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Epstein-Barr-Virus-codierter microRNAS
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The RNA species of microRNAs represents an important component of
post-transcriptional gene regulation. Herpes viruses, including the
Epstein-Barr virus, encode their own microRNA genes, which play a
relevant role in crucial cellular processes, including immune evasion,
but also in the malignant transformation of host cells. Modern tran-
scriptome analyses, including RNA sequencing, contribute significantly
to the identification of these direct and indirect molecular regulatory
relationships.
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A Abb. 1: Bedeutung der EBV-codierten Molekiile fiir die Immunevasion - einschlieBlich viraler
microRNAs. EBV-infizierte Zellen (I) exprimieren in Abhangigkeit der EBV-Lebensphase unter-
schiedliche viral codierte Molekiile, z. B. virale Proteine, Peptide, lange nicht codierende RNAs
und microRNAs (l1). Es folgt eine spezifische Dysregulation zellbiologischer Funktionen der Wirts-
zelle, u. a. Stérung der Antigenprozessierung und -présentation bzw. allgemeine Verminderung
von HLA-la-Molekiilen auf der Zelloberflache und parallele Induktion immunmodulatorischer Mole-
kiile, u. a. PD-L1- und HLA-Ib-Molekiile membransténdig sowie sezerniert (Ill). AuBerdem werden
antiinflammatorische Zytokine induziert und proinflammatorische /antivirale-Zytokine sowie stress-
induzierte Signalmolekiile (MICA/B, ULBP1-6) inhibiert. Insgesamt wird eine effektive Immun-
evasion etabliert (IV) - einschlieBlich Erhéhung der Resistenz gegeniiber Apoptoseinduktion, z. B.
Apoptoseinduktion durch Immuneffektorzellen. Aktuelle Forschung untersucht die beteiligten
zelluldren Signalwege der EBV verursachten malignen Transformation.
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B Wissenschaftliche Studien zur Analyse
der funktionalen Bedeutung der kleinen ein-
zelstrangigen nicht codierenden microRNAs,
insbesondere im Hinblick auf die Tumorbio-
logie einschlieBlich der Immunevasion,
reprasentieren unseren langjahrigen For-
schungsschwerpunkt. MicroRNAs binden
Sequenz-spezifisch an mRNAs, praferenziell,
aber nicht ausschlieBlich, am 3“-UTR, was
zur translationalen Inhibierung und meis-
tens zum Abbau der jeweiligen mRNA fiihrt.
Damit stellen microRNAs einen wichtigen
Teil der posttranskriptionalen Genregulation
dar. Die Lange der microRNAs liegt in der
Regel zwischen 21 und 23 Nukleotiden. Die
Sequenz-spezifische Bindung zwischen
microRNA und Ziel-mRNA ist von Miss-
match-Paarungen, Beulen sowie Wobble-
Basen-Paarungen gekennzeichnet, was
belastbare in silico-Vorhersagen erschwert

(1].

Die Rolle von microRNAs bei
Tumorerkrankungen

Tatsachlich konnten wir in der Vergangen-
heit demonstrieren, dass verschiedene
microRNAs, welche alle am 3-UTR eines
gemeinsamen Zielgenes an unterschiedli-
chen Positionen binden, dies mit unter-
schiedlichen Affinitditen machen, sodass
einzelne regulatorische microRNAs entweder
als fine tuner oder sogar als key regulator fiir
eine einzelne mRNA fungieren konnen. Fiir
die gesamte posttranskriptionale Genregu-
lation dieser Ziel-mRNA in der Zelle ergeben
sich somit additive Effekte verschiedener
microRNAs. Dies ist ebenfalls ein wichtiger
Aspekt, denn eine einzelne microRNA kann
verschiedene Ziel-mRNAs regulieren, aber
offensichtlich mit unterschiedlichen Affini-
titen [2]. In Abhdngigkeit der Zielgene einer
microRNA und unter Beachtung ihrer mogli-
cherweise verdnderten Expression bei einer
pathologischen Veranderung, beispielsweise
nach maligner Transformation, lassen sich
bestimmte microRNAs auch funktionell
unterteilen, z. B. in tumorsuppressive oder
onkogene microRNAs [3]. In der Vergangen-
heit konnten wir fiir mehrere tumorsuppres-
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A Abb. 2: Exemplarische Darstellung der gPCR-Analyse. A, Expression EBV-codierter microRNAs des BHRF-Clusters in EBV positiven Proben (Mittel-
wert und Standardabweichung). B, Validierung des spezifischen Uberexpressionsplasmids fiir weiterfiihrende Experimente nach transienter Transfekti-

on in EBV-negativen HEK293T-Zellen.

sive microRNAs zeigen, dass diese durch
direkte Bindung an die mRNA verschiedene
immunmodulatorische Molekiile regulieren.
In verschiedenen humanen Tumorerkran-
kungen waren diese tumorsuppressiven
microRNAs deutlich herunterreguliert,
sodass diese Tumorzellen einen Vorteil bei
der Umgehung der Immuniiberwachung
haben. AuBerdem konnten wir zeigen, dass
solche tumorsuppressiven microRNAs eben-
falls mRNAs von Zielgenen kontrollieren,
welche die Zellproliferation und Apoptosein-
duktion regulieren. Dadurch hatten diese
Tumorzellen nicht nur einen selektiven Vor-
teil durch Expression der immunmodulatori-
schen Molekiile, sondern ebenfalls eine
erhohte Zellproliferation und Resistenz
gegeniiber Chemotherapie-induzierter Apop-
tose [4, 5].

EBV-microRNAs

Interessanterweise haben wenige Viren
eigene microRNA-Gene in ihrem Genom.
Dazu zahlen u. a. die Herpesviren, z. B. das
Epstein-Barr-Virus (EBV), welches ein onko-
genes Potenzial besitzt. Das Genom von EBV
umfasst ca. 172.000 Basenpaare und codiert
fiir virale Proteine, Peptide und lange nicht
codierende RNAs sowie virale microRNAs.
Diese Virus-codierten Molekiile leisten einen
wichtigen Beitrag fiir die Etablierung
des Virus in der Wirtszelle, einschlieBlich
Immunevasion und maligner Transforma-
tion (Abb. 1). Die EBV-codierten microRNA-
Gene sind im EBV-Genom als Cluster orga-
nisiert. So werden im BART1-microRNA-
Cluster 14 microRNAs, im BART2-Cluster

26 microRNAs und im BHRF-Cluster
4 microRNAs codiert. Die Genexpression von
EBV variiert sehr stark in den einzelnen
latenten oder lytischen Lebensphasen, jedoch
werden die viralen microRNAs bereits in der
Latenzzeit exprimiert, was im Hinblick auf
die Immunevasion wahrscheinlich essenziell
ist. Tatsdchlich konnten wir kiirzlich die
direkte Interaktion zwischen der ebv-miR-
BART7-3p und der mRNA codierend fiir das
antivirale Zytokin Interferon A 3 (IFNL3)
nachweisen [6]. Diese Interaktion bewirkt,
dass das funktionell aktive antiviral wirken-
de Protein IFNL3 in den Virus-infizierten
Zellen des Oropharynx, wo dieses Zytokin
physiologisch exprimiert werden wiirde, gar
nicht erst translatiert wird.

EBV-microRNAs in Lymphomen und
Modellvalidierung

Zur weiterfiihrenden Untersuchung der
Bedeutungen dieser viral codierten microRNAs
entschlossen wir uns zuerst, alle EBV-
microRNAs hinsichtlich ihrer Expression in
Lymphomzellen zu charakterisieren. Es
konnten die folgenden vier EBV-codierten
microRNAs identifiziert werden, welche in
allen untersuchten Proben eine besonders
abundante Expression aufweisen: ebv-miR-
BART1, -BART4, -BART17 und -BHRF1-1
(Abb. 2A).

Fiir die Transkriptomanalysen mittels
RNA-Sequenzierung wurden im néachsten
Schritt entsprechende Uberexpressionsvek-
toren kloniert und mittels transienter Trans-
fektion in EBV-negativen humanen Zellen
transfiziert, um vergleichbare Expressions-

werte wie in EBV-positiven in vivo-Proben zu
erzielen und via qPCR-Analyse validiert
(Abb. 2B). Eine erfolgreiche Plasmidtransfek-
tionseffizienz wurde nach der Transfektion
mittels Durchflusszytometrie kontrolliert, da
das verwendete Plasmid zuséatzlich fiir das
fluoreszierende m-cherry-Protein codiert.
Des Weiteren bietet die Verwendung von
embryonalen HEK293T-Zellen einen weite-
ren wichtigen Vorteil. EBV korreliert mit
verschiedenen Tumorerkrankungen. Insbe-
sondere das nasopharyngeale Karzinom
(NPC) und das Burkitt-Lymphom (BL) werden
durch EBV-Infektion induziert [7]. Fiir das
NPC gibt es noch keine Modelzelllinie.
AuBerdem sollte ganz gezielt eine Zelllinie
verwendet werden, die noch keine maligne
Transformation durchgemacht hat und tiber
folgende physiologische Eigenschaften ver-
fligt: intakter Metabolismus, Proliferation,
Zellmigration, Apoptoseregulation, Antigen-
Prozessierung und -Prdsentation, intakte
Expression von Genen involviert im angebo-
renen oder adaptiven Immunsystem, allge-
meine genomische Stabilitdt, einschlieBlich
physiologischer Expression von Tumorsup-
pressorgenen/Onkogenen etc. — alles Para-
meter, die nach maligner Transformation
verandert vorliegen. Dies bedeutet, dass als
geeignetes Zellsystem primire B-Zellen am
geeignetsten wéren. Jedoch haben wir uns
aus verschiedenen Griinden dagegen ent-
schieden. In erster Linie sind es Griinde der
Vergleichbarkeit: verschiedene Spender,
nicht zu unterschidtzende Unterschiede
zwischen verschiedenen Passagenzahlen,
mangelnde Vergleichbarkeit von primédren
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B-Zellen und Epithelzellen des Oropharynx
und damit zum NPC sowie schwierige Trans-
fizierbarkeit primédrer B-Zellen per se.

RNA-Sequenzierung und Analyse von
EBV-microRNA liberexprimierenden
Zellen

Die RNA-Sequenzierung erfolgte in der Core
Unit DNA-Technologien (Universitét Leipzig)

<« Abb. 3: Beispielhafte
Darstellung einer Tran-
skriptomanalyse mittels
RNA-Sequenzierung in
Form eines Volcano-Plots
der statistisch signifikant
herunterregulierten (rot)
und hochregulierten
(griin) Zielgene nach
ebv-miR-BHRF 1-Uberex-
pression im Vergleich zur
liberexprimierten Kontroll-
microRNA.

durch PD Dr. Knut Krohn. Eine separate
Uberexpression der vier verschiedenen
abundantesten EBV-microRNAs im Vergleich
zur Uberexpression einer Kontroll-microRNA
resultierte in einer groBen Anzahl statistisch
signifikant dysregulierter Zielgene. So fiihrte
die Uberexpression der ebv-miR-BART1 zu
160 bzw. 137 statistisch signifikant hoch-
bzw. herunterregulierten Genen. Vergleich-
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bare Zahlen ergaben sich bei ebv-miR-BART4
(hoch n = 139, runter n = 165), bei ebv-miR-
BART17 (hoch n = 167, runter n = 225) und
bei ebv-miR-BHRF1-1 (hoch n = 167, runter
n = 178). Insgesamt wurden bei allen vier
verschiedenen Uberexpressionen 933 ver-
schiedene humane Zielgene statistisch signi-
fikant dysreguliert (Abb. 3).

Ziel dieser Arbeit war es, tumorimmunolo-
gisch bzw. tumorbiologisch relevante Zielge-
ne zu identifizieren, die direkt oder indirekt
durch diese EBV-codierten microRNAs dys-
reguliert werden. Eine folgende annotation
clustering-Analyse unter Verwendung der
Datenbank https://pantherdb.org (Stand
01.04.2024; [8]) ergab, dass die Uberex-
pression aller vier verschiedenen EBV
microRNAs statistisch signifikant Wachs-
tumsfaktoren-Signalwege dysregulieren, wie
die WNT-, EGF-, FGF- und PDGF-Signalkas-
kaden, jedoch jeweils zu einem unterschied-
lichen Grad. AuBerdem waren ebenfalls noch
zellbiologische Prozesse dysreguliert, die

Hier steht

eine Anzeige.

@ Springer
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Apoptose und Inflammation betreffen, sowie
Gene, die eine maBgebliche Rolle bei der
Tumorentstehung und -migration spielen.
Insgesamt stach dabei die Bedeutung der
ebv-miR-BHRF1-1 hervor. Zur weiteren Vali-
dierung dieser Ergebnisse wurden frei ver-
flighare klinische cDNA-Microarary-Daten-
satzen von BL-Patienten bzw. von gesunden
humanen priméren B-Zellen verglichen und
die Effekte dort bestétigt. Insgesamt lasst
sich durch diese Daten liber eine bedeutende
Rolle von EBV induzierter microRNA sowohl
fiir die Immunevasion als auch in klinisch-
biologisch relevanten Eigenschaften von
Tumoren - wie der Chemoresistenz, Migra-
tion etc. — spekulieren, deren genaue Rolle
und AusmaSB Ziel weiterer Studien sein sollte.
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