNS-Ebene als

auch auf Proteinebene eine deutlich verminderte Expression von Sp1.
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Abbildung 46: Nachweis der Sp1-Defizienz in HFFASp1 auf mRNS- und Proteinebene; (A) gPCR mit cDNS aus
unbehandelten Wildtyp HFF und Knock down HFFASp1. Dargestellt sind Mittelwerte +/- S.E.M aus drei unab-

hangigen Experimenten; (B) Western Blot zum Nachweis des reduzierten Proteinlevels.

104



Ergebnisse

Mit der so modifizierten Zelllinie HFFASp1 wurden im Anschluss Reportergenassays durchge-
fuhrt, bei denen neben pN10 auch IE1 cotransfiziert wurde. Es zeigte sich, dass im Unterschied
zu der nativen Zelllinie HFF der induktive Effekt durch IE1 deutlich schwacher vorhanden ist, was
die Involvierung von Sp1 bestatigte (Abb. 46). In der Sp1-defizienten Zelllinie konnte der 5-LO-
Promotor durch IE1 nur noch 3,7fach aktiviert werden im Vergleich zu 20fach (Abb. 47) in nati-

ven HFF. Dies entspricht einer Reduktion um 82%.
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Abbildung 47: Vergleich des IE1-Effektes auf pN10 im Reportergenassay zwischen HFF Wildtyp und HFFASp1;
Die unterschiedlichen Zellen wurden mit pN10 und IE1 bzw. pCGN transfiziert, nach 60h erfolgte die Messung
der Luciferaseaktivitat. Die Messwerte zeigen die Induktion des 5-LO-Promotorfragments pN10 durch IE1 in
Abhangigkeit von zellularen Sp1-Status, normiert auf das Leerplasmid pCGN. Dargestellt sind Mittelwerte +/-

S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten.
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Neben der Promotoraktivitdt wurde zusatzlich die Regulation der 5-LO-mRNA nach IE1-
Uberexpression in Abhangigkeit der Zeit bestimmt. Wahrend in HFF die 5-LO durch die Trans-
fektion des viralen Proteins stark ansteigt und das Maximum bei 24h erreicht, ist keine Regulati-
on der 5-LO-mRNA in den Sp1-defizienten Zellen zu sehen. Dies bestatigt den Einfluss des

Transkriptionsfaktors in die Regulation der 5-LO.

m. HFFASP1
300 1 1 HFF
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Abbildung 48: Induktion der 5-LO nach IE1-Uberexpression in HFF; Aus IE1-iiberexprimierten HFF bzw. der
Knock down-Zelllinie HFFASp1 wurde nach 12h, 24h, 36h und 48h RNS extrahiert und eine gPCR durchgefihrt.
Die Quantifizierung der ct-Werte erfolgte relativ gegen die Leerplasmidkontrolle mittels AAct Methode. Die Daten

zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhangigen Experimenten

4.2.13 Charakterisierung der Komplexbildung im GC4-Promotorbereich

Die vorhergegangenen Experimente zeigten deutlich den Einfluss von Sp1 auf die Induktion der
5-LO durch [IE1. Im Reportergenassay (Abb. 30+31) mit verschiedensten 5-LO-

Promotordeletionen war zu erkennen, dass die Bindung an die GC4-Box fur den beschriebenen
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Effekt essentiell zu sein scheint. Um dies in einem alternativen Experiment zu bestatigen, wurde
ein EMSA durchgefuhrt. Als Sonde wurde eine Region um die GC4-Box des 5-LO-Promotors
gewahlt und diese mit unbehandeltem sowie IE1-Uberexprimierten HFF-Ganzzellextrakt inku-
biert. In den Immediate Early 1-Uberexprimierten Zellextrakten nahm die Intensitat der geshifte-
ten Bande deutlich zu, es kam in vitro zu einer verstarkten Komplexbindung an die GC4-Box

Region des 5-LO-Promotors (Abb. 49).

&
- -
»

Sonde wilo Sonde +IE1

Abbildung 49: Proteinbindung an die GC4-Box Region des 5-LO-Promotors nach Uberexpression in HFF; (A)
Inkubation der Sonde mit unbehandeltem HFF Ganzzellextrakt, (B) Inkubation der Sonde mit IE1 Uberexprimier-

tem HFF-Ganzzellextrakt

4.2.14 Bindung von Sp1 im GC4-Promotorbereich nach Infektion und IE1-

Uberexpression

Nachdem der EMSA in vitro die verstarkte Komplexbindung an die GC4-Box des 5-LO-Promotor
nach IE1-Uberexpression bestatigt hat, wurde weitergehend mittels ChIP eine Bindung von Sp/1
an die entsprechende Region in vivo nachgewiesen. Verglichen wurden hierbei die unbehandel-
ten HFF (w/o) mit infizierten Zellen (HCMV AD169 MOI 1) und IEP-Uberexprimierenden Zellen.
Transfiziert wurden die Zellen mit Expressionsplasmiden fur Immediate Early 1 und Immediate
Early 2 sowie dem entsprechenden Leerplasmid pCGN um einen regulativen Einfluss durch die

Transfektion auszuschlielRen. Es zeigte sich, dass es sowohl nach Infektion der Zellen mit dem
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humanen Cytomegalovirus als auch nach Transfektion mit Immediate Early1 zu einer verstarkten
Bindung von Sp1 an den Promotor kam. Als PCR Primer dienten Sequenzen, die die proximale
Region -286 bis +78bp des 5-LO-Promotors abdecken. Darin enthalten ist ebenfalls die im
EMSA verwendete Region der GC4-Box. In den Negativkontrollen ohne Antikdrper (noAB) bzw.
einem unspezifischen 1gG Antikdrper waren keine Bindungen erkennbar, was fur die Spezifitat
des Sp1-Nachweises spricht. Die Inputkontrolle der gescherten Chromatinprobe war in der w/o
Kontrolle etwas starker ausgepragt, allerdings zeigte sich trotzdem keine Sp1-Bindung an den
Promotor. Das Ergebnis des ChlIPs bestatigt in vivo die in vitro Aussage des EMSAs: Durch
Immediate Early 1, nicht aber Immediate Early 2, wird die Sp1-Bindung an den proximalen Be-
reich des 5-LO-Promotors verstarkt. Sp1 hat demnach einen unmittelbaren Einfluss auf die virale

Regulation der 5-Lipoxygenase (Abb. 50).

IE1 AD169 pCGN IE2 w/o
Sp1 ..

Abbildung 50: In vivo Nachweis der Sp1-Bindung an den proximalen Sp1-Promotor in HFF nach Infektion und
Transfektion; Als Negativkontrollen wurden sowohl rabbit IgG Antikorper verwendet um die Spezifitat des Sp1-
Antikorpers zu zeigen, als auch eine no Antibody (noAB) Kontrolle um unspezifische Bindungen an die verwen-
deten Agarose Beads auszuschlieRen. Die Input Kontrolle, das gescherte Chromatin, dient als Positivkontrolle

der PCR Reaktion; Fur den Nachweis wurden 32 Zyklen und eine Annealing Temperatur von 55°C verwendet.
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4.3 HDAC-inhibitorische Effekte durch Immediate Early 1

Neben dem bereits ausfuhrlich charakterisierten Einfluss von Sp1 in die IE1-vermittelte Induktion
des 5-LO-Promotors, scheint es noch weitere essentielle Aspekte in diesem Regulationsmecha-
nismus zu geben. Versuche wie die Uberexpression von Sp1 (Abb. 34) im Reportergenassay

haben gezeigt, dass Sp1 alleine nicht ausreichend fur die Promotoraktivierung ist.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist bekannt, dass der 5-LO-Promotor Uber epigeneti-
sche Regulationsmechanismen wie HDAC-Inhibition beeinflusst werden kann, und die Immedia-
te Early Proteine des humanen Cytomegalovirus ebenfalls in der Lage sind, in die Histonmodifi-
kation einzugreifen. Im Folgenden wurden Versuche zur Untersuchung der Interaktion zwischen
den Immediate Early Proteinen und Histondeacetylasen durchgefiihrt und der daraus resultie-

rende Effekt auf die 5-LO-Promotoraktivierung charakterisiert.

4.3.1 Untersuchung der Interaktion zwischen HDACs und IE1 / IE2

Zunachst wurde mittels Pull-down-Experimenten eine direkte Interaktion zwischen den Immedia-
te Early Proteinen und den fur die Regulation des 5-LO-Promotors essentiellen Histondeacetyla-
sen Uberpruft. Die bakteriell-exprimierten GST-getaggten Proteine IE1 und IE2 wurden dafur mit

Ganzzellextrakten aus HFF inkubiert und die Komplexe Uber den GST-tag aufgereinigt.

“ e CMV (anti-IEP)

e HDAC1
S e HDAC2

— — HDAC3

IE1 IE2  wlo

Abbildung 51: Protein-Protein-Interaktion zwischen IE1 / IE2 und HDAC1-3; Die bakteriell-exprimierten Fusions-
proteine IE1 und IE2 wurden mit HFF-Ganzzellextrakt inkubiert und Uber den GST-tag aufgereinigt; Western Blots
auf HDAC1-3 sowie die Immediate Early Proteine zeigen die Komplexbildung, als Negativkontrolle dienten die

ungelabelten Beads um unspezifische Bindungen auszuschlieRen.
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Es zeigte sich, dass IE1 und IE2 mit allen getesteten HDACs direkt interagieren. IE2 zeigte hier-
bei die starker ausgepragte Bindung, vor allem fir HDAC1 und HDACS3. Diese Daten bestatigten
vorhergehende Untersuchungen, bei denen ebenfalls eine Interaktion zwischen Immediate Early

Proteinen des HCMV und HDACs gezeigt werden konnte [435, 441] (Abb. 51).

4.3.2 Beeinflussung der HDAC-Aktivitat durch IE1-Uberexpression

Die direkte Interaktion zwischen den Proteinen gibt an sich noch keinen Aufschluss Uber die
funktionelle Beeinflussung der Histondeacetylasen durch die Immediate Early Proteine. Um zu
bestimmen, ob |IE1 die HDAC-Aktivitdt hemmen kann und so in die Regulation des 5-LO-
Promotors eingreift, wurde dies in einem HDAC-Aktivitdtsassay mit Extrakten aus humanen Vor-
haut-Fibroblasten Uberexprimiert mit IE1 getestet. Die Experimente wurden freundlicherweise in
Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Manfred Jung/Universitat Freiburg von Julia

Wagner durchgefuhrt.

Getestet wurde zum einen die allgemeine HDAC-Inhibition mit dem unselektiven HDAC-Substrat
ZMAL, aber auch die selektive Aktivitat von HDAC1 mit dem Substrat B61 [567]. Immediate
Early 1-Uberexpression fihrte zu einer signifikanten Reduktion der allgemeinen aber auch der
HDAC1-spezifischen Aktivitat (Abb. 52). Da fur diesen Assay kein HDAC2 bzw. 3 spezifisches
Substrat verfugbar sind, konnte deren selektive Aktivitdten nicht getestet werden. Es ist dem-
nach nur die allgemeine Aussage mdglich, dass durch die virale Uberexpression die Aktivitat
von Histondeacetylasen gehemmt werden kann, was in Folge Auswirkungen auf die Promotorre-

gulation zellularer Gene haben kann.
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Abbildung 52: Quantifizierung der HDAC-Aktivitat in IE1-Uberexprimierten HFF; (A) Bestimmung der allgemeinen
HDAC-Aktivitat durch Umsetzung des Substrates ZMAL, (B) Bestimmung der HDAC1-selektiven Aktivitat durch
B61, Die Daten zeigen die relativen Fluoreszenzeinheiten Uber dem jeweiligen Leerwert aus drei bzw. zwei

unabhangigen Experimenten +/- S.E.M.

4.3.3 Funktionelle Beeinflussung des 5-LO-Promotors nach HDAC-

Uberexpression

Um festzustellen, ob die nachgewiesene HDAC-inhibitorische Wirkung von IE1 eine Auswirkung
auf die Aktivitat des 5-LO-Promotors hat, wurde ein Reportergenassay mit variierender Menge
an HDAC-Expressionsplasmid fur HDAC1, 2 und 3 durchgefiuhrt. Man sieht in Abbildung 53,
dass die Transfektion der Expressionsplasmide fur HDAC1 und HDAC3, nicht aber fur HDAC?2
den induktiven Effekt von IE1 signifikant hemmen konnten. Durch Erhdéhung der HDAC-
Konzentration in der Zelle ergab sich eine konzentrationsabhangige Abnahme der 5-LO-
Promotoraktivitat. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass der |IE1-Effekt direkt mit
der HDAC1 und 3 Konzentration korreliert. Die Immediate Early 1-vermittelte HDAC-Inhibition
wird durch Uberexpression teilweise aufgehoben, sodass IE1 nicht mehr den vollstandigen

induktiven Effekt auf das Promotorkonstrukt pN10 ausliben kann (Abb. 53).
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Abbildung 53: Induktion von pN10 nach Uberexpression von IE1 und variierenden HDAC-Mengen in HFF; (A)
Uberexpression von HDAC1, (B) Uberexpression von HDAC2, (C) Uberexpression von HDAC3; Die Gesamt-
DNS-Menge der Transfektion bleibt konstant und wird ggf. mit dem Leerplasmid pSG5 aufgefullt. Messung der
Luciferaseaktivitat erfolgt 60h nach Transfektion. Die Daten zeigen den Mittelwert +/- S.E.M aus drei unabhangi-

gen Experimenten.

Zur Kontrolle der Uberexpression der HDACs wurden Western Blots durchgefihrt (Abb. 54) Die
Induktion der 5-LO durch IE1 wird also neben der Sp1-Induktion und Phosphorylierung auch
durch den HDAC-Aktivitatsstatus reguliert.

HDACZ2

wio 125ng 178,5ng 375ng wio 125ng 178,5ng 375ng

HDAC1

R-Actin

HDAC3

R-Actin

w/o 125ng 178,5ng 375ng

Abbildung 54: Western Blot zur Kontrolle der HDAC-Expression nach Uberexpression in HFF; Uberexpression

von steigenden Mengen HDAC1-3 in HFF, 48h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und geblottet.
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5 DISKUSSION

Die 5-Lipoxygenase ist das Schlusselenzym in der Produktion von Leukotrienen. Diese Mediato-
ren stehen in Verbindung mit der Pathogenese von entzindlichen Erkrankungen wie rheumatoi-
de Arthritis und Arteriosklerose [6, 189]. Qiu et. al. [248] konnten 2008 zeigen, dass die Infektion
mit den humanen Cytomegalovirus eine Induktion der 5-LO in HPASMCs hervorruft. Die lytische
Infektion mit HCMV im immunsupprimierten Wirt ist gepragt durch starke entziindliche Prozesse
und vaskulére Langzeitschaden [542, 547-549]. Nachdem fir den COX-2-Promotor der regulati-
ve Mechanismus Uber eine verstarkte NFkB Promotorbindung, vermittelt durch virale Immediate
Early Proteine, aufgeklart werden konnte [501], war das Ziel dieser Arbeit, den induktiven Me-
chanismus auf den 5-LO-Promotor mechanistisch zu untersuchen und so weitere Hinweise auf

die viral regulierten entzindlichen Prozesse zu bekommen.

5.1 Charakterisierung des induktiven Effektes von HCMV auf 5-Lipoxygenase

Durch die Veroffentlichung von Qiu et. al. [248], war bekannt, dass das humane Cytomegalovi-
rus in der Lage ist, 5-Lipoxygenase sowohl auf mRNS- als auch auf Proteinebene in HPASMCs
zu induzieren. Fir die Untersuchung des genaueren Regulationsmechanismus waren jedoch
humane Vorhaut-Fibroblasten das bevorzugte Testsystem, da diese Zelllinie aufgrund ihrer gu-
ten Permissivitat den Prototyp fir Studien des HCMV darstellt [501, 623-626]. Zunachst wurden
die Zellen mit dem Vollvirus HCMV AD169 infiziert und die mRNS-Regulation in Abhangigkeit
von Zeit und Konzentration bestimmt. Dabei zeigte sich, dass bei einer MOI 1 24 Stunden nach
Infektion der maximale Effekt erreicht wurde. Dieser fiel nach 72 Stunden wieder leicht ab
(Abb.14). In den Untersuchungen in HPASMCs (human pulmonary arterial smooth muscle cells)
gab es eine konzentrations- und zeitabhangige Steigerung, die ihr Maximum mit einer MOI 10
nach 7 Tagen noch nicht erreicht hatte [248]. Dies deutet darauf hin, dass die Regulation des 5-
LO-Promotors in den beiden Zelllinien durch unterschiedliche Mechanismen vermittelt wird. Zum
einen zeigen die beiden Zelllinien unterschiedliche Permissivitaten fur das Virus, sodass bei HFF
ein Verhaltnis 1:1 zwischen infektidsen Viruspartikeln und Zellen ausreichend ist, wohingegen
bei HPASMCs eine zehnfach hdhere Virusmenge eingesetzt werden musste, um ein vergleich-

bares Infektionsbild hervorzurufen. Zum anderen spiegeln die Maxima der 5-LO-mRNS Induktion
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unterschiedliche Phasen der sequentiellen Genexpression wieder. 24 Stunden nach Infektion
erreichen die Immediate Early Proteine ihr hochstes zellulares Expressionslevel, 72h nach Infek-
tion die Late Proteine [256]. Im uninfizierten Zustand sind sowohl HFF als auch HPASMCs 5-LO
negativ, jedoch gibt es keine naheren Angaben Uber den Methylierungs- und Acetylierungssta-
tus des Promotors in HPASMCs, wohingegen fur die HFF gezeigt werden konnte, dass dieser
weitgehend unmethyliert vorliegt (unveroffentliche Daten von Katryniok et. al.). Da bekannt ist,
dass die 5-LO-Promotoraktivitat stark von epigenetischer Regulation beeinflusst wird [561] und
Immediate Early Proteine des HCMV mit Chromatin-remodelling-Faktoren wechselwirken kdnnen
[432-434], konnte der Grundzustand des Promotors entscheidend fir die Regulation der 5-LO
sein. Um ferner einzuschranken und zu bestatigen, welche Gruppe der sequentiell exprimierten
viralen Proteine die Induktion in HFF hervorruft oder ob diese durch Strukturproteine der Hull-
membran bzw. |6sliche Faktoren der Virussuspension vermittelt wird, wurden Untersuchungen
mit Foscavirzusatz, UV-Inaktivierung und filtriertem Virus durchgefuhrt. Zunachst zeigte sich,
dass der Zusatz des DNS-Replikationsinhibitors Foscavir die mRNS-Induktion in HFF nicht be-
einflusst, diese demnach nicht durch ein Late Protein des Virus vermittelt wird (Abb. 16). Late
Proteine des humanen Cytomegalovirus werden nur nach erfolgter Replikation des Genoms
exprimiert [256]. Deren Abwesenheit wurde durch eine AEC-Farbung nachgewiesen (Abb. 15).
Dadurch bestatigte sich die Annahme, dass die zellulare Regulation in HPASMCs unterschied-
lich verlauft, da hier Foscavir eine Inhibition der Induktion um 90% hervorrief [248]. UV-
inaktivierter Virus und filtrierter viruspartikelfreier Uberstand zeigten in beiden Zelllinien keinen
Effekt auf die Promotoraktivitat (Abb.17). Interessanterweise aktivieren die Glycoproteine G und
H der Hullmembran TLR2 (foll like receptor)-Rezeptoren permissiver Zellen [570]. Fur humane
Monozyten konnte gezeigt werden, dass TLR2-Aktivierung die 5-LO-Produktbildung aufgrund
von erhohter Arachidonsaurefreisetzung steigern kann [627]. Dieser Effekt wird durch MAPK-
induzierter Phosphorylierung von cPLA.a vermittelt. Jedoch wird die 5-LO-Enzymaktivitat nicht
beeinflusst und die erhohte Leukotrienbildung nur durch vermehrte Arachidonsaurefreisetzung
bedingt. Daraus erklart sich auch, warum auf mRNS-Ebene nach Infektion mit UV-inaktiviertem
Virus keine Regulation feststellbar ist. Dies deutet darauf hin, dass in HFF die Regulation Uber
ein Immediate Early oder Early Protein vermittelt wird, wohingegen in HPASMCs ein Late Protein
fur die Induktion verantwortlich zu sein scheint. Zur Charakterisierung welches virale Protein die
Promotoraktivierung vermittelt, wurden einzelne Proteine Uberexprimiert und ihre induktive Fa-

higkeit auf das 5-LO-Promotorkonstrukte pN10 im Reportergenassay getestet (Abb.18). Da das
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humane Cytomegalovirus das grofite Genom der Herpesviren besitzt, welches fur etwa 165
Gene codiert, wurden zunachst einige Vertreter getestet, die aufgrund ihrer funktionellen Eigen-
schaften die 5-LO-Induktion hervorrufen kdnnten. Darunter die Transaktivatoren IE1 und IE2, der
Aktivator des MIEP pp71, die Tegumentproteine UL48 und pp150, sowie das Strukturprotein
pp65. Immediate Early 1-Uberexpression fihrte zu einer 20fachen Aktivierung des pN10-
Konstruktes, wohingegen die restlichen getesteten Proteine keine oder lediglich eine schwache
Induktion zeigten. Immediate Early 1 ist ein transaktivierendes Protein, welches im Unterschied
zu Immediate Early 2 TATA-lose Promotoren viraler und zellularer Gene aktivieren kann [387,
431]. Obwohl es bei der Regulation vieler Promotoren mit IE2 eine synergistische Wirkung zeigt,
hat die kombinierte Uberexpression keine Steigerung des 5-LO-Effektes gezeigt. Immediate
Early Proteine haben ihre maximale Expression 24 Stunden nach Infektion erreicht, demnach
bestatigt die mRNS-Regulation der 5-LO die Daten des Reportergenassays dahingehend, dass
ein Immediate Early Protein fur den Effekt verantwortlich ist. Um festzustellen, ob IE1 das essen-
tielle induktive Protein ist, wurde die Promotoraktivitat und mRNS-Expression mit einer Virusmut-
ante Uberprift. Der Stamm CR208 weist eine Mutation des Leserahmens UL122 auf, sodass
selektiv IE1 nicht exprimiert werden kann. Es ist beschrieben, dass diese Mutation zu einer ver-
schlechterten Replikation fiihrt [439], da IE1 NFkB-vermittelt autoinduktiv auf dem MIEP einwirkt.
Bei fehlender IE1-Expression wird der MIEP schwacher induziert, was in einer geringeren IE-
Protein Konzentration resultiert. Da die IEPs fur die Aktivierung nachgeordneter Early und Late
Proteine und somit das Fortschreiten des lytischen Zyklus verantwortlich sind, wirkt sich die
Defizienz in verschlechterter Replikation aus. Um einen Vergleich zwischen dem Vollvirus und
der Mangelmutante heranziehen zu kdnnen, musste also zunachst die MOl angepasst werden,
sodass beide Viren annahernd gleich replizieren. Nach Infektion mit einer 10fach hoheren Vi-
rusmenge an CR208 entsprachen sich die Infektionsbilder im Bezug auf die Expression des Late
Proteins gB (Abb.19). In Reportergenassays beziehungsweise quantitativen real time PCR-
Analysen nach Infektion mit den verschiedenen Virusstammen bestatigte sich, dass Immediate
Early 1 essentiell an der Induktion des 5-LO-Promotors beteiligt ist (Abb. 20+22). Wahrend nach
Behandlung der HFF mit dem Wildtyp AD169 nach 24 Stunden 108 Kopien 5-LO-mRNS detek-
tiert werden kdnnen, liegt der 5-LO-mRNS-Spiegel nach CR208 Infektion auf dem Niveau uninfi-
zierter Zellen. Bezuglich der Promotoraktivitat ist auch nur AD169 in der Lage, pN10 zu aktivie-
ren. Sowohl die Uberexpression des einzelnen Virusproteins als auch Infektionsversuche mit

dem Deletionsvirus weisen auf eine IE1-vermittelte Induktion der 5-LO hin. Um nachgeordnet zu
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Uberprifen, ob es folgend auch zur Translation der induzierten 5-LO-mRNS kommt, wurden die
Proteinlevel in infizierten und IE1-Uberexprimierten Zellen bestimmt. Veroffentlichungen der letz-
ten Jahre haben gezeigt, dass insbesondere Herpesviren in der Lage sind tUber microRNS, etwa
22 Nukleotid grof3e, nicht codierende RNS-Strange, die mRNS-Stabilitat zu beeinflussen und so
die zellulare Genexpression zu inhibieren [628-633]. Virale microRNS wird sowohl wahrend des
lytischen Zyklus als auch wahrend des Latenzstadiums gebildet und steigert zum einen die
virale Expression, foérdert zum anderen aber auch die Umgehung der Immunsystemaktivierung
durch reduzierte MHCII (major histocompatibility complex, class I)-Expression [634] und die
Expression zellularer Gene. Immunozytochemische Farbungen und Western Blot Analysen in
HFF lieferten den Nachweis, dass die erhnhte mRNS-Spiegel der 5-LO auch in einer vermehrten
Proteinexpression resultieren und keine virale Gegenregulation eintritt (Abb. 23+24). Verglichen
wurden dabei HCMV AD169 infizierte und IE1-Uberexprimierte HFF. Es zeigte sich in beiden
Versuchen eine deutliche Expression von 5-Lipoxygenase nach Behandlung, wahrend in unbe-
handelten Zellen kein 5-LO-Protein nachweisbar ist. Die Proteinexpression der 5-LO konnte auch
in den HPASMCs gezeigt werden [248]. Fur die Ausbildung der entziindlichen Symptomatik sind
die durch 5-LO gebildeten Leukotriene jedoch von essentieller Bedeutung. Sie vermittelt Gber
die Bindung an ihre CysLT- beziehungsweise BLT1/2-Rezeptoren unter anderem die Aktivierung
des Immunsystems durch Chemotaxis [187, 222, 223, 225]. In infizierten und IE1-
Uberexprimierten HFF wurde Konzentration von Leukotrien B4, 5-HETE, 12-HETE und 15-HETE
mittels LC-MS/MS-Messung bestimmt. 5-HETE ist ein Zwischenprodukt, was mittels Glutathion-
peroxidasen oder auch katalysiert durch die Pseudoperoxidaseaktivitat von 5-LO aus 5-HPETE
anstatt von LTA4 gebildet werden kann (Abb.5). 12-HETE und 15-HETE sind die entsprechen-
den Produkte der 12- und 15-LO, wohingegen LTB4 den Hauptvertreter der BLT1-vermittelten
Reaktionen darstellt. Die Analyse zeigte, dass durch beide Behandlungen die zellularen Kon-
zentrationen von 5-, 12- und 15-HETE signifikant gesteigert werden konnten, wobei die Infektion
mit dem Vollvirus den deutlicheren Effekt zeigte (Abb.25). Der 5-HETE Spiegel erhthte sich von
8,5pg pro 1x10° Zellen auf 273pg nach Infektion. Leukotrien B4 wird ebenfalls durch Infektion
induziert, allerdings kommt es hier nur zu einer Steigerung um den Faktor zwei. Generell lasst
sich zeigen, dass sowohl die Infektion als auch Uberexpression von IE1 zu einer signifikant er-
hohten 5-LO-Produktbildung fuhren. Die absoluten Mengen der gebildeten 5-LO-Produkte sind
allerdings relativ gering, obwohl in Western Blot eine deutliche Proteinexpression des Enzyms

nachgewiesen werden konnte (Abb. 24). Versuche von Qiu et al. [248] haben auch in der Endo-
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thelzelllinie HPSMC nur eine mafRige Regulation der Leukotriene gezeigt. Spiegel von etwa
200pg LTB4 pro 1x10° Zellen konnten hier gemessen werden. Eine mogliche Erklarung fur die
niedrigen zellularen Konzentrationen an Leukotrienen trotz Vorhandensein von ausreichender 5-
LO-Enzymmenge kdnnte das Fehlen von Faktoren sein, die fur die Aktivitat der 5-LO essentiell
sind, sodass das Substrat, die Arachidonsaure, nicht in ausreichender Menge zur Verfugung
gestellt werden kann. Die zellulare Aktivitdt von 5-LO wird durch unterschiedliche Parameter
beeinflusst (siehe 1.1.3.3). Dazu z&hlen die Freisetzung der Arachidonséure, der Redoxstatus,
die intrazellulare Calciumkonzentration, inhibierende und aktivierende Phosphorylierungen durch
PKA und ERK1/2 sowie die Bindung an die regulatorischen Proteine FLAP und CLP [6]. Um zu
Uberprifen, ob in HFF die Vorraussetzungen fur eine effektive Leukotriensynthese gegeben sind,
wurden mittels Western Blot die Level von cPLA, und FLAP bestimmt. Getestet wurde die Ver-
suchszelllinie HFF. Verglichen wurde das zellularen Proteinlevel dieser Zelllinie mit und ohne
IE1-Uberexpression mit Mono Mac 6 als monozytéare Zelllinie und HT-29, einer Kolonkarzinom-
zelllinie sowie PMNL. Fir MM6 und HT-29 gibt es bereits Veroffentlichungen, die sich mit der
Regulation der 5-LO befassen [8, 9, 139, 171, 196, 216, 635, 636]. Es zeigte sich, dass in HFF
die Proteinmengen von FLAP und cPLA, unter der Nachweisgrenze des Western Blots liegen
(Abb.26) und auch durch IE1-Uberexpression nicht induziert werden kénnen. Dies kénnte die
niedrigen Mengen an gebildeten 5-LO-Produkten erklaren, da beide Proteine wesentlich an der
Freisetzung und Bindung der Arachidonsaure beteiligt sind. Wahrend cPLA, Arachidonsaure
aus Membranen freisetzt und somit der 5-LO ihr Substrat zur Verfugung stellt [192, 194, 637,
638], vermittelt FLAP die Bindung zwischen der aktiven membrangebundenen 5-LO und der
Arachidonsaure [6, 639]. Die effektive Produktion der Leukotriene nach viraler Infektion bleibt
demnach aus. Ob die Bildung von LTB4 foérderlich fur die Ausbreitung der viralen Infektion ist, ist
nicht abschlieflend geklart. So konnten unter anderem Soderberg-Naucler et. al [336] zeigen,
dass durch entzindliche Prozesse das Virus aus seiner Latenz reaktivieren kann und der 5-LO-
LTB4-Pathway dabei unterstiitzend in die Reaktivierung eingreifen konnte. Genis et. al. [640]
konnten zeigen, dass bei HCMV-infizierten AIDS-Patienten hohe Level an Leukotrienen detektiert
werden konnten, was die entziindliche Symptomatik der HCMV-Infektion zusatzlich fordert. In
Gegensatz dazu zeigten Gosselin et. al. [250] und Flamand et. al. [641], dass pharmakologische
Dosen an LTB4 im Mausmodell vor CMV-Infektion schiitzen kénnen. Dies erfolgt wahrscheinlich

Uber die Generierung von a-Defensin und MIP-1a (Chemokine ligand 3). Es gibt demnach kon-
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troverse Veroffentlichungen zum Einfluss der Leukotriensynthese auf den Verlauf der Cytomega-

lovirus-Infektion.

Fur das Zellsystem der humanen Vorhaut-Fibroblasten konnte im ersten Teil der Arbeit gezeigt
werden, dass es zu einer Induktion der 5-LO-Promotoraktivitat mit nachfolgender mRNS- und
Proteinsynthese kommt. Erstmals wurde das virale Protein, das diesen Effekt vermittelt naher
charakterisiert. Immediate Early 1 als viraler Transaktivator ist der bedeutende Faktor in der

Aktivierung des 5-LO-Signalwegs.
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5.2 Mechanistische Untersuchungen des Immediate Early 1-Effekts

Nachdem charakterisiert wurde, dass der induktive Effekt des humanen Cytomegalovirus auf die
5-Lipoxygenase essentiell von Immediate Early 1 abhangig ist (siehe 5.1), sollte darauf folgend
der nahere Mechanismus der Promotoraktivierung untersucht werden. Fur den 5-LO-Promotor
konnte gezeigt werden, dass dieser zum einen Uber Bindung von aktivierenden Transkriptions-
faktoren wie Sp1, zum anderen aber auch durch Inhibition von Histondeacetylasen aktiviert
werden kann [7-9, 171]. Da die Immediate Early Proteine des HCMV als potente Transaktivato-
ren bekannt sind und dariiber hinaus Uber HDAC-Hemmung den Ubergang von Latenz in den
lytischen Zyklus regulierten kénnen (siehe 1.2.5.2 und 1.2.5.3), stellen diese Mechanismen mog-

liche Regulationswege der IE1-vermittelten 5-LO-Promotoraktivierung dar.

5.21 Sp1-vermittelte Induktion des 5-Lipoxygenase-Promotors

Das virale Immediate Early 1 Protein, welches bedeutenden Einfluss auf die Aktivierung des 5-
LO-Promotors gezeigt hat, ist bekannt als potenter Transaktivator viraler und zellularer Promoto-
ren. Dabei vermittelt das Protein seine transaktivierende Wirkung unter anderem Uber die Akti-
vierung und Induktion von Transkriptionsfaktoren wie NFkB oder Sp1. Diese Transkriptionsfakto-
ren besitzen charakterisierte Bindungsstellen in der 5-LO-Promotorsequenz. Deshalb wurde
zunéchst Uberprift, ob es nach Uberexpression von Immediate Early 1 in HFF zu einer verstark-
ten Expression von 5-LO-relevanten Transkriptionsfaktoren kommt. Bestimmt wurden die mRNS-
Spiegel von NFkB, Sp1, c-Jun und NFAT in Abhangigkeit der Zeit (Abb. 27). Es zeigte sich, dass
es 24 Stunden nach Transfektion zu einer 80fachen Induktion der Sp1-mRNS-Konzentration
kommt. Dieser Anstieg korreliert mit den gemessenen mRNS-Mengen der 5-LO (Abb.48). NFkB,
c-Jun und NFAT dagegen wurden weniger ausgepragt reguliert. Fir NFkB |&sst sich dies Uber
dessen Aktivierungsmechanismus erklaren. Die Aktivierung von NFkB erfolgt Uber Phosphorylie-
rung der assoziierten IkB-Einheit durch den IkB-Kinase-Komplex, die daraufhin vom Ubiquitin-
Ligase-Komplex polyubiquitinyliert wird, was zum proteosomalen Abbau fuhrt. Im Anschluss
kommt es zur Translokation in den Zellkern und Coaktivatoren wie CBP/p300 kdnnen rekrutieren
werden, welche durch Histonacetylierung die Transkription zusétzlich steigern [81, 82]. Fur IE1

ist bekannt, dass es autoinduktiv auf den MIEP einwirken kann, indem es die NFkB-Bindung
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fordert. Jedoch kommt es nicht zu einer verstarkten Expression von NFkB, sondern zu einer
verstarkten Freisetzung von transkriptionell aktivem NFkB aus dem IkB-Komplex. Das freie NF«kB
kann nachfolgend sowohl autoregulativ auf seinen eigenen Promotor, als auch auf zellulare Pro-
motoren einwirken. Aufgrund des Regulationsmechanismus von NFkB schlief3t ein Ausbleiben
der Induktion auf mRNS-Ebene durch HCMV-Infektion die Mdglichkeit der NFkB-vermittelten 5-
LO-Promotoraktivierung durch transkriptionell aktives NFkB nicht aus. Jedoch zeigt sich kein
Anstieg der NFkB mRNA-Expression, welche aufgrund des autoregulativen Induktionsmecha-
nismuses zu erwarten gewesen ware. Im Unterschied dazu, konnte fur Sp1 ein drastischer Ex-
pressionsanstieg gezeigt werden. Sp1 ist ein Transkriptionsfaktor, der an GC-reiche Sequenzen
von sogenannten Haushaltsgenen binden kann. Aber auch die 5-LO verflgt Uber sieben charak-
terisierte GC-Boxen, von denen eine als Tandemstruktur vorliegt (siehe 1.1.2.1). Eine Regulation
der 5-LO-Promotoraktivitat Uber Sp1 ist bereits beschrieben (1.1.2.2), sodass die real time PCR-

Ergebnisse einen ersten Hinweis auf den mdglichen induktiven Mechanismus liefern.

Um zu Uberprifen, ob die Sp1-mRNS-Induktion ausschlieRlich durch Immediate Early 1 hervor-
gerufen werden kann, wurden HFF mit dem Vollvirus HCMV AD169 und der IE1-
Deletionsmutante CR208 infiziert und erneut der Sp1-mRNS-Spiegel bestimmt (Abb. 28). Um
das unterschiedliche Replikationsverhalten der Viren auszugleichen, wurde auch hier ein zehn-
facher Uberschuss der Mangelmutante eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Infektion mit CR208
ebenfalls eine Sp1-Induktion hervorrufen kann, diese in ihrer Effektivitat aber nur 50% der AD169
Infektion erreicht. IE1 ist demnach alleine zwar in der Lage Sp1 zu induzieren, aber auch andere
virale Proteine scheinen diesem Effekt hervorrufen zu kénnen. Beschrieben ist, dass insbeson-
dere IE2 aber auch pp71, ein Phosphoprotein des HCMV, welches nach Aufnahme des Virus in
die Zelle fur die initiale Aktivierung des MIEP verantwortlich ist, Uber Sp1-vermittelte Regulatio-
nen transaktivierend auf Promotorstrukturen einwirken konnen [400, 410]. Beide Proteine wurden
zuvor im Reportergenassay (Abb. 18) auf ihre transaktivierenden Fahigkeiten bezliglich des 5-
LO-Promotorkonstrukt pN10 getestet, und zeigten lediglich zwei- bis dreifache Effekte. Auch die
Cotransfektion von IE1 und IE2, welche eine synergistische Wirkung auf Promotorstrukturen
zeigen kann, brachte keine Verstarkung des induktiven Effektes auf den 5-LO-Promotor im Re-
portergenassay. Da diese Sp1-induzierenden viralen Proteine nicht in der Lage waren den Pro-
motor zu aktivieren, scheint IE1 weitere regulative Eigenschaften zu besitzen, die neben der

Sp1-Induktion fur die 5-LO-Promotoraktivierung essentiell sind.
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Um zunachst die Theorie der Sp1-abhangigen 5-LO-Promotoraktivierung nach IE1-
Uberexpression zu starken und zu sehen, ob die verstérkte Sp1-RNS Expression regulativen
Einfluss zeigt, wurden Reportergenassay-Experimente mit Deletionskonstrukten durchgefiihrt.
Getestet wurden sukzessive Verkirzungen der 5-LO-Promotorsequenz (pN10-pN13), wobei bei
jedem Schritt GC-Boxen deletiert wurden. Die gemessene Aktivitat sank mit fortschreitender
Reduktion der Reporterkonstrukte (Abb. 30). Insbesondere der Verlust der GC-Boxen GC6 und
GC7 sowie GC4 fuhrte zu einschneidenden Aktivitatsminderungen. Die GC-Boxen 6 und 7 be-
finden sich im Konstrukt pN10 und gehen beim Ubergang zu pN11 verloren. Da dieser Deleti-
onsschritt einen grof3en Promotorbereich von etwa 550bp umfasst, sind die Effekte nicht charak-
teristisch fur die darin enthaltenen GC-Boxen, sondern konnen durch Verlust weiterer regulativer
Sequenzen vermittelt werden. Die darauf folgenden Konstrukte wurden jeweils um 50-100bp
verklrzt, sodass spezifischere Aussagen Uber die regulativen Elemente, die dabei verloren
gehen getroffen werden kénnen. Der Ubergang zwischen pN11 und pN12, also der Verlust der
GC-Boxen 1 und 2 fuhrte zu keiner signifikanten Aktivitatsminderung, wohingegen bei pN12 und
pPN13, welche sich durch das Vorhandensein der Tandem-GC-Box unterscheiden, die Induktion
um 50% abnimmt. Die letzte Deletion der GC4-Box in pN14 fuhrte nahezu zum kompletten Ver-
lust der Promotoraktivitat. FUr prazisere Aussagen Uber den Einfluss einzelner GC-Boxen, wur-
den die Konstrukte pN10GC4/5 beziehungsweise pN13GC4/5 auf ihre Aktivitat nach IE1-
Uberexpression getestet. Hierbei sind selektiv die jeweiligen GC-Boxen mutiert. Interessanter-
weise fuhrte die Mutation der GC4-Box in beiden Konstrukten zum Verlust der Promotoraktivitat,
wohingegen die GC5-Box keine oder nur eine geringe Verminderung hervorrief (Abb. 31). Die
GC4-Box ist daher essentiell an der Regulation der |E1-vermittelten 5-LO-Aktivierung beteiligt.
Gestutzt wird diese Erkenntnis durch Vorarbeiten von Dishart et. al. [8] und Schnur et. al. [9], die
sich mit der allgemeinen 5-LO-Promotorregulation befassen. In Mutationsanalysen konnte ge-
zeigt werden, dass vor allem die GC4-Box ausschlaggebend fur die Aktivitat des 5-LO-
Promotors ist, die GC5-Box hingegen eine repressive Wirkung hat. Die Reportergenassay-
Experimente unter |IE1-Uberexpression bestatigen die erste Vermutung der real time PCR Daten,
dass die 5-LO-Promotorregulation durch Immediate Early 1 abhangig von Sp1 ist und dabei die

Promotoraktivitat Uber die verstarkte Bindung von Sp1 an die GC4-Box vermittelt wird.

Zum in vitro Nachweis der verstarkten direkten Sp1-Bindung an die 5-LO-Promotorregion nach

viraler Uberexpression wurde ein EMSA durchgefiihrt. Verglichen mit der unbehandelten Probe
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zeigte sich durch IE1-Uberexpression eine verstarkte Komplexbindung an die GC4-Box Sonde
(Abb. 49). Supershift-Versuche zur Identifizierung der Komplexpartner waren jedoch nicht er-
folgreich, sodass zunachst nur die Aussage getroffen werden kann, dass IE1 eine verstarkte
Komplexbindung an die 5-LO-Promotorregion um die GC4-Box hervorruft. Wahrscheinlich bein-
haltet der transaktivierende Komplex mehrere Komponenten, die eine spezifische Bindung an
der GC4-Region ermoglichen, da eine reine Sp1-Bindung ebenso an den restlichen GC-Boxen
des 5-LO-Promotors stattfinden konnte. Yurochko et. al. [401] konnte fur den NFkB-Promotor
zeigen, dass die Immediate Early Proteine die Sp1-Bindung erhéhen kdnnen und so transaktivie-
rend wirken. Auch hier wurde dabei die Interaktion mit einem weiteren Transkriptionsfaktor ver-
mutet, der im Komplex eine synergistische Wirkung ausubt. Im Falle der NFkB-Promotors ist E2F
ein potentieller Kandidat, da durch Mutationsanalysen gezeigt werden konnte, dass dessen
Bindung Einfluss auf die Promotoraktivitat hat. E2F ist ein Transkriptionsfaktor der nach HCMV-
Infektion auf mRNS-Level induziert und in seiner Promotorbindungsaktivitat gesteigert wird [383,
403, 484, 642]. Dariber hinaus konnte eine direkte Interaktion mit Sp1 gezeigt werden, die zur
Verstarkung der Transkription fuhrt [643]. Fir den 5-LO-Promotor konnte bisher noch keine Bin-
dung von E2F gezeigt werden. Betrachtet man jedoch die flankierende Sequenz der GC4-Box,
so ist festzustellen, dass diese zwar keine klassische Bindungsstelle fur E2F enthalt, aber sehr
GC-reich ist. Eine Bindung aufgrund der kurzen Konsensussequenz von CGCGC ware daher
durchaus denkbar [644]. Mutationsanalysen der 5-LO-Promotorregion oder auch ChlP-
Experimente kdnnten Auskunft Uber die Bindung von E2F liefern. Im Allgemeinen muss davon
ausgegangen werden, dass die transaktivierende Spezifitdt der GC4-Box durch Bindung mehre-

rer Transkriptionsfaktoren, die im Komplex wirken, zustande kommt.

Eine nahere Charakterisierung, ob in vivo die Sp1-Bindung nach IE1-Expression gesteigert wer-
den kann, lieferte die Chromatin Immunopréazipitation. Hierbei wurden HCMV AD169 infizierte
HFF mit IEP-Uberexprimierenden Zellen verglichen. Die Uberexpression von IE1, nicht aber IE2,
fUhrte zur Bindung von Sp1 an den 5-LO-Promotor im proximalen Bereich. Auch nach Infektion
mit AD169 konnte eine verstarkte Sp1-Bindung beobachtet werden (Abb. 50). Es zeigt sich
demnach in vitro und in vivo, dass IE1 die Sp1-Bindung an den 5-LO-Promotor fordert, welche
nachgeordnet dessen Aktivitat steigert. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass die Induktion
der Sp1-RNS alleine nicht der regulative Mechanismus zu sein scheint, da die viralen Proteine

IE2 und pp71, welche ebenfalls in der Lage sind Sp1-mRNS zu induzieren, keine aktivierende
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Funktion auf den 5-LO-Promotor im Reportergenassay zeigten (Abb.18). Fur IE2 konnte im ChlP-
Experiment zusatzlich gezeigt werden. dass die Sp1-Bindung an den 5-LO-Promotor in vivo
nicht gesteigert wird (Abb.50). Bestatigt wurde dies zusatzlich durch ein Reportergenassay-
Experiment, bei dem der Effekt von steigenden Konzentrationen an Sp1 mit und ohne Uberex-
pression auf das Promotorkonstrukt pN10 untersucht wurden. Sp1 alleine war nicht in der Lage,
aktivierend auf pN10 einzuwirken und nur durch |IE1-Cotransfektion kann eine entsprechende
Aktivierung eintreten. Der vermittelnde Effekt ist demnach eine Kombination aus Sp1-Induktion,
Steigerung der DNS-Bindung und weiteren Mechanismen, die durch |IE1, nicht aber seinem

Partnerprotein IE2, vermittelt werden kdnnen.

Die beiden Hauptproteine des Major Immediate Early Promotors IE1 und IE2 sind sich strukturell
sehr ahnlich. Sie sind beide aus drei Exons zusammengesetzt, wobei die ersten beiden iden-
tisch sind. Unterschiede bestehen im carboxyterminalen Bereich, in dem IE1 das Exon 4 tragt
und IE2 das etwas grofiere Exon 5. Funktionell sind Exon 2 und 3 prolin- und leucinreiche Se-
quenzen, die die Cyclinmodulationen durch beispielsweise Cyclin E-Expression sowie die Akti-
vierung von viralen Early beziehungsweise Late Promotoren und damit den sequentiellen Ablauf
des lytischen Zyklus beeinflussen [346, 348, 378, 379]. Die universellen Regionen unterscheiden
sich dahingehend, dass sich im Exon 4 neben einer Leucin-Zipper und einer Zinkfinger-Doméane
eine ATP-Bindungsstelle findet [384-386]. Uber diese intrinsische Kinaseaktivitat kann sowohl
Autophosphorylierung als auch Phosphorylierung zellularer Faktoren wie p107, p130 und E2F-
1/2/3 induziert werden [384]. Im Unterschied dazu befinden sich im Exon 5 Zinkfinger-Regionen
und weitere leucinreiche Sequenzen. Mutationsanalysen haben ergeben, dass dieses Exon
entscheidend fur die transrepressive |IE2-Wirkung auf den Major Immediate Early-Promotor ist
[305, 306]. Fur ndhere Aussagen, welche Region essentiell fur die 5-LO-Promotoraktivierung ist,
wurden Deletionsmutanten erzeugt. Dabei wurden Exon 2 und 3 (IE1a2-3), Exon 4 (IE1A4) oder
ganz spezifisch die ATP-Bindungsstelle im Exon 4 (IE1AATP) deletiert. Im Reportergenassay auf
das 5-LO-Promotorkonstrukt pN10 zeigte sich, dass jede Deletion zur Einschréankung der Aktivi-
tat fuhrt (Abb. 37). IE1A4 entsprach in seiner transaktivierenden Fahigkeit IE2, was verdeutlicht,
dass |IE2 Uber beispielsweise Sp1-mRNS-Induktion eine gewisse Aktivierung des 5-LO-
Promotors hervorrufen kann, die drastische Aktivierung aber essentiell an das Exon 4 geknipft
ist. Interessanterweise zeigte die Deletion IE1A2-3, also das reine Exon 4, ebenfalls kaum Aktivi-

tat auf das Promotorkonstrukt. Erklart werden konnte dies darlber, dass die promotoraktivieren-
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den Fahigkeiten der Immediate Early Proteine auf virale und zelluldre Promotoren wie den Sp1-
Promotor, der von beiden viralen Proteinen aktiviert werden kann, von den gemeinsamen prolin-
und leucinreichen Regionen ausgehen konnte. Fehlt diese initial vorgeschaltete Aktivierung des
Sp1-Promotors, bleibt die Induktion der Sp1-mRNS aus und die durch das Exon 4-vermittelte
nachfolgende 5-LO-Promotorinduktion kann nicht erfolgen. Gezielte Mutation der ATP-
Bindungsstelle im Exon 4 inhibiert den Effekt um 50%. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die
intrinsische Kinaseaktivitat entscheidend an der Effektvermittlung beteiligt zu sein scheint. Pajo-
vic et. al. [384] haben diese phosphorylierende Eigenschaft von IE1 1997 beschrieben, und
konnten zeigen, dass IE1 darlUber unter anderem die Aktivitat des zellularen Dihydrofolatreduk-
tase-Promotors beeinflussen kann. IE1 autophosphoryliert sich dabei zunachst selbst, interagiert
daraufhin mit den Transkriptionsfaktoren E2F [383] sowie p130 und p107 und induziert so die
Aktivierung des Promotors. Dies kdnnte ein Ansatzpunkt fur die Erklarung sein, warum IE1, nicht
aber |IE2 transaktivierend auf den 5-LO-Promotor einwirken kann. Hervorzuheben ist, dass in
dieser Veroffentlichung eine IE1-induzierte Promotoraktivierung durch phosphoryliertes E2F
gezeigt werden konnte, welches als moglicher Komplexpartner des GC4-Box-Komplexes in

Frage kommen konnte.

Um folgend zu klaren, ob IE1 analog zum beschriebenen Mechanismus fur E2F auch Sp1 nach
physikalischer Interaktion phosphorylieren kann, wurde zunachst eine Co-Immunoprazipitation
mit den beiden Immediate early Proteinen sowie der Deletionsmutante IE1AATP und Sp1 durch-
gefuhrt. Die direkte Interaktion von IE1 beziehungsweise IE2 und Sp1 konnte unter anderem
durch Yurochko et. al. [401] bereits gezeigt werden und bestatigte sich auch in dem durchge-
fihrten Experiment (Abb. 38). IE1AATP dagegen zeigte eine schwacher ausgepragte, aber
durchaus vorhandene Sp1-Bindung. Die Deletionsmutante ist demnach ebenfalls in der Lage,
Sp1 zu binden. Ob es nachfolgend zu einer Phosphorylierung von Sp1 kommt, wurde mittels
Western Blot auf phospho-Sp1 bestimmt. Die posttranslationale Phosphorylierung von Sp1 ruft
eine Translokation aus dem Zytoplasma in den Zellkern hervor [12] und kann dadurch die DNS-
Bindungsaffinitat beeinflussen [12, 44, 45]. Der Western Blot zeigte deutlich, dass nach Uberex-
pression von IE1 in HFF der zellulare Spiegel an phospho-Sp1-Anstieg, wohingegen |IE2 und die
getesteten Deletionsmutanten IE1A2-3, IE1A4 und IE1AATP nur eine sehr schwache Erhdhung
der Phosphorylierung hervorrufen konnten (Abb. 39). Dies bestatigt zum einen, dass IE1 die

Phosphorylierung von Sp1 verstarkt und damit dessen DNA-Bindungsaffinitat verandern kann,
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zum anderen scheint diese Modifikation abhangig von der im Exon 4 liegenden ATP-
Bindungsstelle zu sein, da weder IE2 noch IE1A4 oder IE1AATP in der Lage waren den phospho-
Sp1-Spiegel zu beeinflussen. Allerdings kann auch die Deletionsmutante IE1A2-3 die Phospho-
rylierung nicht induzieren. Erklart werden konnte dies in Kombination mit den Ergebnissen der
Co-Immunoprézipitation dadurch, dass die Bindung von Sp1 an die viralen Immediate Early
Proteine Uber Regionen in Exon 2 und 3 erfolgt, da sowohl IE1 als auch IE2 physikalisch mit dem
Transkriptionsfaktor interagieren kénnen. Fehlen diese Domanen, konnte keine Interaktion und
nachfolgend auch keine Phosphorylierung stattfinden. Diese wird durch die ATP-Bindungsstelle
und damit Uber die intrinsische Kinaseaktivitat von Immediate Early 1 direkt oder indirekt unter
Beteiligung zellularer Kinasen vermittelt, da die Mutation dieser funktionellen Domane zum Ver-

lust der Phosphorylierungsfahigkeit fuhrt.

Reguliert Immediate Early 1 die Aktivierung des 5-LO-Promotors Uber verstarkte Bindung von
phosphoryliertem Sp1 an die GC4-Box Region, so stellt sich die Frage, ob es sich um eine direk-
te oder indirekte Phosphorylierung handelt. Die physikalische Interaktion der beiden Proteine
wirde eine direkte Phosphorylierung ermdglichen. Um dies zu testen, wurde ein in vitro-Kinase
Assay durchgefiihrt, bei dem die beiden Reinproteine IE1 und Sp1 mit radioaktiv-markiertem
ATP inkubiert wurden. Pajovic et. al. [384] konnten in diesem Assay zeigen, dass sich IE1 au-
tophosphoryliert, aber auch phosphorylierend auf E2F einwirken kann, es sich somit um eine
direkte Phosphorylierung handelt. Fir Sp1 konnte dies jedoch nicht gezeigt werden, da keine
reproduzierbaren Ergebnisse erzielt wurden (Abb. 40). Eine direkte Phosphorylierung konnte
demnach nicht nachgewiesen werden. Eine indirekte Phosphorylierung tUber die Rekrutierung
und Aktivierung von zellularen Kinasen ware eine weitere Moglichkeit die den Anstieg des
phospho-Sp1-Levels nach IE1-Uberexpression erklaren kénnte. Die Verdffentlichung von Chun
et. al. [578] untersucht die Interaktion des viralen HIV Tat-1-Proteins, ebenfalls ein unmittelbar
nach viraler Infektion exprimiertes Protein, welches in seinen Fahigkeiten den HCMV Immediate
Early Proteinen stark ahnelt, mit Sp1. Hier konnte gezeigt werden, dass HIV Tat-1 die Phosphory-
lierung von Sp1 Uber die Rekrutierung der DNS-PK verstarkt und so die Aktivierung zellularer
Promotoren reguliert. Um zu testen, ob diese Kinase auch einen Einfluss auf die IE1-vermittelte
Sp1-Phosphorylierung hat, wurde ein Reportergenassay mit Wortmanninzusatz durchgefihrt
(Abb. 42). Wortmannin ist ein irreversibler Inhibitor von Phosphoinositid-3-Kinasen und DNS-PK.

Bei einer Konzentration von 5 uM wurde die IE1-induzierte Promotoraktivitdt um 80% reduziert.
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Dies spricht deutlich dafur, dass DNS-PK in die Effektvermittiung involviert ist. Chun et. al. haben
far HIV Tat-1 zwei unterschiedliche Modellvorstellungen der Interaktion diskutiert (Abb. 43). Zum
einen konnte das virale Protein als Linker zwischen Sp1 und DNS-PK fungieren und so die erfor-
derliche raumliche Nahe hervorrufen, zum anderen konnte die Bindung des viralen Proteins an
Sp1 eine Konformationsanderung hervorrufen, welche die nachfolgende Phosphorylierung ver-
einfacht [578]. Aufschluss dartber ob IE1 direkt mit DNS-PK interagieren kann, sollte ein Pull-
down-Versuch geben. Dabei konnte keine Bindung von IE1 an DNS-PK nachgewiesen werden
(Abb. 44). IE1 kann damit keine Linkerfunktion zwischen Sp1 und DNS-PK einnehmen. Zusam-
menfassend lasst sich feststellen, dass Immediate early 1 aufgrund der intrinsischen Kinaseakti-
vitat die zellulare Konzentration an phospho-Sp1 erhoht, diese Regulation jedoch nicht Uber eine
direkte Phosphorylierung hervorgerufen wird, sondern durch Rekrutierung und Aktivierung zellu-

larer Kinasen, wie zum Beispiel DNS-PK, beeinflusst wird.

Es ist bekannt, dass das humane Cytomegalovirus mit vielen zellularen Kinasen interagieren
kann und so Vorgange wie den lytischen Replikationszyklus, aber auch die Aktivierung zellularer
Promotoren, beeinflussen kann (siehe 1.2.7). Zur Testung, welche zelluldaren Kinasen in die 5-
LO-Promotoraktivierung durch IE1 involviert sind, wurde ein Proteinkinase-Inhibitor-Screening
durchgefuhrt. Dazu wurden Inhibitoren der wichtigsten zellularen Kinasen im Reportergenassay
unter Uberexpression von IE1 Uberpriift. Getestet wurde zunachst Triciribine, einen Akt-Inhibitor,
der im Unterschied zu Wortmannin spater in die Phosphorylierungskaskade der PI3-Kinasen
eingreift und selektiv PI3-Kinasen inhibiert. Es konnte kein Einfluss auf das 5-LO-
Promotorkonstrukt durch Zusatz des Inhibitors nachgewiesen werden (Abb. 45A). Dies bestatigt,
dass der Akt-Signalweg bzw. PI3-Kinasen nicht in die IE1-vermittelte Promotoraktivierung invol-
viert sind. Die Wortmannin-abhangige Hemmung des IE1-Effekts im Reportergenassay (Abb.42)
scheint daher nicht durch PI3-Kinasen, sondern DNS-PK vermittelt zu sein. Die PI3-
Kinaseaktivitat wird unmittelbar nach HCMV-Infektion durch Bindung viraler Glycoproteine an
zelluléare Rezeptoren erhoht und aktiviert nachfolgend sowohl den MIEP als auch den NFkB Sig-
nalweg. Die Unabhangigkeit des IE1-induzierten induktiven Effekts von Triciribine bestatigt, dass
NFkB als Transkriptionsfaktor nicht in die Promotoraktivierung involviert ist. Des Weiteren wurden
Inhibitoren des MAP (mitogen activated protein)-Kinase-Signalwegs getestet, darunter der
MEK1/2-Inhibitor SL327, Apigenin als MAPK/ERK-Inhibitor, JNK-Inhibitor SP600125 und der p38-

Inhibitor PD169319. Im Unterschied zu Triciribine waren alle Inhibitoren des MAPK-Signalwegs
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in der Lage die IE1-induzierte 5-LO-Promotoraktivitat signifikant zu senken (Abb.45 A). Der MAP-
Kinase-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der viralen Infektion. So konnte
durch HCMV eine Aktivierung von ERK1/2 und p38 gezeigt werden [491, 492]. ERK verbleibt
langer im phosphorylierten Zustand durch Inhibierung der abbauenden Phosphatasen und akti-
viert darauffolgend die Transkriptionsfaktoren AP1 und CREB [396, 409, 492, 495-499]. Es wird
davon ausgegangen, dass die Inhibition und damit ERK-Aktivierung tber Immediate Early Prote-
ine vermittelt wird, da UV-inaktiviertes, replikationsdefizientes Virus keine Erhdhung der Kina-
seaktivitat zeigen [492]. Darliber hinaus kann ERK die Immediate Early Proteine IE1 und IE2 in
vitro direkt phosphorylieren, was deren Promotorbindung positiv beeinflusst [500]. Die Reduktion
der 5-LO-Promotoraktivitat nach Zusatz von Apigenin kénnte sich demnach dadurch erklaren,
dass die ERK-vermittelte Phosphorylierung von IE1 ausbleibt, und damit dessen Aktivitat gemin-
dert wird. AuRerdem ware eine aktivierende Phosphorylierung weiterer Transkriptionsfaktoren
des aktivierenden GC4-Box-Komplexes, wie beispielsweise AP1, denkbar, der durch die Inhibi-
tion ausbleiben wirde. Die zweite Komponente des MAP-Kinase-Signalweges, deren Hemmung
durch den Inhibitor PD169319 die IE1-vermittelte induktive Wirkung auf den 5-LO-Promotor re-
duziert, ist p38. Diese Kinase vermittelt ihre zellularen Effekte Gber HSP27 und Rb. HSP27, ein
Chaperon, welches die Faltung, die Translokation und die Komplexbildung von Proteinen unter-
stitzt [503], kénnte dabei Einfluss auf die Ausbildung des aktivierenden GC4-Box-Komplexes
haben. Rb dagegen ist ein zellularer Regulator, der mit Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie
interagieren kann und essentielle Enzyme der DNS-Replikation wie HDACs oder die RNS-
Polymerase Il rekrutiert [504-507]. Interessanterweise zeigt sich hier wieder eine Verbindung zur
Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren, die neben Sp1 in die Effektvermittiung involviert zu sein
scheinen. Auch der JNK-Inhibitor SP600125 reduziert die 5-LO-Promotoraktivitat signifikant.
Uber den regulativen Einfluss von JNK wahrend der HCMV-Infektion gibt es widerspriichliche
Veroffentlichungen. Wang et. al [509] und Dou et. al. [510] konnten eine Aktivierung der JNK
nach Infektion zeigen. Diese wird durch ein synergistisches Zusammenwirken von IE1 und
MEKK1 hervorgerufen, was nachgeordnet zur Aktivierung des JNK- und ERK-Pathways fuhrt.
Aktive JNK phosphoryliert die c-Jun-Untereinheit von AP1 und fordert so die Genexpression
[511]. Die Gruppe um Xuan et. al. [514] veroffentlichte dagegen eine durch das virale Immediate
Early Protein pUL38 vermittelte Unterdrickung der JNK-Phosphorylierung. Fur die Aktivierung
des 5-LO-Promotors scheint die IE1-induzierte JNK-Aktivierung von Bedeutung zu sein, da der

verwendete Inhibitor in dieser Kaskade regulative Einflisse zeigt (Abb. 45 A). Allerdings verfigt
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der 5-LO-Promotor Uber keine definierte AP1-Bindungsstelle und funktionelle Regulation Gber
AP1 konnte bislang ebenfalls noch nicht nachgewiesen werden. Eine Induktion Uber erhdhte
Expression von AP1 als direkter Regulationsmechanismus ist daher unwahrscheinlich. Uberein-
stimmend mit den getesteten selektiven Inhibitoren der den Kinasen ERK, p38 und JNK des
MAPK-Signalweges, zeigt auch der MEK1/2-Inhibitor SL327, welcher friher in die Phosphorylie-
rungskaskade eingreift, inhibierende Wirkung auf den induktiven |E1-Effekt. Sodass zusammen-
fassend gesagt werden kann, dass die IE1-vermittelte Aktivierung des 5-LO-Promotors von

MAPK-Kinasen beeinflusst werden kann.

Eine weitere getestete Inhibitorklasse sind die Inhibitoren der Proteinkinasen PKC, PKA und
PKG. Die hier verwendeten Stoffe sind Chelerythrine und H-8 (Abb. 45B). Chelerythrine als PKC-
Inhibitor ist nicht in der Lage, eine signifikante Hemmung des IE1-Effektes hervorzurufen. In viral
infizierten Zellen fungiert die PKC zum einen als Aktivator des MIEP, indem es durch Erhthung
der intrazellularen Calciumkonzentration die Bindung von cAMP an die Response-Elemente des
Promotors fordert [469, 470]. Zum anderen ist die PKC-induzierte Phosphorylierung zellularer
Membranrezeptoren essentiell fur die Aufnahme viraler Partikel [472]. Diese Mechanismen sind
nicht involviert in die Aktivitatserhndhung des 5-LO-Promotors. Dagegen zeigt H-8, ein Inhibitor,
der konzentrationsabhangig auf die PKA und PKG wirkt, eine signifikante Hemmung des Effekts
im Reportergenassay (Abb. 45B). PKA kann wie PKC den MIEP-Promotor aktivieren, scheint
aber noch weitere transaktivatorische Fahigkeiten zu haben, die fur die Effektvermittiung essen-
tiell sind. Bislang gibt es keine naheren Studien Uber die funktionelle Rolle der PKG wahrend der

Infektion mit HCMV.

Die Testung von SU4312, einem Inhibitor von VEGFR und PDGFR erzielte wie die Inhibitoren des
MAPK- und PKA/PKG-Signalweges eine Hemmung der Aktivierung des 5-LO-Promotors (Abb.45
C). Die beiden Wachstumsfaktoren regulieren physiologische Vorgange wie Vaskulogenese und
Angiogenese [545, 605] und sind im Bezug auf die HCMV-Infektion mit der Auspragung von
entztndlichen Symptomen assoziiert [534-536]. Fir den genauen Regulationsmechanismus
konnte bislang nur gezeigt werden, dass es bei erhdhten Spiegeln zu einer verstarkten Expres-
sion von Adhéasionsmolekilen auf Endothelzellen und Chemotaxis von Monozyten kommt, was
nachfolgend die Entziindung unterstutzt [537, 538]. Diese Faktoren scheinen keinen direkten

Einfluss auf die Promotoraktivierung zu haben. Romano et. al. [645] konnten zeigen, dass 5-LO
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die Aktivitat des VEGF-Promotors steigern kann und so die Expression erhoht. Es besteht daher
ein direkter funktioneller Zusammenhang zwischen diesen beiden Proteinen. Denkbar ware,
dass die von VEGF- und PDGF-induzierten sekundaren Effekte wie Zellproliferation durch bei-
spielsweise Veranderung des zelluldren Histonstatus einen Einfluss auf die 5-LO-
Promotoraktivitdt haben. Eine Inhibition mit SU4312 kdnnte dadurch die Aktivitat indirekt beein-

flussen.

Des Weiteren zeigt Roscovitin einen regulativen Einfluss auf den IE1-vermittelten Effekt (Abb.45
D). Dies ist ein CDK-Inhibitor, der in die Regulation des Zellzykluses eingreift, welcher die
HCMV-Infektion mafRgeblich beeinflusst. So kommt es beispielsweise in der GO/G1-Phase zur
exzessiven Expression von Immediate Early Proteinen [519, 520]. Dabei fordern CDK7 und
CDK9 die virale Transkription durch Hyperphosphorylierung der RNS-Polymerase Il [521, 522].
Durch Hemmung der CDK-Aktivitdt mit Inhibitoren kommt es zur kompletten Unterdrickung
sowohl der HCMV-Replikation [525] als auch der Wirtszellreplikation, da zellulare Pre-
Replikationskomplexe nicht gebildet werden kénnen [516]. Dies erklart auch, warum Roscovitin
im Reportergenassay eine Inhibition des IE1-Effektes verursachte. Die Downregulation der all-
gemeinen Replikation fuhrt unspezifisch zur Reduktion der Promotoraktivitat von sowohl 5-LO als

auch weiteren zellularen Promotoren wie Sp1, die in die Induktion involviert sind.

Im Allgemeinen kann nach dem Proteinkinase-Inhibitor-Screening eine Abhangigkeit von mehre-
ren zellularen Kinase-Signalwegen festgestellt werden, die ein komplexes Bild der IE1 induzier-
ten Promotoraktivierung erzeugen. Relevant scheinen vor allem die Mitglieder der Tyrosinkina-
sen und der MAP-Kinasefamilie zu sein, die neben Sp1 weitere Transkriptionsfaktoren zur

Bindung an die GC4-Box-Region rekrutieren kdnnen.

Um abschlieRend den entscheidenden Einfluss des Transkriptionsfaktors Sp1 zu bestatigen,
wurde ein lentiviraler Sp1-Knock-down durchgefihrt. Die Effektivitdt der Downregulation wurde
mittels real time PCR auf mRNS-Ebene und durch Western Blot Analyse auf Proteinebene besta-
tigt (Abb. 46A+B). Die Sp1-defizienten Zellen zeigten sowohl im Reportergenassay auf das 5-
LO-Promotorkonstrukt pN10 als auch in real time PCR-Experimenten nach viraler Uberexpressi-
on keine Induktion (Abb. 47, 48). Getestet wurden hierbei neben IE1 und IE2 auch die Promo-

tordeletionskonstrukte 1E1A2-3, IE1A4 und IE1AATP. Im Vergleich zu den nicht-transduzierten
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Zellen fiel die Promotoraktivitat auf eine zwei- bis dreifache Induktion ab. Daraus lasst sich
schlielRen, dass Sp1 essentiell an der Effektvermittlung beteiligt ist und ein Fehlen dieses

Transkriptionsfaktors nicht ausgeglichen werden kann.

Alle diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Immediate Early 1 die Promotoraktivitat von 5-LO
Uber einem Regulationsmechanismus aktiviert, in dem Sp1 eine zentrale Funktion besitzt. Das
virale Protein induziert dabei zunachst die Expression des Transkriptionsfaktors (Abb. 27) und
verstarkt dessen Phosphorylierung. Dariiberhinaus bindet Sp1 nach IE1-Uberexpression und
viraler Infektion verstarkt an den proximalen 5-LO-Promotor, wobei die GC4-Box eine entschei-
dende Funktion einzunehmen scheint (Abb. 39, 49, 50). Dies resultiert in einer Aktivierung der
Transkription. Im Unterschied dazu ist Immediate Early 2 nicht in der Lage diese Sp1-DNS-
Bindung zu fordern (Abb. 49), wonach die IE1 universelle Region des Exons 4 dafur verantwort-
lich zu sein scheint. Die darin enthaltene ATP-Bindungsstelle ermoglicht IE1 eine intrinsische
Kinaseaktivitat [384]. Allerdings kommt es nicht zu einer direkten Phosphorylierung von Sp1
durch IE1 (Abb. 40), sondern zellulare Kinasen, vor allem des MAPK-Signalweges, sind hier
vermutlich in diese posttranslationale Modifikation involviert (Abb. 42, 45). Interessanterweise
fuhrt lediglich die Sp1-Bindung an die GC4-Box-Region des 5-LO-Promotors zu einer Aktivie-
rung, wohingegen andere Sp1-Bindungstellen keine aktivierenden Eigenschaften zeigen. Dies
spricht fur die Interkation zwischen Sp1 und weiteren Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise
E2F, die in raumlicher Nahe binden und im Zusammenspiel die Induktion hervorrufen kdnnen.
Gestitzt werden diese mechanistischen Untersuchungen durch eine Veroffentlichung von Straat
et. al. [380], die fur die humane Telomerase ebenfalls eine Sp1-abhangige Promotoraktivierung
durch Immediate Early 1 in humanen Fibroblasten zeigen konnten. Der zweite Teil der Arbeit
charakterisiert damit den ndheren induktiven Mechanismus von Immediate early 1 auf den 5-LO-

Promotor im Bezug auf dessen transaktivatorische Fahigkeiten.
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Abbildung 55: Modellvorstellung der IE1-vermittelten Regulation des 5-LO-Promotors lber Sp1
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5.2.2 HDAC-inhibitorischer Einfluss auf die 5-Lipoxygenase Promotoraktivitat

In den mechanistischen Studien zur Untersuchung der transaktivatorischen Fahigkeiten von
Immediate Early 1 gab es Hinweise darauf, dass die Induktion und Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors Sp1 nicht alleinig an der Vermittiung des induktiven Effektes auf die 5-LO beteiligt ist.
So konnte im Reportergenassay auf das Promotordeletionskonstrukt pN10 durch Uberexpressi-
on von Sp1 der IE1-Effekt nicht nachgestellt werden (Abb. 34). Da fur die Immediate Early Prote-
ine eine Histondeacetylase-inhibierende Wirkung bereits beschrieben ist [435], und bekannt ist,
dass der 5-LO-Promotor durch HDAC-Inhibition aktiviert werden kann [9], wurde im dritten Teil

dieser Arbeit dieser Aspekt naher untersucht.

Zur Uberprifung, ob die viralen Immediate Early Proteine IE1 und IE2 eine Protein-Protein-
Interaktion mit den fur den 5-LO-Promotor essentiellen HDACs zeigen, wurde ein Pull-down-
Experiment durchgefluhrt (Abb. 50). Vorherige Veroffentlichungen von Nevels et. al. [464], Park
et. al. [441] und Reeves et. al. [448] konnten bereits Interaktionen zwischen IE1 und HDAC3
sowie |IE2 und HDAC1/2/3 nachweisen. Das durchgefihrte Pull-down-Experiment sollte dartber
hinaus die Interaktion zwischen IE1 und HDAC1/2 naher untersuchen. Es bestatigten sich die
bereits beschriebenen Interaktionen zwischen den viralen Proteinen und den Histondeacetyla-
sen und zusatzlich konnte eine Interaktion zwischen IE1 und HDAC1/2 nachgewiesen werden.
Es zeigte sich demnach, dass beide virale Proteine mit HDAC1/2/3 interagieren kénnen. Da
beide Immediate Early Proteine die Mdglichkeit der Interaktion haben, liegt die Vermutung nahe,
dass die Bindungen Uber gemeinsame Domanen in Exon 2/3 vermittelt werden. Alternativ knn-
ten Zinkfinger-Motive, die beide viralen Proteine in ihren universellen Regionen besitzen, fur die
Interaktion verantwortlich sein, da HDACS3 im zellularen Kontext Uber diese Motive mit nuklearen
Rezeptoren interagiert [158]. Da in diesem Pull-down-Experiment die Interaktion von aufgereinig-
tem viralen Reinprotein mit zellularem Extrakt Uberprift wurde, kdnnte die Bindung von HDACs
an die IEPs auch durch ein weiteres zellulares Protein vermittelt werden. PML kénnte einen mog-
lichen Linker darstellen, da sowohl IE1 als auch HDAC3 hieran binden konnen [92, 443, 444].
Als Bestandteil zellulare ND10-Strukturen kann IE1 sich verstarkt an PML anlagern, da es zu
einer Akkumulation an diese zellulare Struktur nach Infektion kommt [443, 646]. Ob die Bindung
von IE1 an PML pro- oder antivirale Effekte zeigt, wird bislang noch kontrovers diskutiert. So

konnten Tavalai et. al. [647] im PML Knock-down Zellen eine verstarkte virale Replikation zeigen,
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was dessen Einfluss in die intrinsische Immunantwort nach viraler Infektion nahelegt. Dagegen
konnte gezeigt werden, dass die Anlagerung von Immediate early Proteinen an die ND10-
Strukturen die Transkription fordert und so die virale Replikation induziert [648]. Der Aspekt der
transkriptionsfordernden Wirkung wurde fur die Linkerfunktion zwischen den Immediate Early

Proteinen und den HDACs sprechen.

Fur die Untersuchung der funktionellen Einflusse der HDAC-Bindung durch Immediate Early 1,
wurde die Aktivitat der Histondeacetylasen mit und ohne virale Uberexpression bestimmt (Abb.
51). Dazu wurde zum einen die allgemeine HDAC-Aktivitat mit dem Substrat ZMAL, aber auch
selektiv die HDAC1-Aktivitat mittels B61 vermessen [649]. Es zeigte sich, dass IE1 die allgemei-
ne HDAC-AKtivitat signifikant inhibieren kann. Bei der Testung der HDAC1 spezifischen Aktivitat
bestatigte sich die inhibitorische Fahigkeit. Die Interaktion zwischen IE1 und HDAC fuhrte zu
einer Reduktion der Aktivitat der histonmodifizierenden Enzyme. Nevels et. al. [435] konnten
zeigen, dass es in Abwesenheit von IE1 zu einer verminderten H4-Acetylierung (acH4) von so-
wohl viralen Promotoren wie UL44 und MIEP aber auch zellularen Promotoren wie c-fos kommt.
Ubereinstimmend damit zeigte die IE1-Deletionsmutante CR208 eine verminderte Replikations-
fahigkeit, die durch den Zusatz von TsA wieder erhoht werden konnte. TsA als pan-HDAC-
Inhibitor imitiert damit die IE1-induzierte HDAC-Wirkung. Im HDAC-Aktivitatsassay konnte zum
ersten Mal gezeigt werden, dass |IE1 eine direkte Wirkung auf die Enzymaktivitat ausibt, und
resultierend dadurch auf den Chromatinstatus und die transkriptionelle Promotoraktivitat Einfluss
nehmen kann. Im physiologischen Kontext nutzt das Virus diese Eigenschaft aus, um aus der

Latenzphase zu reaktivieren.

Funktionelle Studien sollten daraufhin zeigen, ob die durch IE1 reduzierte HDAC-Aktivitat Aus-
wirkungen auf die Regulation des 5-LO-Promotors hat. In der Veroffentlichung von Klan et. al.
[171] konnte gezeigt werden, dass der pan-HDAC-Inhibitor TsA die Aktivitat des 5-LO-Promotors
steigern kann. Neuere Untersuchungen selektiver HDAC-Inhibitoren sowie gezielte Knock-down
Experimente einzelner HDACs zeigten, dass die Regulation des 5-LO-Promotors ducrh HDAC2,
vor allem aber durch HDAC3 vermittelt wird [172]. Dartiber hinaus konnte Doetzlhofer et. al. [26]
fur Sp1 eine HDAC-abhangige Regulation nachweisen (Abb. 56). Sp1 interagiert direkt mit

HDAC1 und wird daraufhin deacetyliert, was eine Transkriptionsrepression zur Folge hat. Bei
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Inhibition der HDAC1-Aktivitat hingegen, kann Sp1 u.a. in Kombination mit weiteren Transkripti-

onsfaktoren wie E2F1-3 an die DNS binden und eine Transkriptionsaktivierung induzieren.
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Abbildung 56: Modellvorstellung der HDAC1-abhangigen Sp1-Bindung nach Doetzlhofer et. al. [26]

Zur Uberpriifung, welchen Einfluss diese epigenetischen Regulationsmechanismen auf die IE1-
induzierte 5-LO-Promotoraktivierung haben, wurde ein Reportergenassay-Experiment durchge-
fuhrt. Darin wurde versucht, durch Uberexpression einzelner HDAC-Proteine den inhibitorischen
Effekt von IE1 aufzuheben (Abb. 53). Die verstarkte HDAC-Proteinmenge wurde dabei mittels
Western Blot Analyse Uberpruft (Abb. 54). Es zeigte sich, dass steigende Mengen an HDAC1
den induktiven Effekt auf den 5-LO-Promotor aufheben konnten. Diese Regulation ist ebenfalls
fur HDACS3, nicht aber fur HDAC2 zu beobachten. Die Versuche zeigten zum einen, dass die
Induktion des 5-LO-Promotors durch IE1 abhangig von der zellularen Aktivitat der Histondeace-
tylasen ist, zum anderen bestatigte sich das Bild, dass HDAC1 und 3 dabei die essentielle Funk-
tion Ubernehmen. Dies stimmt mit den Beobachtungen der Knock-down Experimente Uberein, in
denen HDACS als wichtigster epigenetischer Regulator charakterisiert wurde. HDAC1-Inhibition
dagegen scheint keinen direkten Einfluss auf die 5-LO-Promotorstruktur auszutiben, sondern
vermittelt seine Wirkung Uber die Acetylierung von Sp1. Diese Effekte scheinen abhangig von
der verwendeten Zelllinie und der jeweiligen endogenen Sp1-Konzentration zu sein, da in MM6
im Unterschied zu Fibroblasten und HEK293T die 5-LO-Promotorregulation HDAC1-unabhangig
verlauft [26, 172].
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Bezug nehmend auf die Ergebnissen des ersten Teils, in denen gezeigt werden konnte, dass
die Sp1-Bindung an die GC4-Box-Region des 5-LO-Promotors essentiell fur die IE1-induzierte
Aktivierung ist, lasst sich das Ergebnis der Reportergenassays mit HDAC-Uberexpression da-
hingehend interpretieren, dass das virale Protein Uber HDAC3-Inhibition den Chromatinstatus
des 5-LO-Promotors direkt beeinflussen kann. Die HDAC1-Inhibition vermittelt dagegen zelltyp-
abhangig additive Effekte Gber die Regulation der Sp1-Bindung an die Promotorstruktur. Eine
Uberexpression von sowohl HDAC1 als auch HDAC3 hat demnach eine verminderte Induktion

des 5-LO-Promotors durch IE1 zur Folge.

Erhéhung der DNA Bindungsaffinitat

t‘ ” w a t| 5-LO Promotor
/ GC8 GCY9 GC1GC2  Tandem GC
” Aktivierende Histonacetylierung

Abbildung 57: Modellvorstellung der IE1-vermittelten 5-LO-Promotorregulation Gber HDAC-Inhibition
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Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass Immediate Early 1 neben der Sp1-
vermittelten Aktivierung des 5-LO-Promotors auch Uber Regulation der HDACs und damit Ver-
anderung des Chromatinstatus Einfluss nehmen kann. Bestatigt wird dieser Mechanismus durch
die Untersuchungen von Straat et. al. [380], in denen gezeigt werden konnte, dass ebenfalls der
humane Telomerase Promotor Uber einen Sp1- und HDAC-abhangigen Signalweg reguliert wird.
Der dritte Teil dieser Arbeit liefert damit nahere Erkenntnisse Uber die komplexe Regulation des
5-LO-Promotors durch das virale Immediate Early 1 Protein. Die im Ziel der Arbeit postulierten
VerknUpfungspunkte zwischen den funktionellen Eigenschaften von Immediate Early 1 und den
Aktivierungsstrategien des 5-Lipoxygenase Promotors konnten bestatigt und ein prazises Bild

des Induktionsmechanismus aufgeklart werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die 5-Lipoxygenase ist das Schlusselenzym der Bildung proentziindlicher Leukotriene. Diese
Mediatoren sind assoziiert mit Erkrankungen des entzindlichen Formenkreises wie beispielswei-
se Arteriosklerose [6]. Durch die Veroffentlichungen von Qiu et. al. [248] und Gredmark-Russ et.
al. [650] konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit humanen Cytomegalovirus in vitro und in
vivo zur Induktion der 5-LO in HPASMCs und SMCs (smooth muscle cells) fuhrt. HCMV ist ein -
Herpesvirus, welches nach einer zumeist asymptomatischen Primarinfektion, dauerhaft im Wirt
persisiert und bei Schwachung des Immunsystems oder entzindliche Prozessen reaktiviert
werden kann [256]. Geht das Virus in die Iytische Replikationsphase Uber, werden Entzin-
dungsprozesse gefordert, die zur Auspragung von Krankheitsbildern wie Retinitis, rheumatoider
Arthritis oder auch Psoriasis fuhren. Es besteht demnach ein Zusammenhang zwischen der
aktiven HCMV-Infektion und Erkrankungen des entzindlichen Formenkreises, welche unter an-

derem durch die Induktion der 5-LO vermittelt wurden.

Ziel der Arbeit war es, den molekularen Mechanismus der viral induzierten 5-LO-
Promotoraktivierung aufzuklaren. Dazu wurde zunachst Uberprift, ob die Infektion mit HCMV in
HFF, einer Zelllinie die aulRerst permissiv fur die Infektion ist und daher zumeist als Testsystem
fur HCMV herangezogen wird, eine verstarkte 5-LO-Expression hervorruft, oder ob es sich um
einen zelltypspezifischen Effekt der smooth muscle cells handelt. Es konnte gezeigt werden,
dass es nach Infektion zu einer verstarkten Promotoraktivierung, mRNS- sowie Proteinexpression
der 5-LO kam (Abb. 19, 23, 24). Weitere Untersuchungen charakterisierten, welches virale Prote-
in die Effektvermittiung bedingte. Aufgrund der sequentiellen Genexpression des Virus unter-
scheidet man nach Zeitpunkt der Expression in Immediate Early, Early und Late Proteine, wobei
letztere erst nach Replikation des viralen Genoms exprimiert werden. Der Zusatz von Foscavir
als Replikationsinhibitor verdeutlichte, dass ein Immediate Early oder Early Protein die Induktion
hervorruft (Abb. 16). Reportergenassay-Experimente unter Uberexpression einzelner viraler
Proteine zeigten, dass Immediate Early 1 essentiell an der Erhdhung der 5-LO-Promotoraktivitat
beteiligt ist (Abb. 18). Weitergehende Versuche unter Verwendung des IE1-Deletionsvirus
CR208 bestatigten, dass die Induktion der 5-LO-Promotoraktivitat sowie der mRNS-Expression
durch dieses virale Protein vermittelt wird (Abb. 18, 20-22). Auf Proteinebene konnte ebenfalls

nach IE1-Uberexpression beziehungsweise nach Infektion mit HCMV eine erhéhte 5-LO-

137



Zusammenfassung

Expression detektiert werden (Abb. 23 und 24). Aktivitatsuntersuchungen, bei denen die Kon-
zentration der 5-LO-Produkte LTB4 und 5-HETE gemessen wurden, bestatigten, dass das En-
zym funktionsfahig ist (Abb. 25). Nach Infektion mit HCMV kommt es demnach zur IE1-
vermittelten Induktion der 5-LO auf mRNS- und Proteinebene sowie nachgeordnet zur verstark-
ten Produktion von inflammatorischen Leukotrienen, die an der Ausbildung der entziindlichen

Symptomatik einer lytischen Infektion beteiligt sind.

Immediate Early 1 ist ein potenter Transaktivator, der sowohl virale als auch zellulare Promotor-
strukturen aktivieren kann [387]. Funktionell wird dies reguliert Uber die Férderung der Transkrip-
tionsfaktor-Expression, aber auch durch Beeinflussung histonmodifizierender Enzyme wie
Histondeacetylasen [464]. Fur den 5-LO-Promotor ist bekannt, dass dessen Aktivitat tber Bin-
dung von Sp1, sowie durch HDAC-Inhibition beeinflusst werden kann [9, 171]. Diese beiden
Regulationsmechanismen stellen demnach mdgliche VerknUpfungspunkte in der viral induzier-
ten Induktion des 5-LO-Promotors dar. Zunachst wurde die Expression von Transkriptionsfakto-
ren, welche charakterisierte Bindungsstellen im 5-LO-Promotor besitzen, nach IE1-
Uberexpression untersucht. Es zeigte sich, dass der zellulare Sp1-mRNS-Spiegel durch IE1
80fach induziert werden kann (Abb. 27). Im Reportergenassay mit 5-LO-
Promotordeletionskonstrukten, bei denen gezielt einzelne Sp1-Bindungsstellen, sogenannte GC-
Boxen, mutiert wurden, konnte bestatigt werden, dass die IE1-vermittelte Induktion essentiell von
Sp1-abhangt, da die Mutation der GC4-Box die Aktivierung nahezu komplett inhibiert (Abb. 30,
31). Auch der Zusatz von Mithramycin, einem DNS-Interkalator, welcher die Bindung von Sp1 an
die DNS unterdriickt, ist in der Lage die Induktion abzuschwachen (Abb. 33) [651]. Um die di-
rekte Sp1-Bindung an den 5-LO-Promotor nachzuweisen wurden sowohl EMSA- als auch ChIP-
Experimente durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass in vitro und in vivo die Sp1-Bindung an den
proximalen 5-LO-Promotor nach IE1-Uberexpression beziehungsweise nach Infektion zunimmt
(Abb. 49, 50). Interessanterweise wird dieser Effekt nicht durch Immediate Early 2, einer Spleif3-
variante von IE1, welche eine grofRe strukturelle Ahnlichkeit aufweist, hervorgerufen. Da Verof-
fentlichungen gezeigt haben, dass beide Immediate Early Proteine in der Lage sind, Sp1 auf
MRNS-Level zu induzieren, muss ein weiterer regulatorischer Mechanismus in die Sp1-
Promotorbindung involviert sein [410]. In Co-Immunoprazipitations Versuchen zeigten beide
IEPs eine Interaktion mit Sp1 (Abb. 38), wonach der Unterschied in der transaktivierenden Fa-

higkeit des 5-LO-Promotors nicht durch Protein-Protein-Bindung mit Sp1 bedingt wird. Strukturell
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unterscheiden sich die beiden Proteine in ihrer carboxyterminalen Sequenz. Fur IE1 ist hier eine
intrinsische Kinaseaktivitat beschrieben, die zur Autophosphorylierung, aber auch zur Phospho-
rylierung von Bindungsproteinen fuhren kann. Western Blot Analysen auf den zellularen
phospho-Sp1-Gehalt nach viraler Uberexpression konnten zeigen, dass IE1, nicht aber IE2 die
posttranslationale Modifikation des Transkriptionsfaktors fordert (Abb. 39). Auch die Testung
viraler Deletionsmutanten, denen einzelne Exons beziehungsweise die ATP-Bindungsstelle der
Kinasedomane fehlen, bestatigten die Schlusselfunktion dieses Strukturelements (Abb. 37). Ob
es sich um eine direkte oder indirekte Phosphorylierung von Sp1 durch IE1 handelt wurde durch
in vitro Kinase-Assays und die Testung unterschiedlicher Proteinkinase-Inhibitoren bestimmt
(Abb. 40, 42, 45). Obwohl die beiden Proteine miteinander interagieren konnen, kam es nicht zu
einer direkten Phosphorylierung, sondern zellulare Kinasen wie Tyrosinkinasen und nachgeord-
net die Mitglieder des MAPK-Signalweges sind in die Phosphorylierung von Sp1 involviert. Die
finale Bestatigung der essentiellen Funktion von Sp1 in der IE1-vermittelten Aktivierung des 5-
LO-Promotors lieferte ein Reportergenassay-Experiment mit Sp1-Knock-down Zellen, welche
nach viraler Uberexpression keine 5-LO-Promotoraktivitdt und mRNS-Expression mehr zeigten
(Abb. 47, 48). Fur die Vermittlung der IE1-induzierten 5-LO-Promotoraktivierung sind dessen
transaktivatorische Fahigkeiten demnach essentiell, durch Erhdhung der Sp1-mRNS-Expression
und nachfolgender Phosphorylierung wird die DNS-Bindung des Transkriptionsfaktors an die

GC4-Box des 5-LO-Promotors erhdht und dieser damit transkriptionell aktiviert.

Neben der Regulation Uber verstarkte phospho-Sp1-Bindung an die GC4-Box Region muss die
Induktion von 5-LO durch IE1 noch Uber weitere Interaktionen vermittelt werden, da die reine
Sp1-Uberexpression ohne IE1 keine Promotoraktivierung hervorrufen konnte (Abb. 34). Uber-
prift wurde daher die HDAC-inhibitorische Fahigkeit von IE1, da der 5-LO-Promotor Uber diese
epigenetischen Mechanismen reguliert werden kann. Pull-down-Experimente zeigten zunachst
eine Protein-Protein-Interaktion zwischen IE1 und HDAC1/2/3 (Abb. 51). Nachfolgend konnte in
einem HDAC-Aktivitatsassay gezeigt werden, dass diese Interaktion die Enzymaktivitat der
HDACs drastisch reduziert (Abb. 52). Durch HDAC-Inhibition liegen Promotorstrukturen zuneh-
mend acetyliert vor und sind damit transkriptionell aktiv. FUr den funktionellen Nachweis auf den
5-LO-Promotor diente ein Reportergenassay-Experiment in dem IE1 und in steigenden Mengen
HDAC Uberexprimiert wurde (Abb. 53). Die Uberexpression von HDAC1 und HDAC3 konnten

den aktivierenden Einfluss von IE1 auf den 5-LO-Promotor teilweise konzentrationsabhangig

139



Zusammenfassung

revertieren und scheinen damit an der Effektvermittlung beteiligt zu sein. Die Charakterisierung
der HDAC-vermittelten 5-LO-Promotorregulation von Pufahl et. al. bestéatigte durch Knock-down
Experimente, dass HDAC3 entscheidenden Einfluss auf den 5-LO-Promotor hat [172]. HDAC1
dagegen reguliert Uber die verstarkte Deacetylierung von Sp1 dessen DNS-Bindungsaffinitat.
Eine Hemmung dieser beiden Histondeacetylasen durch das virale Protein erhoht damit die

Aktivitat des 5-LO-Promotors.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass das Ziel der Arbeit erreicht wurde und ein detaillierter
Mechanismus der 5-LO-Promotoraktivierung durch HCMV aufgeklart wurde. Immediate Early 1
induziert dabei zunachst die Expression und Phosphorylierung von Sp1. Ebenso interagiert das
virale Protein mit HDAC1/2/3 und hemmt deren Aktivitat, wodurch es zur Offnung der 5-LO-
Promotorstruktur kommt. Entscheiden ist hierbei vor allem die Hemmung von HDAC3. HDAC1
Inhibition sorgt im getesteten Zellsystem zusatzlich fur verstarkte Acetylierung des Transkripti-
onsfaktors Sp1, welcher aufgrund der dadurch erhdhten DNS-Bindungsaffinitat an die GC4-Box-
Region binden und so die Transkription fordern kann. Interessanterweise ist die Bindung an
andere beschriebene GC-Boxen des 5-LO-Promotors nicht induktiv, was die Annahme nahelegt,
dass nicht Sp1 alleine, sondern ein transaktivatorischer Komplex an diese Region bindet. Die
Aktivierung des Promotors fuhrt nachfolgend zur mRNS- und Proteinexpression, welche eine
verstarkte Leukotrienbildung zur Folge hat. Diese Mediatoren sind in die Entstehung der ent-
zundlichen Charakteristik einer aktiven HCMV involviert. Das Virus macht sich demnach generel-
le Prinzipien der Transaktivierung zu Nutze und férdert so zum einen seine Reaktivierung aus

der Latenz, zum anderen die produktive Verbreitung der Infektion.
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7

5-HETE
5-HPETE
5-LO
5-0x0-ETE
AA
ADP
AEC
AIDS
Akt
ANOVA
AP-2
ARD
ATF
ATP
ATRX
Bcl-2
BIC
BLT

bp
BSA
C/EBP
CamKill
CBP
CD
CDK
ChiP
CLP

CML

Co-IP

ABKURZUNGEN

5-Hydroxyeicosatetraensaure
5-Hydroperoxyeicosatetraensaure

5-Lipoxygenase

5-oxo-Eicosatetraensaure

arachadonic acid, Arachidonsaure
Adenosindiphosphat

3-Amino-5-Ethylcarbazol

acquired immunodeficiency syndrome

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
analysis of variance

activating protein-2

Ankyrin repeat domain

Activating transcription factor

Adenosintriphosphat

alpha thalassemia/mental retardation syndrom X-linked protein
B-cell CLL/lymphoma 2

Natriumbicarbonat

leukotriene B4 receptor

base pairs, Basenpaare

bovine serum albumin

CCAAT/enhancer binding protein
Calcium/Calmodulin dependend protein kinase Il
CREB binding protein

Circulardichroismus bzw. cluster of differentiation
cyclin-dependent kinase, Cyclin-abhangige Kinase
chromatinimmunoprecipitation, Chromatinimmunoprazipitation
Coactosin-like protein

Chronisch myeloide Leukamie

coimmunoprecipitation, Co-Immunoprazipitation
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COX-2 Cyclooxygenase 2

CPLA, cytosolic phospholipase A,, Zytosolische Phospholipase A,
CREB CAMP responsive element binding protein

crs cis repression element, cis repressives Element
CTF-1 cardiotrophin 1

CysLT Cysteinyl Leukotriene

Da Dalton

DAG Diacylglyceride

DHA Docosahexaensaure

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA-PK DNA-dependend protein kinase; DNS-abhangige Proteinkinase
DNMT-1 DNA-cytosin-methyltransferase-1, DNS-Cytosin-Methyltransferase-1
DNS Deoxyribonucleic acid; Deoxyribonucleinsaure

DTT Dithiothreitol

DUSP6 dual specificity phosphatase 6

E Early

E2F E2 factor

EBV Epstein Barr Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

Egr-1 Early-growth response factor 1

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay

EPA Eicosapentaensaure

ERF Ets2 repressor factor

ERK extracellular-signal-regulated kinase

Ets-1 v-etv erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1
FCS fetal calf serum, fotales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FLAP 5-lipoxygenase activating protein

fMLP N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanin

G9a histone-lysin N-methyltransferase 2

gB glycoprotein B, Glycoprotein B
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GM-CSF
GPx
GSH
GSK3R
GST
HAT
HCMV
HDAC
hDaxx
HeBS
HEK293T
HEPES
HETE
HFF
HMT
HP-1
HPASMC
HPETE
hpi

HSP
hTERT
IE

IE1

IE2

IEP

IFN

IgG

IKK

IPTG

kB

granulocyte-macrophage stimulating factor
Glutathionperoxidasen

Glutathion

glycogen synthase kinase 3

glutathion-S-transferase

Histonacetyltransferase

human cytomegalovirus; Humanes Cytomegalovirus
Histondeacetylase

human death domain associated protein

Hepes buffered saline

human embryonic kidney 293 T cells; Humane embryonale Nierenzellen 293T
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, 4-(2-hydroxyethyl)-1-Piperazinethanesulfonisaure
Hydroxyeicosatetraenoic acid, Hydroxyeicosatetraensaure
human foreskin fibroblasts, Humane Vorhaut-Fibroblasten
Histonmethyltransferase

heterochromatin protein-1

human pulmonary arterial smooth muscle cells
Hydroperoxyeicosatertaensaure

hours post infection

heat shock protein

humane Telomerase

Immediate Early

Immediate Early 1

Immediate Early 2

Immediate Early Proteine

Interferon

Immunglobulin G

IkB-kinase-komplex

Interleukin

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

inhibitors of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
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JMJD

JNK

KLF

L

LB

LC-MS/MS

LO

LPS

LSD

LTA4

LTB4

LTC4

LTD4

LTE4

MAP

MAPEG

MAPK

MARCKS

Mcl-1

MCMV

M-CSF

MEK

MEKK

MGST

MHC 11

MIEP

MIP-1a

MK2

MKK

MKP3

MM6

jumonji-domain-containing demethylase

c-Jun N-terminal kinase, c-Jun N-terminale Kinase

Krippel like factor

Late

luria broth

liquid chromatography-mass spectrometry

Lipoxygenase

Lipopolysaccharid

Lysin Demethylase

Leukotrien A4

Leukotrien B4

Leukotrien C4

Leukotrien D4

Leukotrien E4

mitogen-activated protein

membran assoziated proteins in eicosanoid and glutathion metabolism
mitogen-activated protein kinase

myristoylated alanine-rich C-kinase substrate

myeloid cell leukemia sequence 1

murine cytomegalovirus, Murines Cytomegalovirus
macrophage colony-stimulating factor

mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase
mitogen-activated protein kinase kinase kinase

microsomal glutathion-S-transferase

major histocompatibility complex class Il

Major Immediate Early Promotor

chemokine ligand 3

mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2
mitogen-activated protein kinase kinase

MAP kinase specific phosphatase 3

Mono Mac 6
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Mnk-1 MAP-kinase interacting serine/threonine kinase 1

MOI multiplicity of infection; Multiplizitat der Infektion
mRNS messenger ribonucleinacid, messenger Ribonukleinsdure
MSK salt-inducible kinase 1

NAB NGFI-A binding protein

NAD" Nicotinamid Adenin Dinucleotid

NCoR nuclear receptor corepressor

ND10 nuclear domain 10

NES nuclear export sequence, nukledre Exportsequenz
NF-1 Nuclear factor IIC

NFAT-1 nuclear factor of activating T-cells-1

NFkB nuclear factor kappa B

NLS nuclear localisation sequence, nukleares Lokalisationssignal
OAG Oleyl-2-acetylglycerol

oriLyt lytic origin of replication

P/CAF Lysin Acetyltransferase 2B

p300 E1A binding protein

PAF platelet-activating factor

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis

PBS phosphate buffer salin

PC Phosphatidylcholin

PCR polymerase cain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
PDGF platelet-derived growth factor

PDGFR platelet-derived growth factor receptor

PGE, Prostaglandin E2

PI3K phosphoinositide 3-kinase; Phosphoinositid-3-Kinasen
PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PIP, Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PKG Proteinkinase G
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PML promyelocytic leukemia

PMNL polymorphnuclear leukocytes, Polymorphnukledre Leukozyten
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PPAR peroxisom proliferator-activated receptor

PRMT protein arginin methyltransferase

PTM Posttranslationale Modifikation

Pu.1 spleen focus forming virus proviral integration oncogene spi1
gPCR real time PCR

RAR retinoic acid receptor

Rb retinablastoma

REL v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog
rh recombinant, rekombinant

RHD REL-Homologie Doméne

RLU relative luminescence units, Relative Lumineszenz Einheiten
RNS ribonucleic acid; Ribonukleinsaure

RNS-Pol Il RNA-Polymerase II; RNS-Polymerase I

rpm rounds per minute

RUNX1 runt-related transcription factor 1

RXR retinoid-X-receptor

S.E.M. standard error of the mean

SAP1a prosaposin a

SBE SMAD binding element

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
SKIP SNW domain containing protein 1

SMAD sma and mad related family

SMC smooth muscle cells

SMRT nuclear receptor corepressor 2

Sp1/3 specificity factor 1/3

STI Soybean trypsin inhibitor

SUMO small ubiquitin-related modifiers

TAF TATA associated factor
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TBP TATA binding protein

Tef-1 EA domain family member 1

TFIIB Transcription initiation factor II1B
TFIID TATA box binding factor 11D

TGFRy transforming growth factor 3

TIS transcription initiation site, Transkriptionsinitiationsstelle
TLR Toll-like receptor

TNFa tumor necrosis factor a

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TsA Trichostatin A

UBC ubiquitin conjugating enzyme

uv ultraviolett

\ Volt

VDR vitamin-D-receptor

VDRE vitamin-D-response element

VEGF vascular endothelial growth factor
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
VSVG Vesicular stomatitis virus G protein
WT1 Wilms tumor 1

YY1 Ying Yang 1
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8 ANHANG

8.1 Etablierung der viralen Proteinexpression

8.1.1 Aufreinigung bakteriell-exprimierter viraler Proteine

Um naher zu charakterisieren, ob es sich bei der durch IE1-induzierten Sp1-Phosphorylierung
um eine direkte oder Kinase-vermittelte Reaktion handelt, wurde die Expression der viralen Pro-
teine IE1 und IE2 in BL21DE3pLysS E. coli in Anlehnung an die Veroffentlichung von Furnari et.
al. [417] von Ann-Kathrin Hafner (AK Prof. Steinhilber) etabliert.

Die Proteinaufreinigung erfolgte Uber den GST-tag der umklonierten Expressionsplasmide. Nach
Aufreinigung Uber GSH-Sepharose Saulen befand das aufgereinigte Protein in der Spaltungs-
fraktion (Abb. 58, Spur 4). Flr IE1 ist hier eine 72 kDa Bande zu sehen, fur IE2 eine etwas groRe-
re 86 kDa Bande. Im GST-Eluat (Abb. 58, Spur 6) findet sich neben dem eluierten GSH-tag (26
kDa) des Proteins, fur IE1 auch noch ein Teil ungespaltenes GST-IE1 (98 kDa), dass mit 40U
Factor Xa nach 2 Stunden noch nicht vollstandig abgespalten war. Da die erreichen Proteinkon-
zentrationen jedoch fur die folgenden Versuche ausreichend waren, wurde die Spaltungszeit

nicht verlangert.
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Abbildung 58: Coomassie Gele der Etablierung der Proteinexpression; (A) Immediate Early 1 (B) Immediate
Early 2; Spur 1: Durchfluss; Spur 2: PBS Waschschritt; Spur 3: Cleavage-Puffer; Spur 4: Spaltungsfraktion; Spur

5: Aufkonzentriertes Protein; Spur 6: GST-Eluat

8.1.2 Faltungsanalyse der bakteriell-exprimierten Proteine

Fur die Uberprifung, ob nach bakterieller Expression die viralen Proteine gefaltet vorliegen, was
eine Grundvorraussetzung fur deren Funktionalitdt darstellt, wurde ein CD-Spektrum von Imme-
diate Early 1 und Immediate Early 2 aufgenommen und mit den Referenzspektren (Abb. 59)

verglichen. Die Analyse wurde mit Hilfe von Mirjam Schroder (Arbeitskreis Prof. Steinhilber)

durchgefihrt.
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Abbildung 59: UV- Referenzspektren unterschiedlicher Faltungstypen am Beispiel von Poly-L-Lysin nach [652]
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Die Spektren der viralen Proteine deuteten darauf hin, dass beide Proteine gefaltet vorliegen
(Abb. 60). Fur Immediate Early 1 entsprach das UV-Spektrum dem Referenzspektrum a-helikal
gefalteter Proteine (Abb. 60A), Immediate Early 2 hingegen eher der random-coiled Struktur
(Abb. 60b). Man kann also davon ausgehen, dass beide Proteine einer gewissen Faltung unter-
liegen. Da es keine Veroffentlichungen beziglich der Sekundarstruktur der beiden HCMV-
Proteine gibt, kann man keine Aussage dariber treffen, ob diese Strukturen der nativen Faltung

entsprechen.
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Abbildung 60: UV-Spektren der bakteriell-exprimierten viralen Proteine Immediate Early 1 (A) und Immediate
Early 2 (B); Die Proteine werden in einer Endkonzentration von 10 uM in 10 mM PB-Puffer pH 7,5 aufgenommen

und danach das UV-Spektrum im Bereich zwischen 180nm und 260nm gemessen.
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Anhang

8.1.3  ATP-Bindung von Immediate Early 1

Die ATP-Bindungstelle im Exon 4 von Immediate Early 1 (Abb. 36) ist eine bereits beschriebene
funktionelle Domane, die fur den induktiven Effekt von Immediate Early 1 auf 5-LO entscheidend
zu sein scheint (Abb. 37). Um die Funktionalitét dieser Doméne zu tberprifen, wurde das aufge-

reinigte IE1 Protein Uber eine ATP-S&aule gegeben (Abb. 61).

Die hochste Proteinkonzentration fand sich in Spur 4, dem ATP-Eluat, und nur geringe Mengen
in Spur 2 und 3, den Waschfraktionen. Es lasst sich feststellen, dass Immediate Early 1 an die

ATP-Agarose binden kann, die ATP-Bindungsstelle demnach funktionell zu sein scheint.

s 25kDa

Abbildung 61: Uberpriifung der ATP-Bindungsstelle von Immediate Early 1; Spur 1: Proteinlésung in PB-EDTA
(Auftrag); Spur 2: PBS/EDTA Waschschritt; Spur 3: 0,5 M NaCl Waschschritt; Spur 4: ATP-Eluat
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