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Zusammenfassung

Spezifische Typen humaner Papillomviren (HPVs) verursachen das Zervixkarzinom, die
zweithaufigste Krebsart bei Frauen weltweit. Bisherige Therapien sind nicht HPV-spezifisch
und kdénnen unerwiinschte Nebenwirkungen mit sich bringen. Die Entwicklung neuer HPV-
spezifischer Therapieansatze war daher das tbergeordnete Ziel dieser Studie.

Da Wachstum und Uberleben HPV-positiver Krebszellen von der fortlaufenden Expression
und funktionellen Kooperation der viralen Onkogene E6 und E7 abhangen, kann die gezielte
Inhibition der viralen Onkogene einen spezifischen Therapieansatz bieten. In dieser Studie
konnte erstmalig eine HPV18 E7-spezifische shRNA generiert werden. Weiterhin konnten mit
Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems sechs Peptide identifiziert werden, die in der Hefe und
in Saugerzellen an das E7-Protein von HPV18 binden. Diese Bindung ist hochspezifisch.
Biochemische und funktionelle Studien mit der shRNA und den Peptiden validierten E7 als
therapeutisches Zielprotein. So resultierte die Hemmung von E7 in einer
Proliferationshemmung HPV-positiver Karzinomzellen, einem Zellzyklusarrest in der G1-
Phase und letztendlich in Seneszenz. Neben der post-transkriptionell wirksamen shRNA
konnten aufRerdem drei Promotor-spezifische siRNAs identifiziert werden, welche die
Aktivitat der transkriptionellen Kontrollregion von HPV18 inhibierten.

Fur die Entwicklung neuer Therapieansatze ist es weiterhin wichtig, detaillierte Einblicke in
die Mechanismen der HPV-assoziierten Karzinogenese zu gewinnen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass onkogene HPVs das humane
Enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2)-Gen aktivieren. Reportergenanalysen zeigten, dass
EZH2 priméar Gber den E7/pRb/E2F-Signalweg aktiviert wird. Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass die fortlaufende EZH2-Expression essentiell fur Proliferation und Uberleben
HPV-positiver Krebszellen ist. Immunhistochemische Analysen zeigten eine Korrelation
zwischen der viralen Onkogenexpression und erhéhten EZH2-Expressionsspiegeln in HPV-
positiven L&sionen.

Diese Ergebnisse definieren EZH2 als ein neues Zielgen fir das HPV E7-Onkoprotein. Die in
der vorliegenden Arbeit generierten Inhibitoren ermdéglichen erstmals eine gezielte Hemmung
der endogenen E7-Aktivitdat in HPV-positiven Karzinomzellen. Sie sollten daher auch fir
weitere Funktionsstudien von E7 hilfreich sein. Aufgrund ihrer zielgerichteten Wirkweise
kénnten die E7-Inhibitoren au3erdem eine erste Grundlage fur die Entwicklung spezifischer
Therapieanséatze zur Behandlung HPV-positiver préaneoplastischer und neoplastischer

Lasionen bieten.



Summary

Cervical cancer represents the second most common cancer in women worldwide and is
almost regularly caused by oncogenic types of human papillomaviruses (HPVS).
Current therapies can cause severe side-effects as they are not HPV-specific. Therefore, the
overall aim of this study was to develop novel HPV-specific therapeutic approaches.

Both the proliferation and viability of HPV-positive cancer cells depend on the concerted
action of the viral E6 and E7 oncogenes. Therefore, targeting the viral oncogenes for
functional inhibition could provide a rational approach for therapy. This study, for the first
time, identified a shRNA which can specifically inhibit HPV18 E7 expression. In addition, the
yeast two-hybrid technology allowed the identification of six peptides which interact with the
HPV18 E7 protein, both in yeast and mammalian cells. Binding of the peptides to E7 was
highly specific. Results from biochemical and functional analyses with shRNA and peptides
validated E7 as a therapeutic target, since inhibition of E7 in HPV-positive cancer cells acted
anti-proliferative by inducing cell cycle arrest in G1 and eventually led to senescence.
Besides the post-transcriptional active shRNA, three promoter-directed siRNAs were
identified which blocked the activity of the HPV18 upstream regulatory region.

Further insight into the mechanism of HPV-associated carcinogenesis was gained by the
identification and characterization of the Enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2) gene as novel
HPV target gene. Reportergene analyses revealed transcriptional induction of the EZH2
promoter by E7 via the pRb-E2F-pathway. Inhibition of EZH2 expression in HPV-positive
cells led to cell cycle arrest in G1, reduced cell growth, and apoptosis. In addition,
immunohistochemical analyses of tissue samples derived from normal tissue, dysplasia, or
tumor tissue revealed that HPV-positive lesions show high EZH2 expression levels.

Thus, the results of this study define EZH2 as a novel target gene for HPV E7. Furthermore,
the E7-specific inhibitors allow, for the first time, the targeted inhibition of endogenous E7
activity. They therefore should provide useful tools for further functional analyses of E7.
Notably, the specific effect of these inhibitors on E7 may provide a novel basis for the
development of therapeutic strategies for the treatment of HPV-positive preneoplastic and

neoplastic lesions.



1. Einleitung

1.1. Humane Papillomviren (HPV)

Virusinfektionen koénnen eine Ursache fur die Entwicklung von Krebs sein.
Schatzungsweise 15% der weltweiten Krebserkrankungen sind auf eine Infektion mit
Tumorviren, wie zum Beispiel den humanen Papillomviren (HPV), zurtickzufihren (Parkin
et al., 1984; Parkin et al., 2005).

Es sind mehr als 100 HPV-Typen bekannt, von denen rund ein Drittel Epithelzellen des
Genitaltraktes befallen (zur Hausen, 2002). Hierbei unterscheidet man so genannte ,low-
risk* HPV-Typen, wie HPV6 und 11, die lediglich benigne Genitalwarzen verursachen, von
so genannten ,high-risk” Typen, die die Bildung von malignen Lasionen und Tumoren
induzieren kénnen. Zu den high-risk Typen gehoren: HPV16, 18, 31, 33, 35 (Laimins,
1993; de Villiers, 1994; zur Hausen und de Villiers, 1994).

Durch eine HPV-Infektion kann unter anderem das Zervixkarzinom, die zweithaufigste
Krebsart bei Frauen weltweit, induziert werden (Pisani et al., 2002; Parkin et al., 2005).
Rund 94% aller Zervixkarzinome enthalten DNA von high-risk HPV-Typen (Walboomers
et al., 1999).

Die Ubertragung des Virus erfolgt durch sexuelle Kontakte, wobei nicht jede Infektion zur
Entwicklung von Krebs fuhrt. Die nach einer Infektion entstehenden Dysplasien bilden

sich meist innerhalb von 6-12 Monaten zurtick (Jenson et al., 1991; Hopfl et al., 2000).

1.1.1. Organisation der humanen Papillomviren

HPV sind kleine, nicht umhullte DNA-Viren (Klug und Finch, 1965). Das virale Genom
besteht aus einem circa 8000 bp langen, zirkularen, doppelstrangigen DNA-Molekl, das

in drei Regionen eingeteilt werden kann (Abb. 1.1.1.)

E2

L2
E1

E7

L1
URR 6

Abb. 1.1.1. Das Genom von HPV18. Die frihen Gene E1, E2, E4-E7 und die spaten Gene L1 und
L2 werden von einer gemeinsamen Kontrollregion (Upstream regulatory region, URR) reguliert (zur
Hausen, 1996).



Einleitung 4

Die frihen Gene (El, E2, E4-E7) kodieren flr sechs Proteine, die die Replikation des
Virusgenoms und die Zelltransformation steuern. Die spaten Gene (L1 und L2) kodieren fur
die beiden Strukturproteine des Kapsids (Engel et al., 1983). Die Expression aller viralen
Gene sowie auch die virale Replikation werden von einer circa 1000 bp umfassenden

Kontrollregion (Upstream Regulatory Region, URR) gesteuert.

1.1.2. Lebenszyklus humaner Papillomviren

Der Lebenszyklus humaner Papillomviren ist eng an den Differenzierungsgrad der befallenen
Epithelzellen gekoppelt (Laimins, 1993). Die Infektion erfolgt in undifferenzierten Zellen der
basalen Epithelschicht (Stratum basale), zu denen das Virus vermutlich durch Mikrolasionen
vordringt (Chow und Broker, 1997). Hier wird das virale Genom zuné&chst nur in geringem
Mal3e repliziert (Stubenrauch und Laimins, 1999) (Abb 1.1.2.).

@
® @
@
Stratum corneum (

Stratum granulosum .
. Differenzierungsgrad
. der Epithelzellen

[
- & &3

normal HPV-infected
epithelium

Stratum spinosum

Abb. 1.1.2. Der Lebenszyklus humaner Papillomviren. Das Virus infiziert undifferenzierte Zellen
des Stratum basale und nutzt die zellulare DNA-Synthesemaschinerie zur Replikation. Nach der
Zellteilung wandert eine Tochterzelle zum Stratum granulosum, wo weitere Virusreplikation, Synthese
der Kapsidproteine und Zusammensetzung der Viruspartikel erfolgen. Diese werden in den obersten
Gewebeschichten freigesetzt (Fehrmann und Laimins, 2003).

Nach der Zellteilung verbleibt eine Tochterzelle im Stratum basale und bildet somit ein
Reservoir fur weitere Zellteilungen. Da in diesem Gewebeabschnitt keine Viruspartikel
gebildet werden, die zur Zelllyse fuhren wirden, kdnnen infizierte Zellen bis zu mehreren
Jahren dort verbleiben (Stubenrauch und Laimins, 1999). Die andere Tochterzelle wandert
zu den oberen Gewebeschichten des Stratum granulosum. Erst hier, in vollstandig
differenzierten Zellen, kénnen die verstarkte Replikation des Virusgenoms und die Synthese
der Kapsidproteine erfolgen (Lambert, 1991). Dies fuhrt zur Bildung von Viruspartikeln in
den obersten Schichten des Stratum corneum und schlieBlich zur Freisetzung der
Viruspartikel (Durst et al., 1991; Laimins, 1993).
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1.2. HPV-assoziierte Karzinogenese

Eine dauerhafte Infektion mit high-risk HPV-Typen ist der wichtigste Faktor fir die
Entwicklung des Zervixkarzinoms (zur Hausen, 1996; Wallin et al., 1999). Im Rahmen einer
persistierenden HPV-Infektion integriert das Virus-Genom haufig in die Wirts-DNA (Schwarz
et al., 1985; Stoler et al., 1992). Dabei erfolgt die Integration meist im offenen Leseraster des
E2-Gens und fuhrt dadurch letztlich auch zum Verlust des E2-Proteins (Schwarz et al., 1985;
Baker et al., 1987). Da das E2-Protein als Repressor auf den gemeinsamen Promotor der
Onkogene E6 und E7 wirken kann, hat der Verlust des E2-Proteins eine verstarkte
Expression der beiden Onkogene zur Folge. Dies begunstigt die Krebsentstehung (Smotkin
und Wettstein, 1986; Androphy et al., 1987; Bernard et al., 1989; Jeon und Lambert, 1995).
Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von E6 und E7 in primaren humanen
Keratinozyten zur Immortalisierung der Zellen fihrt (Durst et al., 1987; Pirisi et al., 1987;
Hawley-Nelson et al., 1989; Munger et al., 1989a; Hudson et al., 1990). Zwar kdnnen die
Onkoproteine E6 und E7 auch unabh&ngig voneinander Zellen immortalisieren, die Effizienz
ist hierbei aber geringer als bei ihrer Koexpression (Durst et al., 1987; Munger et al., 1989a;
Halbert et al., 1991; McDougall, 1994).

Fur die Krebsentstehung ist die Expression der beiden Onkogene notwendig, aber nicht
hinreichend. Durch E6 und E7 transformierte Zellen sind zunéchst nicht tumorigen (Durst et
al., 1987; Woodworth et al., 1989). Erst zuséatzliche Ereignisse wie die Expression von
aktiviertem RAS- oder FOS-Onkogen fuhren zur Immortalisierung der Zellen (DiPaolo et al.,
1989; Durst et al., 1989).

1.3. Die viralen Onkoproteine E6 und E7

1.3.1. Das E6-Onkoprotein humaner high-risk Papillomviren

Das E6-Onkoprotein humaner Papillomviren besteht aus circa 150 Aminosduren und besitzt
4 Cys-X-X-Cys-Motive, die sich zu zwei Zinkfingern zusammenlagern kénnen (Grossman
und Laimins, 1989).

Fur das transformierende Potential des E6-Proteins sind Interaktionen mit verschiedenen
zellularen Proteinen maf3geblich. Eine wichtige Funktion stellt die Bindung des p53-Proteins
und die dadurch induzierte Degradation von p53 dar. Dies ist entscheidend im Rahmen der
Transformation und Karzinogenese, weil das p53-Protein als Tumorsuppressor eine wichtige
Rolle in der Zellzyklus-Kontrolle und der Apoptoseinduktion nach DNA-Schadigung spielt
(Maltzman und Czyzyk, 1984; Fritsche et al., 1993). Hohe p53-Spiegel stellen ein Hindernis
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fur die Virusreplikation dar, da hierfur die zellulare DNA-Synthesemaschinerie bendtigt wird
(Lepik et al., 1998; Lepik und Ustav, 2000).

Der proteasomale Abbau von p53 wird induziert, indem das E6-Protein einen ternaren
Komplex mit dem p53-Protein und der Ubiquitinligase E6AP bildet (Huibregtse et al., 1991).
AnschlieBend erfolgt die E6AP-vermittelte Ubiquitinierung des p53-Proteins (Scheffner et al.,
1990; Hubbert et al., 1992; Huibregtse et al., 1993). Durch die Degradation von p53
interferiert E6 mit der p5S3/PUMA/Bax-Kaskade und bt anti-apoptotische Aktivitat aus (Butz
et al., 2003; Vogt et al., 2006). Darlber hinaus kann E6 die Degradation der Proteine c-Myc
und BAK induzieren und hierdurch auch p53-unabhéngige Apoptosemechanismen inhibieren
(Gross-Mesilaty et al., 1998; Thomas und Banks, 1998).

1.3.2. Das E7-Onkoprotein humaner high-risk Papillomviren

Beim E7-Protein humaner Papillomviren vom high-risk Typ handelt es sich um ein circa 100
Aminosauren umfassendes Phosphoprotein, das zwei Cys-X-X-Cys-Zinkfingermotive enthalt.
Es besitzt dhnliche strukturelle und funktionelle Eigenschaften wie die Onkoproteine anderer
DNA-Tumorviren, namlich dem groRen Tumor Antigen (TAg) der Polyomaviren und dem
E1A-Protein der Adenoviren. Der N-terminale Bereich des E7-Proteins enthalt zwei
Domaénen, die den konservierten Regionen CR1 und CR2 (conserved region 1 und 2) dieser
Onkoproteine teilweise oder vollstdndig @hneln (Phelps et al., 1989). Die CR2-Sequenz
enthalt die zentrale Bindungsstelle fir das Retinoblastomprotein (pRb) (Phelps et al., 1992)
(Abb. 1.3.1.).

LxCxE
1 —— 37 98

| CR1 CR2 C-X-X-C C-X-X-C

Abbildung 1.3.1. Die Struktur des E7-Proteins von HPV16. Die drei Domanen des HPV16 E7-
Proteins sind schematisch dargestellt. Das pRb-Bindemotiv (LxCxE) und die Zinkfingermotive
(C-X-X-C) sind eingezeichnet. Die Nummern repréasentieren die Aminosaurepositionen. CR1/2:
Konsensusregion 1/2 (Munger et al., 2001)

Eine wichtige Funktion des E7-Onkoproteins ist die Interaktion mit den Proteinen der Pocket-
Protein-Familie, pRb, p107 und p130, wodurch die Degradation dieser Proteine induziert wird
(Berezutskaya et al., 1997; Classon und Dyson, 2001).

Das pRb-Protein spielt eine zentrale Rolle in der Zellzyklusregulation. Dabei wird die
Progression des Zellzyklus durch die sukzessive Phosphorylierung von pRb reguliert. Initial
wird pRb durch den Cyclin D/cdk4-Komplex phosphoryliert, wodurch die Bindung des pRb-
Proteins an E2F-Transkriptionsfaktoren aufgehoben wird. Die Freisetzung von E2F-Faktoren

fuhrt zur transkriptionellen Aktivierung einer Reihe von Genen, die fur den Zellzyklus
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regulierende Proteine kodieren. Dadurch erfolgt der Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus
(Edmonds und Vousden, 1989; Weintraub et al., 1995).

Durch die Bindung des E7-Proteins an pRb wird dessen Degradation tber den Proteasom-
Ubiquitin-Signalweg induziert. Dies hat zur Folge, dass die Menge an freiem E2F ansteigt
und der Zellzyklus in E7-exprimierenden Zellen dereguliert wird (Edmonds und Vousden,
1989; Jewers et al., 1992; Berezutskaya et al., 1997; Wang et al., 2001).

Der Anstieg der Menge an freien E2F-Faktoren hat jedoch auch zur Folge, dass das E2F-
regulierte p16-Protein vermehrt exprimiert wird. Beim diesem Protein handelt es sich um
einen Ubergeordneten Inhibitor der Zellzyklus-promovierenden Cyclin/cdk-Komplexe. Eine
vermehrte pl6-Expression hétte somit einen Zellzyklusarrest zur Folge, allerdings wird
dieser Kontrollpunkt in HPV-positiven Zellen umgangen, indem E7 die Cycline E und A direkt
aktiviert (Dyson et al., 1992; Arroyo et al., 1993; Tommasino et al., 1993; Mcintyre et al.,
1996) (Abb. 1.3.2)).

Auch die Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitoren p21 und p27 kénnen ein Voranschreiten des
Zellzyklus hemmen. Dies wird in HPV-positiven Karzinomzelllinien verhindert, indem das E7-
Protein an p21 und p27 bindet, diese funktionell inhibiert, und so auch diese Kontrollpunkte
aul3er Kraft setzt (Zerfass-Thome et al., 1996; Funk et al., 1997; Jones et al., 1997).

E7 \

Degradation

bRb SUEE cdk4d/6

l T
freies E2F —f— [p16]

p21 ‘ Cyclin A ‘_/

p27 Cyclin E

Abb. 1.3.2. Einfluss des E7-Onkoproteins auf Zellzyklusregulatoren. Das E7-Protein induziert die
Degradation von pRb. Dies fuhrt zur Freisetzung von E2F-Transkriptionsfaktoren, welche die
Expression E2F-abhangiger Gene induzieren. Dadurch wird auch die Expression des Cyclin-
abhangigen Kinase-Inhibitors p16 induziert. Der hieraus resultierende Zellzyklusblock wird durch
direkte Aktivierung der cdk2/Cyclin E/Cyclin A-Komplexe aufgehoben. Weiterhin inhibiert E7 auch die
Aktivitat der Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitoren p21 und p27.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das E7-Protein durch Interaktion mit
unterschiedlichen Zellzyklusregulatoren eine Progression des Zellzyklus induziert und somit

einen starken Wachstumsstimulus auf die Zellen austibt.
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1.3.3. Funktionelle Kooperation des E6- und E7-Onkoproteins

Wie bereits unter 1.2. erlautert, kbnnen das E6- und das E7-Protein gemeinsam Zellen mit
hoherer Effizienz transformieren als einzeln. Es wird vermutet, dass die beiden Proteine
funktionell kooperieren. Hierzu kann das unten gezeigte Modell aufgestellt werden
(Abb.1.3.3.) Demnach fuhrt die Deregulation des Zellzyklus durch E7 und der daraus
resultierende Wachstumsstimulus zur Apoptoseinduktion (Pan und Griep, 1994). Dies wird
auch auf eine Stabilisierung von p53 in Gegenwart von E7 zurickgefihrt (Demers et al.,

1994). Durch Degradierung von p53 kann das E6-Protein die Apoptoseinduktion inhibieren.

Apoptose- . D g Q

induktion

/ Eliminierung
|nh|b|ert @

pRb
Deregullerung o
von Zellwachstum Ef '”ht'b'e"t
und Differenzierung poptose *
Unkontrolliertes

Zellwachstum

Abb. 1.3.3. Funktionelle Kooperation der E6- und E7-Onkoproteine. Durch die E7-induzierte
Degradation von pRb werden Zellwachstum und Differenzierung dereguliert. Dies fihrt zur
Apoptoseinduktion (oberer Pfeil). Das E6-Protein kann jedoch Apoptose inhibieren, wodurch es zu
unkontrolliertem Zellwachstum kommt (unterer Pfeil).

Um die funktionelle Kooperation der beiden Onkoproteine weiter aufzuklaren, sind Analysen
nach gezielter Hemmung der E6- oder E7-Expression notwendig. Da gezeigt werden konnte,
dass die Deregulierung des pRb- und p53-Signalwegs durch die viralen Onkoproteine
reversibel ist, kann eine Hemmung der E6- und E7-Expression daneben auch eine nahere

Analyse dieser Signalwege ermoglichen (Goodwin und DiMaio, 2000; Butz et al., 2003).

1.4. Analyse der HPV-assoziierten Karzinogenese durch Transkriptomanalysen

Transkriptomanalysen sind ein moéglicher Ansatz zur Aufklarung der Rolle von E6 und E7 in
der HPV-assoziierten Karzinogenese. Das Verstédndnis der Karzinogeneseprozesse ist
Voraussetzung, um neue Angriffspunkte fur therapeutische Ansétze zu finden oder
molekulare Marker fur das Zervixkarzinom zu identifizieren.

In der Studie von Kuner et al. wurden die Effekte einer E6- und E6/E7-Hemmung auf
endogener Ebene durch RNA-Interferenz (RNAI) analysiert. Dieser Ansatz fuhrte zur
Identifizierung von 648 Genen, die entweder negativ reguliert (360 Gene) oder positiv
reguliert (288 Gene) waren (Kuner et al., 2007). Viele dieser Gene waren in Karzinogenese-

assoziierte Prozesse wie Apoptose- und Zellzykluskontrolle involviert. Eines der am
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deutlichsten regulierten Gene war in diesem Ansatz das humane Enhancer of Zeste
homolog 2 (EZH2)-Gen. Daher wurde dieses Gen fur weitere funktionelle Studien

ausgewahlt.

1.4.1. Das humane Enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2)-Gen

Das EZH2-Protein gehdort zur Gruppe der Polycomb-Proteine, einer Gruppe transkriptioneller
Inhibitoren, die epigenetische Genmodifikationen induzieren kdnnen. Diese spielen eine
wichtige Rolle in der Embryogenese, in der Entwicklung und Differenzierung, aber auch in
der Zellzyklusregulation. Polycomb-Proteine tiben ihre Aktivitat als Multiproteinkomplexe aus.
Das EZH2-Protein ist unter anderem Bestandteil des ,Polycomb Repressive Complex 2°
(PRC2) und bildet dessen katalytische Untereinheit. Es konnte gezeigt werden, dass EZH2
Histonmethyltransferase-Aktivitdt besitzt (Cao et al.,, 2002; Kuzmichev et al., 2002;
Kuzmichev et al., 2005).

Verschiedene Studien geben Hinweis darauf, dass EZH2 eine wichtige Rolle bei der
Krebsentstehung spielt. Wéahrend die EZH2-Expression im Normalgewebe meist ziemlich
schwach ist, wurden in einer Reihe von Krebsarten wie Brustkrebs (Kleer et al., 2003),
Prostatakrebs (Varambally et al., 2002; Saramaki et al., 2006), Leberkrebs (Sudo et al.,
2005; Chen et al., 2007), Lymphomen (Raaphorst, 2005), malignen Melanomen (McHugh et
al., 2007), Eierstockkrebs (Lu et al., 2007), Magenkrebs (Matsukawa et al., 2006) und
Blasenkrebs (Raman et al., 2005; Weikert et al., 2005) deutlich erhdohte EZH2-
Expressionsspiegel gefunden. Bei Brust- und Prostatakrebs korreliert eine vermehrte EZH2-
Expression mit der Aggressivitat der Erkrankung, daher haben EZH2-Proteinspiegel hier
prognostisches Potential (Varambally et al., 2002; Kleer et al., 2003; Ding et al., 2006; Ding
und Kleer, 2006). Eine verstarkte EZH2-Expression kann aus einer Amplifikation des EZH2-
Gens resultieren oder aus einer Deregulation des pRb-E2F-Signalwegs (Bracken et al.,
2003).

Die fortlaufende EZH2-Expression spielt moglicherweise eine entscheidende Rolle fir
Proliferation und Zellzyklusderegulation verschiedener Krebszellen. So fiihrte eine EZH2-
Inhibition durch siRNAs oder Antisense-Oligonukleotide zur Hemmung der DNA-Synthese
und inhibierte die Proliferation sowie die Progression des Zellzyklus in verschiedenen
Krebszelllinien (Fukuyama et al., 2000; Varambally et al., 2002; Tang et al., 2004; Croonquist
und Van Ness, 2005). Weiterhin flhrte die Expression von EZH2 in primaren Zellen zu einem
Wachstumsvorteil in vitro (Visser et al., 2001; Bracken et al., 2003; Kleer et al., 2003) und
nach Expression in NIH3T3-Zellen zur Bildung von Tumoren in Mausen (Croonquist und Van
Ness, 2005). Daher kann EZH2 als bona fide Onkogen wirken.
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Aufgrund dieser Eigenschaften konnte das EZH2-Gen einen interessanten therapeutischen
Angriffspunkt bei verschiedenen Krebserkrankungen darstellen und mdglicherweise auch als
prognostischer Marker genutzt werden. Ob EZH2 eine Rolle bei der HPV-assoziierten

Karzinogenese spielt, ist bislang nicht untersucht.

1.5. Therapeutische Strategien

In den letzten Jahren konnte die Inzidenz HPV-assoziierter, maligner Tumore in den
Industrielandern in erster Linie durch Préavention mittels zytologischer Analysen deutlich
eingedammt werden. Die erfolgreiche Anwendung solcher Analysen in flachendeckenden
Vorsorgeprogrammen hat die Sterberate durch das Zervixkarzinom deutlich reduziert. Ein
Beispiel hierfur sind GrofR3britannien und Nordirland, wo die Sterberate um bis zu 80%
reduziert werden konnte (Peto et al., 2004).

Durch die Einfiihrung einer prophylaktischen Impfung gegen high-risk HPV-Typen kdnnte die
Zahl der Neuerkrankungen in Zukunft weiter reduziert werden. Zwei Vakzine zeigten in
ersten klinischen Studien fast 100%igen Schutz vor dauerhaften HPV-Infektionen und HPV-
assoziierten Dysplasien (Harper et al., 2004, Villa et al., 2005) und sind mittlerweile von den
Zulassungsbehorden FDA und EMEA freigegeben worden.

Dennoch sind momentan noch zwei Generationen von Frauen dauerhaft mit high-risk HPV-
Typen infiziert. Ferner werden nicht alle high-risk HPV-Typen durch die Impfung abgedeckt.
AulRerdem sind diverse Probleme bei der Durchfiihrung einer flachendeckenden Impfung zu
erwarten. Zum einen treten 83% der Zervixkarzinomfélle in Entwicklungslandern auf (Parkin
et al., 2005). Hier sind die Impfmdglichkeiten und der Impferfolg durch fehlende finanzielle
Mittel, das Fehlen einer medizinischen Infrastruktur und ungiinstige Hygienebedingungen
eingeschrankt. Zum anderen gibt es auch in den Industrielandern Gruppen sozialer,
ethnischer und religioser Minderheiten, die durch eine flachendeckende Impfung nicht
erreicht werden oder diese eventuell ablehnen kdnnten. Es besteht demnach weiterhin
Bedarf an neuen Therapieansétzen fir HPV-induzierte Erkrankungen.

Bisherige Therapien gegen maligne Erkrankungen des Anogenitaltraktes, die durch eine
Infektion mit humanen Papillomviren verursacht wurden, sind die operative Entfernung
betroffener Regionen, die Applikation zytotoxischer Stoffe (Andrei et al., 2000) oder die
Verabreichung immunmodulatorischer Substanzen (Baker und Tyring, 1997). Diese
Therapien sind jedoch nicht HPV-spezifisch und bringen eine Reihe unerwinschter
Nebenwirkungen mit sich.

Da es zu dem E6- und dem E7-Onkoprotein keine homologen zellularen Proteine gibt,
kénnte durch eine Inhibition dieser zentralen Proteine der HPV-assoziierten Karzinogenese

hingegen eine spezifische Schadigung HPV-positiver Zellen erfolgen. Denkbare Anséatze
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hierfir sind die Hemmung der Onkogenexpression mittels RNAI (1.5.1. und 1.5.2.) oder die

Hemmung der Onkoproteinaktivitdt durch Peptide-Inhibitoren und Peptid-Aptamere (1.5.3.)

1.5.1. RNA-Interferenz (RNAI)

Die Hemmung der Genexpression durch kurze, doppelstrangige RNA-Molekile (short
interfering RNAs, siRNAs) wird als RNAIi bezeichnet. Erstmals wurde dieses Phanomen von
Fire und Kollegen 1998 fir C. elegans bechrieben. Hier flhrte die Injektion doppelstréngiger
RNA-Molekiile zu einer effizienten und sequenzspezifischen Hemmung der Genexpression
(Fire et al., 1998).

Mechanistisch werden dabei doppelstrdngige RNA-Molekile im Zytoplasma durch das
Enzym Dicer, welches RNase IllI-Aktivitat besitzt, in 19-25 nt lange siRNAs gespalten
(Elbashir et al., 2001a). Diese werden daraufhin in den ,RNA Induced Silencing Complex*
(RISC), einen Multiproteinkomplex mit Endonukleaseaktivitét, integriert. Die doppelstréngige
RNA wird durch RISC-assoziierte ATP-abhéngige Helikaseaktivitat aufgewunden und der
.Sense“-Strang wird degradiert. Der ,Antisense“-Strang leitet den RISC-Komplex dann zum
homologen Zieltranskript. Dieses wird durch die Endonuklease-Aktivitat des RISC-
Komplexes gespalten (Tuschl et al.,, 1999; Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001b)
(Abb. 1.5.1.)). Als Resultat wird die Genexpression durch RNAi auf Transkriptebene

gehemmt.

dsRNA

Spaltung durch
Dicer

e siRNAs

Aufnahme in den RISC-
E Komplex und Trennung
des Doppelstrangs

Q Ziel-mRNA
l

Spaltung der mRNA

Abb. 1.5.1. Mechanismus der RNAIi. Doppelstrangige RNA-Molekile (dsRNA) werden durch das
Enzym Dicer gespalten und die entstehenden siRNAs werden in den RISC-Komplex integriert. Nach
Aufwinden der Duplex und Degradation des ,Sense“-Stranges dirigiert der ,Antisense“-Strang den
RISC-Komplex zum Zieltranskript (Ziel-mRNA). Dieses wird durch die Endonuklease-Aktivitat von
RISC gespalten.

Durch Transfektion von synthetischen, kurzen doppelstrangigen RNA-Molekilen (siRNAs)

oder Expression von RNA-Transkripten mit Haarnadel-Struktur (small hairpin  RNAS,
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shRNAs) kann der RNAi-Mechanismus zur effizienten Hemmung der Genexpression in vitro
und in vivo genutzt werden (Dykxhoorn et al., 2003; Takeshita und Ochiya, 2006). Aufgrund
ihrer Effizienz und Spezifitat findet die RNAI inzwischen breite Anwendung in der
Molekularbiologie (Hannon und Rossi, 2004; Meister und Tuschl, 2004; Novina und Sharp,
2004). Die Entwicklung von RNAi-basierten Therapeutika kénnte auRerdem in Zukunft fir
eine zielgerichtete Therapie genutzt werden.

Es wurden bereits verschiedene Versuche unternommen, die Genexpression des E6- und
E7-Onkogens humaner Papillomviren mittels RNAi zu hemmen. Dabei filhrte die Hemmung
der E6-Expression zur Induktion von Apoptose (Jiang und Milner, 2002; Butz et al., 2003).
Die gleichzeitige Hemmung der E6- und E7-Expression hatte hingegen die Induktion von
Seneszenz zur Folge (Hall und Alexander, 2003). In vivo-Studien zeigten eine deutliche
Hemmung des Tumorwachstums und Apoptoseinduktion nach intratumoraler Injektion einer
gegen EG6 gerichteten siRNA in Mausen (Niu et al., 2006), sowie reduziertes Tumorwachstum
nach Behandlung von Mausen mit einem E6/E7-siRNA-Atelocollagen-Komplex (Fuijii et al.,
2006).

Wahrend E6 bereits als potentielles therapeutisches Zielprotein evaluiert worden ist, war es
bis dato nicht méglich, eine E7-spezifische siRNA zu generieren. Eine Schwierigkeit resultiert
dabei aus der komplexen Transkriptstruktur der HPV. Bicistronische mRNAs kodieren fir das
E6- und das E7-Protein der onkogenen HPV-Typen HPV16 und HPV18 (Doorbar et al.,
1990; Rohlfs et al., 1991). Fur HPV18 sind drei Transkriptklassen bekannt (Schneider-
Gadicke und Schwarz, 1987; Rosl et al.,, 1989; Tang et al., 2006) (Abb. 1.5.2.). Die
Transkripte der Klasse 1 besitzen die vollstandigen kodierenden Sequenzen fiir das E6- und
das E7-Protein. Da die beiden kodierenden Sequenzen nur durch wenige Nukleotide
getrennt sind, wird vermutet, dass eine effiziente Transkriptions-Reinitiation nicht mdglich ist
und die Transkripte der Klasse 1 daher vornehmlich fir E6 kodieren. Die Transkripte der
Klassen 2 und 3 werden in der kodierenden Sequenz fir das E6-Protein gespleifd3t und
kodieren fur das E7-Protein (Smotkin und Wettstein, 1986; Smotkin und Wettstein, 1987;
Sedman et al., 1991).

codiert
potentiell
fiir:
Transkript- 195 581 590 907 £ o £
Klasse 1 __w
p— sn{g:: _::;?A = msﬁe;:;g;mn
Transkript- 105 233 M6
anskript \— E6" + ET
klasse 2 gy T
messsssssmm °© " sIRNAs
(217..432)
Transkript_ 105 233 M6

Klasse 3 Eﬂ\/lm—“: E6* + E7

Abb. 1.5.2. HPV18 E6/E7-Transkripte mit siRNA-Zielsequenzen. Transkripte der Klasse 1 kodieren
fur E6, Transkripte der Klassen 2 und 3 kodieren fir E7. siRNA-Zielsequenzen fiir eine E6-spezifische
SiRNA (sil8EB6), eine E6/E7-siRNA (sil8E6/E7) und mdgliche E7-spezifische siRNAs (sil8E6*) sind
eingezeichnet. Die Nukleotidpositionen der Zielsequenzen sind angegeben (Cole und Danos, 1987).
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Wie in Abbildung 1.5.2. gezeigt, liegen die Zielsequenzen von siRNAs, die sowohl gegen E6
als auch E7 gerichtet sind, in der E7 kodierenden Sequenz (Kuner et al., 2007). Dadurch
werden alle drei Transkriptklassen angegriffen. Zur Generierung gegen EG6 gerichteter
SsiRNAs wurden Zielsequenzen im Bereich des E6-Introns ausgewéhlt, das nur in den
Transkripten der Klasse 1 enthalten ist (Jiang und Milner, 2002; Butz et al., 2003). So konnte
eine Spezifitdt fur die Transkripte der Klasse 1 erreicht werden. Um hingegen eine E7-
spezifische siRNA zu erhalten, missen Sequenzen ausgewéhlt werden, die im Bereich des
SpleiRdonor-/ akzeptoriiberganges der Transkripte 2 und 3 liegen, da dieser Bereich in den

Transkripten der Klasse 1 nicht enthalten ist.

Verschiedene siRNAs gegen das gleiche Zielgen konnen die Genexpression mit
unterschiedlicher Effizienz inhibieren. Tuschl und Kollegen stellten Richtlinien zur Konzeption
wirksamer siRNAs auf (Elbashir et al., 2002). Neuere Studien zeigen, dass die Effizienz der
RNAI weiter erhéht werden kann indem 27-29mer shRNAs eingesetzt werden. Diese sind
Substrate fUr das Dicer-Enzym und werden daher bereits stromaufwarts von Dicer in den
RNAi-Mechanismus integriert. Die Vorstellung ist hierbei, dass Dicer effizienter an
substratahnliche shRNAs binden kann, als an meist verwendete produktdhnliche 19mer
shRNAs. Vermutlich spielt das Dicer-Enzym eine Rolle bei der Integration der Spaltprodukte
in den RISC-Komplex, ebenso wie bei der Bildung des RISC-Komplexes, so dass eine
vorangehende Dicer-Integration der shRNA die Aufnahme in den RISC-Komplex verbessern
kann (Lee et al., 2004; Pham et al., 2004; Tomatri et al., 2004). In den Studien von Kim et al.
sowie Siolas et al. besalRen Dicer-Substrate mit einem 27-29 nt langen Stamm bei niedrigen
Konzentrationen bis zu 100fach héhere Effizienz als die entsprechenden 19mer shRNAs
(Kim et al., 2005; Siolas et al., 2005).

1.5.2. Transkriptionelle Hemmung der Genexpression durch siRNAs

Neben der klassischen RNAiI ist in Pflanzen (Mette et al., 2000), in Hefen (Schramke und
Allshire, 2004) und in Drosophila (Pal-Bhadra et al., 2002) ein weiterer Mechanismus zur
Hemmung der Genexpression durch siRNAs beschrieben. In Pflanzen kdnnen
doppelstrangige RNA-Molekiile, die komplementdr zu Promotorsequenzen sind, die
Genexpression durch de novo DNA-Methylierung inhibieren (RNA-dependent DNA-
Methylation, RADM). In der Hefe induzieren doppelstrangige RNA-Molekiile gegen repetitive
Sequenzen der Zentromerregion Chromatinmodifikationen und dadurch letztlich die Bildung

von transkriptionell inaktivem Heterochromatin (Volpe et al., 2002).

Jingere Studien geben Hinweis darauf, dass ein solcher transkriptioneller Mechanismus
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auch in Saugerzellen existiert. Mehreren Arbeitsgruppen gelang die Hemmung der
Genexpression verschiedener Gene durch siRNAs, die gegen Promotorregionen gerichtet
waren. Die Hemmung der Genexpression war zum Teil mit de novo DNA-Methylierung
verbunden (Kawasaki und Taira, 2004; Morris et al, 2004), zum Teil mit
Histonmodifikationen (Morris et al., 2004; Ting et al., 2005; Kim et al., 2006). Andere Studien
beschreiben eine Hemmung der Genexpression auch unabhéngig von DNA-Methylierung
oder Histon-Modifikationen (Park et al., 2004; Janowski und Corey, 2005). Der genaue
Mechanismus der transkriptionellen Hemmung der Genexpression in S&augerzellen ist
bislang ungeklart. Wenn er aber, wie diskutiert, stabile epigenetische Veradnderungen
induziert, hatte dies weitreichende therapeutische Implikationen. Denn so kénnte, im
Gegensatz zur transienten Hemmung der Genexpression durch klassische RNAI, die
Genexpression dauerhaft gehemmt werden und sogar an Tochterzellen vererbt werden
(Egger et al., 2004).

HPV koénnten ein interessantes Modellsystem zur Evaluierung Promotor-gerichteter siRNAs
darstellen. Die Expression der Onkogene E6 und E7 wird von einer 825 bp langen URR
reguliert. Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass die Aktivitait der URR durch DNA-
Methylierung reguliert wird (Rosl et al., 1993). In Tumorzelllinien oder Tumorbiopsien ist
dieser Bereich aulRerdem haufig demethyliert (Badal et al., 2004). Eine durch Promotor-
gerichtete siRNAs induzierte de novo Methylierung der URR kénnte somit die Expression der

Onkogene mdoglicherweise dauerhaft und spezifisch hemmen.

1.5.3. Peptid-Inhibitioren und Peptid-Aptamere

Wahrend durch RNAI und ahnliche nukleinsdurebasierte Ansatze, wie der Antisense- oder
Ribozym-Technologie, die Genexpression bereits auf Transkriptebene gehemmt wird,
kénnen lineare Peptide oder auch Peptid-Aptamere zur spezifischen Inhibition der
Proteinfunktion eingesetzt werden. Sie kdnnen spezifisch an ein Zielprotein binden und zum
Beispiel die Wechselwirkung mit zellularen Interaktionspartnern blockieren. Hierin liegt auch
ein Vorteil von Peptiden gegenuber sSiRNAs/shRNAs. Wahrend durch Hemmung der
Genexpression mittels RNAi alle Funktionen eines Proteins gleichzeitig blockiert werden,
kénnen durch Peptide selektiv einzelne Interaktionen blockiert werden (Cohen et al., 1998).

Im Gegensatz zu linearen Peptiden sind Peptid-Aptamere per Definition in ein Matrixprotein
integrierte Peptide. Sie sind daher in einer bestimmten Konformation fixiert und werden auf
der Oberflache des Fusionsproteins prasentiert. Dies verleint dem Peptidanteil hohere
proteolytische und konformelle Stabilitdt (Geyer und Brent, 2000). Auch kdnnen Peptid-

Aptamere im Vergleich zu homologen linearen Peptiden hdhere Affinitaten zu ihren
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Zielproteinen besitzen (Cohen et al., 1998; Fabbrizio et al., 1999). Andererseits kann das
Matrixprotein jedoch prinzipiell auch die Léslichkeit herabsetzen, unerwinschte
Wechselwirkungen mit dem Zielprotein eingehen, oder immunogen wirken.

Um Peptid-Aptamere oder lineare Peptide zu identifizieren, die an ein bestimmtes Zielprotein
binden, wird haufig das Hefe Zwei-Hybrid-System (Yeast Two-Hybrid, Y2H) genutzt. Im
Gegensatz zu reinen in vitro-Systemen, wie z.B. dem so genannten ,Phage Display“, kbnnen
hiermit Peptide identifiziert werden, die das Zielprotein unter intrazellularen Bedingungen in
der Hefe binden. Das Y2H-System wurde urspringlich von Fields und Song entwickelt und
wurde seitdem weiter verbessert und modifiziert (Fields und Song, 1989; Chien et al., 1991;
Uetz, 2002). Es besteht aus folgenden Komponenten:

a) Einem Zielprotein, das als Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdoméne eines
Transkriptionsfaktors, wie z.B. Gal4 aus der Hefe, exprimiert wird (Kéder-Protein).

b) Dem potentiellen Bindungspartner, das kénnen Proteine, Peptid-Aptamere oder
Peptide sein. Diese werden in Fusion mit der DNA-Aktivierungsdoméne des
Transkriptionsfaktors exprimiert (Beute-Protein).

c) Einem Selektionsmarker, dessen Promotor Bindungsstellen fir den entsprechenden
Transkriptionsfaktor besitzt.

Kommt eine Bindung zwischen dem Zielprotein und dem Bindungspartner zustande, so
werden dadurch DNA-Bindungsdomane und DNA-Aktivierungsdomane in rdumliche Néhe
gebracht (Abb.1.5.3.). Dies fuhrt zur Aktivierung der Transkription des Selektionsmarkers
(Luban und Goff, 1995).

Als Selektionsmarker werden haufig Gene verwendet, die fir Enzyme der Aminosaure- oder
Nukleotidsynthese kodieren. Die Aktivierung der Selektionsmarker erméglicht das Wachstum
auf Selektionsnahrbdden, denen bestimmte Aminosduren oder Basen fehlen. Das Fehlen
dieser Komponenten kann durch die Aktivierung der Selektionsmarker kompensiert werden.
Um falsch-positive Signale zu reduzieren, ist es sinnvoll, mehrere Selektionsmarker zu
verwenden. Falsch-positive Signale kénnen dadurch zustande kommen, dass Komponenten
der Biosynthesewege, an denen die von den Selektionsmarkern kodierten Enzyme beteiligt
sind, durch das Zielprotein oder die Peptide stabilisiert werden. Ein weiterer Grund fir falsch-
positive Signale kann die transkriptionelle Aktivierung der Expression eines der
Selektionsmarker durch Zielprotein oder Peptide sein. Ein Vorteil des Systems ist, dass
verschiedene Promotoren verwendet werden konnen, die unterschiedlich leicht aktiviert
werden. Differentielle Aktivierungen der Markergene kdnnen in diesem Fall erste Hinweise
Uber die Starke der intrazellularen Wechselwirkung zwischen Zielprotein und

Bindungspartner geben.
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Abb. 1.5.3. Das Y2H-System. Das Zielprotein (Koderprotein), hier HPV 18E7, wird als
Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdoméane des Gal4-Transkriptionsfaktors exprimiert (Gal4BD).
Die Beute-Peptide der Expressionsbank werden in Fusion mit der DNA-Aktivierungsdoméane des Gal4-
Transkriptionsfaktors (Gal4AD) exprimiert. Durch die Bindung eines Beute-Proteins an das Kdder-
Protein werden Aktivierungs- und Bindungsdoméne in raumliche Nahe gebracht und kénnen so als
Transkriptionsfaktor fungieren und die Expression eines Selektionsmarkers aktivieren.

Besonders interessante Zielproteine fir den Angriff durch inhibierende Peptide oder Peptid-
Aptamere sind virale Proteine. Zu diesen gibt es in der Regel keine homologen zellularen
Proteine und sie werden auch nur in virusinfizierten Zellen exprimiert. Potentielle Inhibitoren
sollten somit einen selektiven Effekt auf virushaltige Zellen austiben kénnen.

So konnten beispielsweise Peptid-Aptamere gegen das anti-apoptotische E6-Protein von
HPV16 generiert werden, die spezifisch Apoptose in HPV-positiven Zellen induzierten (Butz
et al., 2000).

Peptid-Aptamere und Peptide stellen somit nicht nur wirksame Hilfsmittel fir die
Grundlagenforschung zur Charakterisierung von Zielproteinen durch Struktur- und
Funktionsanalysen dar, sondern bieten dariber hinaus auch interessante
Anwendungsperspektiven fur zielgerichtete therapeutische Ansétze. Dabei konnen sie zur
Validierung therapeutischer Zielproteine genutzt werden. Zudem ist denkbar, ihr intrinsisches
therapeutisches Potential zu nutzen oder sie als Leitstrukturen fir niedermolekulare

Inhibitoren zu verwenden.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Die bisher angewandten Methoden zur Therapie des Zervixkarzinoms sind nicht HPV-
spezifisch und koénnen daher unerwinschte Nebenwirkungen mit sich bringen.
Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine Grundlage fiir die Entwicklung neuer,

HPV-spezifischer Therapieansatze zu schaffen.

Prinzipiell kann eine zielgerichtete Therapie des HPV-induzierten Zervixkarzinoms durch
Hemmung der viralen Onkogenexpression oder durch funktionelle Inhibition der
Onkoproteine ermdoglicht werden. Um den Beitrag des E7-Onkoproteins zur HPV-
assoziierten Karzinogenese auf endogener Ebene untersuchen zu kénnen, sollten daher E7-
spezifische Inhibitoren entwickelt werden. Hierbei sollten zwei Strategien verfolgt werden:
Erstens die Hemmung der Genexpression durch siRNAs und zweitens die funktionelle
Inhibition des Onkoproteins durch Peptide. Die biochemischen und zellbiologischen Effekte
einer E7-Hemmung sollten in funktionellen Analysen untersucht werden und das E7-Protein
hierdurch als potentielles therapeutisches Zielprotein evaluiert werden. Aul3erdem sollte am
Modellsystem der HPV18 URR untersucht werden, ob die Transkription der

Onkogenexpression durch siRNAs gehemmt werden kann.

SchlieBlich ist es auch unter therapeutischen Gesichtspunkten wichtig, Einblicke in die
genaue Funktionsweise der viralen Onkogene zu erhalten. Erganzend sollte daher auch der
Einfluss der Onkoproteine auf die Aktivitat des EZH2-Gens, das in Transkriptomanalysen als

potentielles HPV-Zielgen identifiziert wurde, untersucht werden.
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2. Ergebnisse

2.1. EZH2 - Ein neues Zielgen onkogener humaner Papillomviren

Das EZH2-Gen wurde in Mikroarray-Analysen, in denen Genexpressionmuster von Hela-
Zellen nach Hemmung der E6/E7-Onkogenexpression durch RNAI untersucht wurden, als
potentielles Zielgen fur die HPV-Onkoproteine identifiziert (Kuner et al., 2007). Dabei flhrte
die Behandlung mit einer gegen E6/E7 gerichteten siRNA zu einer 2,2-fachen Hemmung des
Signals fur EZH2 im Mikroarray. Nach Behandlung mit einer E6-spezifischen siRNA blieb
das EZH2-Signal jedoch unveréndert.

2.1.1. Inhibition der EG6/E7-Expression durch RNAi fihrt zur Hemmung der EZH2-

Expression

Zunachst sollten die Ergebnisse aus dem Array durch Westernblot- und Northernblot-
Analysen validiert werden. Hierzu wurden verschiedene HPV-positive Zellen, HeLa (HPV18-
positiv) sowie CaSki und SiHa (HPV16-positiv), mit einer siRNA gegen E6 oder gegen EG/E7
transfiziert. Die EZH2-Proteinexpression wurde mittels Westernblot-Analyse untersucht.
(Abb. 2.1.1. a, b). Dabei zeigte sich, dass die Hemmung der E6/E7-Expression zu einer
deutlichen Reduktion der EZH2-Expression fiuhrt. Hingegen hatte die alleinige Inhibition der

E6-Expression keinen Einfluss auf die EZH2-Expression.

Um weiterhin zu untersuchen, ob der Effekt spezifisch durch die Hemmung der viralen
Onkogenexpression induziert wird, wurden parallel Analysen in HPV-negativen U20S-
Osteosarkom-Zellen und MCF-7-Mammakarzinom-Zellen durchgefiihrt (Abb 2.1.1. c). Hier
fuhrte die Transfektion mit der E6- oder E6/E7-siRNA nicht zu einer Reduktion der EZH2-
Expression. Der Hemmeffekt ist demnach spezifisch fur HPV-positive Zellen.

In Northernblot-Analysen in HelLa-Zellen konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die
Inhibition der E6/E7-Expression auch zu deutlich niedrigeren EZH2-mRNA-Spiegeln fihrte
(Abb. 2.1.1. d).
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Abb. 2.1.1. Die Inhibition der E6/E7-Expression durch RNAi fuhrt zur Hemmung der EZH2-
Expression. (a-c) Westernblot-Analyse der EZH2-Proteinspiegel nach Behandlung von Hela-Zellen
(HPV18-positiv), CaSki- und SiHa-Zellen (beide HPV16-positiv) sowie U20S- und MCF-7-Zellen
(beide HPV-negativ) mit siRNAs gegen E6/E7 (Sil6E6/E7 oder sil8E6/E7), E6 allein (sil6E6 oder
Sil8E6) und EZH2 (siEZH2). siControl: Negativkontrolle; Tub: Tubulin-Protein, Ladekontrolle

(d) Northernblot-Analyse der EZH2-mRNA-Spiegel nach Transfektion von HeLa-Zellen mit sil8E6/E7,
SiEZH2 oder siControl. GAPDH: GAPDH-mRNA, Ladekontrolle
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Abb. 2.1.2. Die Reduktion der EZH2-Proteinspiegel folgt zeitlich der E7-Hemmung. Westernblot-
Analyse der EZH2- und HPV18 E7-Proteinspiegel nach Transfektion von HelLa-Zellen mit einer siRNA

gegen E6/E7 (sil8E6/E7). Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Transfektion
geerntet. siControl: Negativkontrolle; Tub: Ladekontrolle

siControl

In Zeitkinetik-Analysen konnte auf3erdem gezeigt werden, dass die Reduktion der EZH2-
Expression deutlich nach der Inhibition der E7-Expression erfolgt (Abb. 2.1.2.). Diese
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Beobachtung ist mit der Vorstellung vereinbar, dass die Aktivierung des EZH2-Gens Resultat

der viralen Onkogenaktivitat ist.

Zusammenfassend bestdtigen die Ergebnisse die Resultate der Mikroarray-Analysen. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der EG6/E7-Expression zu einer
deutlichen Hemmung der EZH2-Expression fuhrt, eine Inhibition der E6-Expression allein
jedoch nicht. Dies ergibt erste Hinweise darauf, dass das EZH2-Gen durch die HPV E7-

Onkogenexpression aktiviert werden konnte.

2.1.2. Die Expression von E7 aktiviert den EZH2-Promotor Giber den pRb-E2F Signalweg

Um zu Uberprifen, ob die Aktivierung von EZH2 durch die viralen Onkogene auf
Transkriptionsebene erfolgt, wurden Reportergen-Analysen durchgefiihrt. Hierbei wurden
Reporterkonstrukte verwendet, in denen das Luciferase-Gen unter der Kontrolle des EZH2-

Promotors steht.

Die ektopische Expression von E6 in MCF-7 Zellen hatte nur eine marginale Aktivierung des
EZH2-Promotors zur Folge, wahrend unter den gleichen Bedingungen die Aktivitat des p21-
Promotors, der durch p53 aktiviert wird, deutlich gehemmt wurde (Abb.2.1.3. a). Die
schwache Induktion des EZH2-Promotors nach E6-Expression kdnnte dabei aus der durch
E6-induzierten p53-Degradation resultieren, da p53 bereits als potentieller Inhibitor der
EZH2-Promotoraktivitat beschrieben wurde (Tang et al., 2004). In der Tat konnte eine leichte
Aktivierung des EZH2-Promotors auch nach Hemmung der p53-Expression durch RNAi
gezeigt werden (Abb. 2.1.3. b). Unter den gleichen experimentellen Bedingungen wurde die

Aktivitdt des p21-Promotors erwartungsgemal deutlich gehemmt.

Im Gegensatz zu der nur marginalen Aktivierung des EZH2-Promotors nach E6-Expression
fuhrte eine E7-Expression zu einer deutlichen Aktivierung des EZH2-Promotors um einen
Faktor funf bis sechs (Abb. 2.1.3. c). Da das EZH2-Gen als potentielles E2F-Zielgen
beschrieben wurde (Bracken et al., 2003), wurden Reportergenanalysen mit einem
trunkierten EZH2-Promotorkonstrukt ohne E2F-Bindestellen durchgefihrt. Dieses Konstrukt
wurde nicht mehr durch E7 aktiviert, was darauf hindeutet, dass die Aktivierung des EZH2-
Promotors durch E7 Gber E2F-Transkriptionsfaktoren vermittelt wird.

Die Aktivierung von E2F-Zielgenen durch E7 erfolgt vermutlich in erster Linie Uber die
Bindung von E7 an die Pocket-Proteine pRb, p107 und p130, wodurch deren Degradation
induziert wird (Munger et al., 1989b; Boyer et al., 1996). Dies fihrt zu einer Freisetzung von

E2F-Faktoren aus Komplexen mit den Pocket-Proteinen und der transkriptionellen
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Aktivierung von E2F-Zielgenen. Um zu Uberprifen, ob das pRb-Protein eine Rolle in der
transkriptionellen Aktivierung von EZH2 durch E7 spielt, wurden Reportergenanalysen in
C33a-Zellen durchgefiihrt. Diese HPV-negative Zervixkarzinomzelllinie exprimiert ein pRb-
Protein, das durch Mutation inaktiviert wurde (Scheffner et al., 1991), besitzt jedoch
funktionelles p107 und p130 (Barbie et al., 2003). Im Gegensatz zu der deutlichen
Aktivierung des EZH2-Promotors durch E7 in pRb-Wildtyp MCF-7-Zellen, konnte keine
Aktivierung in C33a-Zellen nachgewiesen werden (Abb.2.1.3. d). Dies deutet darauf hin,

dass funktionelles pRb fir die Aktivierung des EZH2-Promotors durch E7 bengtigt wird.
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Abb. 2.1.3. Der EZH2-Promotor wird priméar uber den E7/pRb/E2F-Signalweg aktiviert.
Reportergen-Analysen des EZH2-Promotors (schwarze Saulen) und des p21-Promotors (gestreifte
Saulen). (a) MCF-7-Zellen wurden mit Reporterkonstrukt und Leervektor RC/CMV (LV) bzw.
Expressionsvektoren fur das HPV16 E6- oder HPV18 E6-Protein transfiziert. (b) Alternativ wurde mit
dem pSuper-Vektor oder pSuper-p53-Vektor, der fir eine p53-shRNA kodiert, kotranfiziert. (c) MCF-7-
Zellen (Wildtyp-pRb) wurden entweder mit Wildtyp-EZH2-Promotor (wt) oder mit einem trunkiertem
EZH2-Promotorkonstrukt ohne E2F-Bindestellen (-E2F) transfiziert. Leervektor pCMXpll (LV) oder
Expressionsvektor fir HPV16 E7 oder HPV18 E7 wurden kotransfiziert. (d) C33a-Zellen (pRb durch
Mutation inaktiviert) wurden mit Wildtyp-EZH2-Promotor und Leervektor pCMXpll (LV) oder
Expressionsvektor fir HPV16 E7 oder HPV18 E7 wurden kotransfiziert. Gezeigt ist die Luciferase-
Aktivitat relativ zur Aktivitdt des Promotorkonstruktes nach Transfektion mit Leervektor (gleich 1.0
gesetzt) (RLA). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten, jeweils als Duplikate gemessen, + Standardabweichung.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Reportergen-Analysen darauf hin, dass EZH2

durch den E7/pRb/E2F-Signalweg auf Transkriptionsebene aktiviert werden kann.
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2.1.3. Die Hemmung der EZH2-Expression durch RNAI fuhrt zum Zellzyklus-Arrest in G1

und vermindertem Zellwachstum in HPV-positiven Zellen

Im Folgenden sollte ermittelt werden, welche Rolle EZH2 in der HPV-assoziierten
Karzinogenese spielt. Hierzu wurde der Einfluss der EZH2-Expression auf das Wachstum
HPV-positiver Zellen mit Hilfe der RNAI untersucht. Zunéchst wurde in Westernblot-Analysen
Uberpruft, ob die EZH2-Expression durch die EZH2-siRNA spezifisch gehemmt wurde. Dies
war 48 Stunden nach Transfektion in HPV-positiven HelLa-Zellen der Fall (Abb.2.1.4.a).
Zellzyklus-Analysen, die zum gleichen Zeitpunkt durchgefuhrt wurden, ergaben, dass die
Hemmung der EZH2-Expression zu einem Arrest in der G1-Phase fuhrte (Abb. 2.1.4.b). Fur
das korrekte Durchlaufen des Zellzyklus in HPV-positiven Zellen scheint die kontinuierliche

EZH2-Expression somit essentiell zu sein.
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Abb. 2.1.4. Die Hemmung der EZH2-Expression fuhrt zum Zellzyklus-Arrest in G1.
(a) Westernblot-Analyse der EZH2- und 18E7-Proteinspiegel, 48 Stunden nach Transfektion mit einer
EZH2-spezifischen siRNA in HelLa-Zellen. Tub: Ladekontrolle (b) Zellzyklus-Analyse von HelLa-Zellen
nach Transfektion mit sSiRNAs gegen EZH2 (siEZH2), 18E6 und E7 (sil8E6/E7) oder einer Kontroll-
SiRNA (siControl). Die Prozentanteile der Zellen in der G1-, S- oder G2-Phase sind angegeben.

Zur Analyse des Mechanismus, der dem G1-Arrest nach Hemmung der EZH2-Expression zu
Grunde liegt, wurden in Westernblot-Analysen die Expressionsspiegel der Cycline D1 und E
untersucht. Diese spielen eine wichtige Rolle am G1/S-Ubergang (Dowdy et al., 1993; De
Luca et al., 1997). Es zeigte sich, dass eine Hemmung der EZH2-Expression zu reduzierten
Proteinspiegeln von Cyclin D1 und Cyclin E fUhrte (Abb. 2.1.5.).
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Abb. 2.1.5. Die Inhibition der EZH2-Expression fuhrt zu reduzierten Cyclin D1- und Cyclin E-
Proteinspiegeln. Westernblot-Analyse der Cyclin D1- und Cyclin E-Protenspiegel 60 Stunden nach
Transfektion mit einer EZH2-spezifischen siRNA in HelLa-Zellen. Die Zellen wurden 24h nach
Transfektion fir 24h durch Serumentzug synchronisiert. Tub: Ladekontrolle; siControl:
Negativkontrolle; EZH2: EZH2-Proteinspiegel zur Kontrolle der Funktionalitat der siRNA.

Weiterhin wurde der Effekt einer Langzeithemmung der EZH2-Expression in HPV-positiven
Zellen untersucht. Hierzu wurden verschiedene Zelllinien stabil mit einem pSuper-Konstrukt
transfiziert, das fir eine EZH2-spezifische shRNA kodiert. Zur Kontrolle wurden HPV-
negative U20S-Osteosarkom-Zellen, die reduziertes Zellwachstum nach Hemmung der
EZH2-Expression zeigen (Bracken et al., 2003), unter den gleichen Bedingungen behandelt.

In allen behandelten Zelllinien fuhrte die Inhibition der EZH2-Expression zu deutlich
reduziertem Zellwachstum (Abb. 2.1.6.)
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Abb. 2.1.6. Die Langzeithemmung der EZH2-Expression fiuhrt zur Hemmung des
Zellwachstums. Wachstumsassay (Colony Formation Assay, CFA) in HPV18-positiven HelLa-Zellen,
HPV16-positiven CaSki- und SiHa-Zellen sowie HPV-negativen U20S-Zellen. Die Zellen wurden stabil
mit pSuper-Vektor bzw. pSuper-Control-Vektor (Control), pSuper-EZH2 und pSuper-E6/E7 transfiziert.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die fortlaufende EZH2-Expression ein entscheidender Faktor

fur das Wachstum HPV-positiver Zellen ist.

2.1.4. Die Hemmung des Zellwachstums ist mit Apoptoseinduktion assoziiert, nicht aber mit

Seneszenzinduktion

EZH2 scheint in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Funktionen fir das Wachstum und
Uberleben der Zellen zu besitzen. So wurde nach EZH2-Hemmung sowohl Apoptose in
MCF-7 Mammakarzinomzellen (Tan et al., 2007) als auch Seneszenz in humanen
Fibroblasten (Bracken et al., 2007) beobachtett Um den Mechanismus der
Wachstumshemmung nach Inhibition der EZH2-Expression in HPV-positiven Zellen néher zu

untersuchen, wurden Apoptose- und Seneszenz-Assays durchgefihrt.
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Abb. 2.1.7. Die Hemmung der EZH2-Expression fuhrt zur Apoptoseinduktion in HelLa-Zellen.
(a) HeLa-Zellen wurden mit siRNAs gegen EZH2 (siEZH2), E6/E7 (Si18E6/E7) oder mit einer Kontroll-
SiRNA (siControl) transfiziert, 72 h nach Transfektion fixiert und mittels Phasenkontrast-Mikroskopie
sichtbar gemacht (Ph). Zellkerne wurden mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht (DAPI), apoptotische
Zellen wurden durch TUNEL-Analyse bestimmt (TUNEL). (b) Quantitative Auswertung der TUNEL-
Analysen. Gezeigt ist der prozentuale Anteil TUNEL-positiver Zellen relativ zur Gesamtzellzahl. Hierzu
wurden drei reprasentative Ausschnitte ausgewertet, + Standardabweichung.
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Hierfir wurden HelLa-Zellen nach Hemmung der EZH2-Expression durch RNAi mittels
TUNEL-Assays auf eine mogliche Apoptoseinduktion hin untersucht. Bei der TUNEL-
Methode werden DNA-Einzelstrangbriiche, die im Rahmen der Apoptose vermehrt auftreten,
durch Anfarben mit einem Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen. Um die Zellzahl zu
bestimmen und die fir Apoptose typische Chromatinkondensation sichtbar zu machen,
wurden die Zellkerne aufRerdem mit dem Farbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

angefarbt.

Die Hemmung der EZH2-Expression fihrte in HeLa-Zellen zu einer deutlichen Steigerung
der Apoptoserate auf 20% im Vergleich zu Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA behandelt
wurden (< 1%) oder mit einer gegen E6/E7 gerichteten siRNA (< 1%). Die Zellzahl war
deutlich reduziert, die Kerne der verbleibenden Zellen waren zum Teil fragmentiert und
zeigten eine deutliche Anfarbung im TUNEL-Assay (Abb. 2.1.7.).

Mit EZH2- oder E6/E7-siRNA behandelte Zellen zeigten eine langgestreckte, abgeflachte
Morphologie, die typisch flr seneszente Zellen ist (Dimri et al., 1995) (Abb. 2.1.7.). Im
Vergleich waren Zellen, die mit einer EZH2-siRNA behandelt wurden, jedoch etwas dinner
und weniger abgeflacht. Besonders nach stabiler Transfektion mit pSuper-Konstrukten und
Selektion Uber bis zu 10 Tage wurden die morphologischen Unterschiede deutlich (Abb.
2.1.8)).

Um die Zellen auf eine mogliche Seneszenzinduktion zu uberprifen, wurden HelLa-Zellen
stabil mit pSuper-Konstrukten transfiziert, die entweder fir eine Kontroll-shRNA, EZH2-
shRNA oder E6/E7-shRNA kodierten. Bereits 8 Tage nach Transfektion konnte in Zellen, in
denen die E6/E7-Expression inhibiert war, eine deutlich erhdhte Aktivitdt des Seneszenz-
Markers SA-B-Galaktosidase (Dimri et al., 1995) nachgewiesen werden. Noch deutlicher war
dieser Effekt 10 Tage nach Transfektion zu beobachten (Abb. 2.1.8.). Die Hemmung der
EZH2-Expression hingegen fuhrte nicht zur Seneszenzinduktion. Die Zellzahl in den
Ansatzen mit EZH2-Hemmung war im Vergleich zu Zellen, in denen EG6/E7-Expression
inhibiert war, deutlich reduziert. Daher ist anzunehmen, dass in diesen Ansétzen die meisten

Zellen durch Apoptose eliminiert wurden.
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Abb. 2.1.8. Eine Hemmung der EZH2-Expression resultiert nicht in Seneszenz. HelLa-Zellen
wurden stabil mit pSuper-Control, pSuper-EZH2 oder pSuper-18E6/E7 transfiziert. Zehn Tage nach
Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Aktivitat des Seneszenz-Markers SA-B-Galaktosidase
durch Blaufarbung sichtbar gemacht. Oben: Durchlicht-Mikroskopie Unten: Phasenkontrast-
Mikroskopie

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Apoptose- und Seneszenz-Analysen darauf
hin, dass das verminderte Zellwachstum nach EZH2-Hemmung vorwiegend aus einem G1-
Arrest und der Apoptoseinduktion resultiert. Somit scheint EZH2 das Wachstum HPV-
positiver Zellen sowohl als Zellzyklusregulator als auch als Apoptose-Inhibitior zu
begtnstigen.

2.1.5. Differentielle Regulation von p21 und p53 nach Hemmung der EZH2-Expression

Die Kontrolle von Zellzyklus, Apoptose und Seneszenz kann entscheidend von der
Regulation von p53 und p21 abhangen. So kann p53 verschiedene Apoptoseregulatoren,
wie Bax und PUMA, induzieren (Vousden und Lu, 2002). Weiter fUhrt eine p53-Induktion
auch zur Aktivierung der p21-Expression (El-Deiry, 2003) und zum Zellzyklus-Arrest. Das
p21-Protein spielt auBerdem eine entscheidende Rolle bei der Seneszenzinduktion (Alcorta
et al.,, 1996; Fang et al., 1999). Zur genaueren Analyse der Mechanismen der Apoptose-
bzw. Seneszenzinduktion nach Hemmung der EZH2- oder E6/E7-Expression wurde daher

die Expression der Proteine p53 und p21 untersucht.

Die Inhibition der E6/E7-Expression fuhrte in HeLa-Zellen zu einer deutlichen Induktion der
p53- und p2l-Expression. Im Gegensatz dazu beeinflusste eine Hemmung der EZH2-

Expression die p53- und p21-Proteinspiegel nur marginal (Abb 2.1.9.). Auch wurde nach
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Hemmung der EZH2-Expression in HelLa-Zellen keine Induktion der Expression des pl6-

Proteins, das in vielen Zelllinien durch EZH2 negativ reguliert wird, beobachtet.

siControl
siEZH2
si18E6/E7

——

S~ e | EZH2
| — 18E7
[ o - 21

-] e

| —— | p16

Abb. 2.1.9. Die Hemmung der EZH2-Expression fuhrt nicht zur Induktion der p53-, p21- und
pl16-Expression. HelLa-Zellen wurden mit siRNAs gegen EZH2 (siEZH2) oder E6/E7 (Sil8E6/E7)
transfiziert und die p53-, p21- und pl6-Proteinspiegel mittels Westernblot-Analyse untersucht. EZH2-
und 18E7-Proteinspiegel wurden zur Kontrolle der RNAIi-Effizienz analysiert. Tub: Ladekontrolle;
siControl: Negativkontrolle

Die Diskrepanz im Phanotyp nach EZH2- oder E6/E7-Hemmung konnte daher auf der
differentiellen Regulierung von p53, p21 und pl6 in An- oder Abwesenheit der viralen

Onkoproteine beruhen.

2.1.6. Die EZH2-Expressionsspiegel sind in HPV-positiven Lasionen deutlich erhoht.

In den vorangehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass das E7-Protein die
Expression von EZH2 in vitro aktivieren kann. Um zu uberprifen, ob auch in vivo ein
Zusammenhang zwischen HPV und EZH2 besteht, wurden, in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Dirst in Jena, immunhistochemische Gewebeanalysen
durchgefuihrt. Die Expressionsmuster des EZH2-Proteins wurden in 20 Proben aus
Normalgewebe, Dysplasien und Tumorgewebe untersucht und mit dem Expressionsmuster
der HPV-Onkogene, des etablierten HPV-Markers p16 und des Proliferationsmarkers Ki67
verglichen.

Im Einklang mit der Hypothese, dass E7 zu einer Aktivierung der EZH2-Expression flhren
kann, zeigten HPV-positiv gefarbte Gewebeabschnitte deutlich erhdhte EZH2-
Expressionsspiegel (Abb. 2.1.10.).

AulRerdem wurden auch in Bereichen des Normalgewebes, insbesondere in den

parabasalen Gewebeschichten, erhdhte Expressionsspiegel von EZH2 gefunden. Diese
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korrelierten mit erhdhten Expressionsspiegeln des Proliferationsmarkers Ki67. Die
parabasalen Gewebeschichten zeichnen sich allgemein durch eine erhdhte Proliferationsrate
aus (Payne et al., 1996). Dies weist darauf hin, dass das EZH2-Gen auch tber HPV-

unabhangige Mechanismen induziert werden kann.

E6*I-E7 mRNA . p16IHC

I{‘?_-
e
/ " EZH2 IHC

Ki6é7 IHC

Abb. 2.1.10. Die EZH2-Expressionsspiegel sind in HPV-positiven Lasionen deutlich erhdht.
Immunhistochemische Féarbung einer zervikalen Lasion (Cervical intraepithelial lesions grade lll,
CIN Ill) fir HPV16 E6/E7, p16, Ki67 und EZH2.

Es konnten somit erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Expression der
E6/E7-Onkogene und erhohten EZH2-Proteinspiegeln in vivo gefunden werden. Diese
Ergebnisse sind vereinbar mit der Hypothese einer Aktivierung von EZH2 durch das HPV
E7-Protein. Die Resultate der Funktions- und Expressionsstudien weisen darauf hin, dass
EZH2 moglicherweise als neues therapeutisches Zielgen in HPV-induzierten Tumoren
dienen konnte. Weiterfihrende Studien an grof3eren Patientenkollektiven sind notwendig, um
Zu beurteilen, ob EZH2 - ahnlich wie fir das Prostata- und Mammakarzinom beschrieben
(Varambally et al., 2002; Kleer et al., 2003; Bachmann et al., 2006) - auch als prognostischer
Marker dienen kann.

2.2. Spezifische Hemmung der HPV18 E7-Expression durch RNAI

Die Studien zum E7-Zielgen EZH2 unterstreichen die zentrale Rolle des E7-Onkoproteins in
der HPV-assoziierten Karzinogenese. Fur weitere funktionelle Analysen und auch fur
maogliche HPV-spezifische Therapien sollten E7-spezifische Inhibitoren von grofRer

Bedeutung sein.
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Eine effiziente und spezifische Methode zur Hemmung der Genexpression ist die RNAI,
mittels derer die Genexpression auf Transkriptebene blockiert wird. Daher sollte im
Folgenden zunachst eine Strategie entwickelt werden, um mittels RNAi die E7-Expression

spezifisch zu inhibieren.

2.2.1. HPV18 E7-spezifische shRNAs

Wie bereits unter Punkt 1.5.1. erlautert, muss die Zielsequenz einer HPV18 E7-spezifischen
siRNA den Spleif3donor/-akzeptoriibergang der Transkripte 2 und 3 einschliel3en, um einen
selektiven Angriff auf die E7-kodierenden Transkripte zu ermdglichen. Nur dieser Bereich
unterscheidet die verschiedenen Transkriptklassen fur E6 und E7. Es wurden verschiedene
Zielsequenzen ausgewahlt, die den SpleiRdonor/-akzeptoribergang Uberspannen (Abb.
2.2.1).

splice site

217 115 432
5S¢ -TATTGGAARCTTACAGAGGETGCCTGCGETGCCAGA -3’

233
5/ -=CTTACAGAGETGCCTGCGG -3 18E6*-Z
5/ -TATTGGAACTTACAGAGGT -3 18E6”-A
5’ -TTGGRAACTTACAGRAGGTGC -3 18E6*-B
5’ -GAACTTACAGAGGETGCCTG-3 ' 18E6*-1
5/ =-AACTTACAGAGGTGCCTGC-3 18E6*-2
5/ -ACTTACAGAGGTGCCTGCG-37 18E6*-3
5’ -CAGARAGETGCCTGCGETGECC -3 18E6*-4

S’ ~-GAGETGCCTGCGETGCCAG -3 18E6*-5
5 -AGETGCCTGCGGTGCCAGA -3’  18E6*-6

Abb. 2.2.1. Zielsequenzen der HPV18 E7-spezifischen siRNAs. Gezeigt ist die Sequenz des
SpleiRdonor/-akzeptor-Ubergangs und darunter die Zielsequenzen der neun mdglichen HPV18 E7-
spezifischen siRNAs. Die Namen der siRNAs sind rechts angegeben.

2.2.2. 19mer shRNAs hemmen die HPV18 E7-Expression nicht

Fiar alle neun Zielsequenzen wurden pSuper-Konstrukte generiert, die fir 19mer RNA-
Molekile mit Haarnadelstruktur (short hairpin RNAs, shRNAs) kodieren. Diese werden durch
das Enzym Dicer zu siRNAs prozessiert und kénnen somit in den RNAi-Mechanismus

integriert werden. Jedoch inhibierte keine der shRNAs die E7-Expression (Abb. 2.2.2).
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Abb. 2.2.2. 19mer shRNAs hemmen die HVP18 E7-Expression nicht. HeLa-Zellen wurden mit den
aufgefuihrten pSuper-Konstrukten transfiziert und HPV18 E7-Proteinspiegel wurden mittels
Westernblot-Analyse untersucht. Zur Kontrolle wurde mit einem pSuper-Konstrukt gegen HPV18
EG6/E7 transfiziert. pSuper-Control: Negativkontrolle; Tub: Ladekontrolle

Eine mogliche Erklarung ist, dass die Zahl der moéglichen Zielsequenzen um den
SpleiRdonor/-akzeptoribergang sehr eingeschrankt ist. Daher gentgen viele der
ausgewahlten siRNAs den grundlegenden Kriterien zur Generierung effizienter sSiRNAs nicht.
So liegt der GC-Gehalt zum Teil deutlich auf3erhalb des optimalen Bereiches von 36-52%
(Elbashir et al., 2002; Reynolds et al., 2004).

2.2.3. Eine 29mer shRNA hemmt die HPV18 E7-Expression

Wie bereits unter 1.5.1. beschrieben, kann die Effizienz von shRNAs hoher sein, wenn diese
gute Substrate fur das Enzym Dicer sind. Die Umsetzung durch Dicer kann moglicherweise
erhoht werden, wenn der Stamm einer 19mer shRNA um 8-10 Nukleotide verlangert wird
(Kim et al., 2005; Siolas et al., 2005) (Abb. 2.2.3.).

29mer-Transkript
u
XNNNNNNNNNNNNNNNNNNNXCOOXKOXOXXX U
UUXNNNNNNNNNNNNNNNNNNNXXXXXXXXX &
G

Abb. 2.2.3. Struktur einer 29mer shRNA. Die Zielsequenz (N) wird im 29mer-Konstrukt um
10 Nukleotide verlangert (X). Diese sind homolog zur kodierenden Sequenz des Zieltranskripts.

Fir die Generierung von HPV18 E7-spezifischen 29mer shRNAs wurden die Zielsequenzen
um 10 Nukleotide der kodierenden Sequenz erweitert. Es wurden zunachst die beiden
Zielsequenzen ausgewahlt, die moéglichst zentral Uber dem SpleiRdonor/-akzeptoriibergang
liegen und einen akzeptablen GC-Gehalt besitzen (18E6*-Z und 18E6*-1, Abb. 2.2.1.).
Interessanterweise zeigte sich, dass die 29mer shRNA mit der Zielsequenz 18E6*-1, im
Folgenden pSuper-18E7-2#3 genannt, die E7-Expression in Westernblot- und Northernblot-
Analysen effizient inhibierte (Abb. 2.2.4.).
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Abb. 2.2.4. Die 29mer shRNA pSuper-18E7-2#3 hemmt die E7-Expression. HelLa-Zellen wurden
mit pSuper-Konstrukten gegen E7 (pSuper-18E6*-1: 19mer; pSuper-18E7-2#3: 29mer), gegen E6/E7
(pSuper-18E6/E7) oder pSuper-Control (Negativkontrolle) transfiziert. (a) In Westernblot-Analysen
wurde der Effekt auf die endogenen HPV18 E7-Proteinspiegel untersucht. Tub: Ladekontrolle (b) In

Northernblot-Analysen wurde der Effekt auf die endogenen HPV18 E6/E7-mRNA-Spiegel untersucht.
GAPDH: Ladekontrolle

Im Folgenden sollte tUberprift werden, ob die Prozessierung durch Dicer ein entscheidender
Faktor zur Effizienzsteigerung der RNAI ist. Hierzu wurde eine synthetische siRNA mit der
gleichen Zielsequenz wie die 29mer shRNA pSuper-18E7-2#3 generiert. Diese synthetische
siRNA wird - im Gegensatz zu pSuper-kodierten shRNAs - nicht durch Dicer prozessiert,
sondern direkt in den RISC-Komplex aufgenommen.

Westernblot-Analysen ergaben, dass die Expression des E7-Proteins durch Transfektion mit
der synthetischen siRNA sil8E7-2 nicht gehemmt wird (Abb. 2.2.5.). Dies steht im Einklang
mit der Vermutung, dass eine effiziente Prozessierung durch das Enzym Dicer die Effizienz
der Hemmung durch RNAI deutlich erhéht.

siControl
si18E7-2
si18EG/E7

Tub

- - 1BE7

Abb. 2.2.5. Eine synthetische 19mer siRNA hemmt die E7-Expression nicht. Eine synthetische
SiRNA mit der Zielsequenz des 29mers pSuper-18E7-2#3 (sil8E7-2) wurde in HelLa-Zellen transfiziert
und die Expression des HPV18 E7-Proteins wurde mittels Westernblot-Analyse untersucht. Als

Positivkontrolle wurde eine siRNA gegen 18E6/E7 transfiziert (Si18E6/E7). siControl: Negativkontrolle;
Tub: Ladekontrolle

Um die Effekte einer Hemmung der E7-Expression im Vergleich zur Inhibition der E6- oder
E6/E7-Expression vergleichend untersuchen zu kénnen, sollte zunachst die Spezifitat der
E7-Hemmung nachgewiesen werden. In Westernblot-Analysen konnte gezeigt werden, dass
das gegen HPV18 E7 gerichtete Konstrukt pSuper-18E7-2#3 zu einer deutlichen Hemmung
der endogenen E7-Expression fihrt, nicht aber zu einer Hemmung der Expression des E6-
Proteins. Da die endogenen Expressionsspiegel des E6-Proteins in HelLa-Zellen unterhalb

der Nachweisgrenze liegen, konnte in Westernblot-Analysen nur der Einfluss auf die
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ektopisch exprimierten E6-Proteinspiegel analysiert werden. Hiernach hemmt die HPV18 E7-
shRNA spezifisch die E7-Expression und fihrt somit nur zum Abbau der Transkripte, die in

der E6-kodierenden Sequenz gespleil3t wurden (Abb. 2.2.6.).
pSuper-

ontrol
18E7-2#3
18E6/E7

Abb. 2.2.6. Die Hemmung der E7-Expression fuhrt zu einer spezifischen Reduktion der E7-
Proteinspiegel, beeinflusst aber nicht die ektopische Expression von E6. Westernblot-Analyse
der endogenen HPV18 E7-Proteinspiegel und der ektopisch exprimierten HPV18 E6-Proteinspiegel in
HelLa-Zellen, nach Transfektion mit einer shRNA gegen E7 (pSuper-18E7-2#3), E6 (pSuper-18E6)
oder E6/E7 (pSuper-18E6/E7). pSuper-Control: Kontroll-shRNA; Tub: Ladekontrolle

Um die Spezifitait auch auf endogener Ebene zu Uberprifen, wurden RT-PCR-Analysen
durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde zunachst die Hemmung der EG6/E7-Expression in
Northernblot-Analysen verifiziert (Abb. 2.2.7. a). In den entsprechenden RT-PCR-Analysen
wurde erwartungsgemalf durch die Behandlung mit der HPV18 E7-spezifischen shRNA die
Expression der E7-Transkripte (T2/3) gehemmt (Abb. 2.2.7 b). Allerdings waren auch die
Expressionsspiegel der E6-Transkripte (T1) im Vergleich zur Behandlung mit einer
unspezifischen Kontroll-siRNA reduziert. Bei dem beobachteten Effekt auf die E6-Transkripte
kann es sich nicht um einen spezifischen siRNA-Effekt handeln, da die Zielsequenz der E7-
spezifischen shRNA in den EG6-Transkripten nicht zu finden ist. Eine mdogliche Erklarung
ware, dass eine E7-Hemmung die Proliferation HPV-positiver Zellen deutlich negativ reguliert
und dadurch ebenfalls die E6-Expression gehemmt wird.
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Abb. 2.2.7. Analyse der endogenen E7-Expression nach Behandlung mit der HPV18 E7-shRNA
in Northernblot- und RT-PCR-Analysen. HelLa-Zellen wurden mit pSuper-Konstrukten gegen E7
(pSuperl8E7-2#3) oder gegen E6/E7 (pSuper-18E6/E7) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurde
eine Gesamt-RNA-Extraktion durchgefihrt. Die HPV-Transkriptspiegel wurden (a) mittels
Northernblot-Analyse oder (b) mittels RT-PCR-Analyse mit Primern fir E6-kodierende Transkripte (T1)
oder E7-kodierende Transkripte (T2/3) untersucht. HPV Transkriptspiegel wurden relativ zu GAPDH
Transkriptspiegeln quantifiziert und sind in % angegeben. GAPDH: Ladekontrolle
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Zusammenfassend geben diese Analysen deutlichen Hinweis darauf, dass das Konstrukt

pSuper-18E7-2#3 spezifisch E7-kodierende Transkripte angreift.

2.2.4. Die Hemmung der HPV18 E7-Expression durch RNAI fuhrt zu Zellzyklus-Arrest in G1
und Stabilisierung der pRb-Proteinspiegel

Im Folgenden sollten die zellbiologischen Effekte einer E7-Hemmung auf HPV-positive
Zellen naher untersucht werden. Hierzu wurden zunachst Zellzyklusanalysen durchgefihrt.
Die Hemmung der E7-Expression durch die 29mer shRNA fiihrte in HelLa-Zellen zu einem
deutlichen Arrest in G1, vergleichbar mit dem Effekt der gleichzeitigen Hemmung der E6/E7-
Expression (Abb. 2.2.8.).

8 pSuper-Control 8 pSuper-18E7-2#3 g pSuper-18E6/E7
G1: 64 % G1: 77 % G1:75%
8 S:24% 8 $:10% 8 S:12%
G2: 12% G2: 13% G2: 13%
28 28 28
3 3 3
O8 °8 o8
= e g
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Abb. 2.2.8. Die Hemmung der E7-Expression fihrt zum Zellzyklus-Arrest in G1. Zellzyklus-
Analyse von HelLa-Zellen nach Transfektion mit pSuper-Konstrukten, die fir shRNAs gegen E7 allein
(pSuper-18E7-2#3) oder E6/E7 gemeinsam (pSuper-18E6/E7) kodieren. Die Prozentanteile der Zellen
in der G1-, S- oder G2-Phase sind angegeben. pSuper-Control: Negativkontrolle

Weiterhin hatte die Hemmung der E7-Expression einen Anstieg der endogenen pRb-
Proteinspiegel zur Folge (Abb. 2.2.9.). Auch eine Transfektion mit einer E6/E7-shRNA flhrte
zu erhdhten pRb-Proteinspiegeln.
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Abb. 2.2.9. Die Hemmung der HPV18 E7-Expression fihrt zu einer Stabilisierung der
endogenen pRb-Spiegel. HeLa-Zellen wurden mit pSuper-Konstrukten gegen E7 (pSuper-18E7-2#3)
oder E6/E7 (pSuper-18E6/E7) transfiziert und die HPV18 E7- und pRb-Proteinspiegel mittels
Westernblot-Analyse untersucht. pSuper-Control: Negativkontrolle; Tub: Ladekontrolle
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Dies lasst darauf schlieBen, dass der Arrest in der G1-Phase nach Hemmung der E7-
Expression aus der Stabilisierung der endogenen pRDb-Spiegel resultiert. Die Ergebnisse
stimmen mit Analysen Uberein, darauf hinweisen dass der pRb-Signalweg in HPV-positiven
Zellen nach Hemmung der E6/E7-Expression wieder vollstandig rekonstituiert werden kann
(Goodwin und DiMaio, 2000).

2.2.5. Eine Langzeitinhibition der E7-Expression in HPV18-positiven Zellen fihrt zu

vermindertem Zellwachstum und Seneszenz

Um die Folgen einer Langzeitinhibition der E7-Expression zu untersuchen, wurden ,Colony
Formation Assays" (CFA) durchgefuhrt. Die stabile Transfektion von HPV18-positiven Hel a-
Zellen mit dem pSuper-Konstrukt gegen E7 fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der
Kolonienzahl (Abb. 2.2.10.). Unter den gleichen Bedingungen wurde das Wachstum HPV-
negativer  H1299-Bronchialkarzinom-Zellen  oder = U20S-Osteosarkom-Zellen  nicht
beeinflusst. Die Hemmung der E7-Expression fihrt demnach zu einer spezifischen

Hemmung des Zellwachstums in HPV-positiven Zellen.

pSuper- pSuper- pSuper- pSuper-
Control 18E7-2#3 18E6/E7 18E6

H1299

u20s

Abb. 2.2.10. Eine Langzeithemmung der E7-Expression fuhrt zur spezifischen Hemmung des
Zellwachstums in HPV-positiven Zellen. CFA von HPV-positiven Hela-Zellen sowie von HPV-
negativen H1299- und U20S-Zellen. Die Zellen wurden stabil mit pSuper-Konstrukten transfiziert, die
gegen E7 allein (pSuper-18E7-2#3), E6 allein (pSuper-18E6) oder E6 und E7 (pSuper-18E6/E7)
gerichtet waren. pSuper-Control: Negativkontrolle

Die beobachtete Reduktion der Kolonienzahl nach Hemmung der E6- oder E6/E7-
Expression ist vermutlich auf verschiedene Mechanismen zurtckzufiihren. Wahrend eine
spezifische Inhibition der EG6-Expression die Induktion von Apoptose zur Folge hat
(Butz et al., 2003), fuhrt das gleichzeitige Blockieren der E6/E7-Expression zu Seneszenz
(Kuner et al., 2007).
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Aus diesem Grunde wurde der Mechanismus der Wachstumshemmung nach alleiniger

Inhibition der HVP18 E7-Expression in Seneszenz-Assays naher untersucht.

pSuper-Control pSuper-18E7-2#3 pSuper-18E6/E7
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Abb. 2.2.11. Hemmung der HPV18 E7-Expression fiihrt zu Seneszenz. HelLa-Zellen wurden stabil
mit pSuper-Control, pSuper-18E7-2#3 oder pSuper-18E6/E7 transfiziert. Zehn Tage nach Transfektion
wurden die Zellen fixiert und die Aktivitdit des Seneszenz-Markers SA-B-Galaktosidase durch
Blaufarbung sichtbar gemacht. 10x/20x DL: Durchlicht-Mikroskopie; 20x Ph: Phasenkontrast-
Mikroskopie

Die Hemmung der E7-Expression fihrte 8-10 Tage nach Transfektion zu einer deutlich
erhohten Aktivitdt des Seneszenz-Markers SA-B-Galaktosidase. Dies war ebenso nach einer

gleichzeitigen Hemmung der E6/E7-Expression zu beobachten (Abb. 2.2.11.).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch Hemmung der E7-Expression in HPV-
positiven Zellen spezifisch Seneszenz induziert wird. Da dieser Prozess irreversibel ist,
kénnten E7-hemmende Agenzien zu einer stabilen Blockade des Wachstums HPV-positiver

Tumorzellen fuhren.

2.3. Hemmung der Expression der Onkogene E6 und E7 durch TGS

Eine weitere Strategie zur Hemmung der viralen Onkogenexpression konnte die Blockade
der Genexpression auf Promotorebene durch sogenanntes ,Transcriptional Gene Silencing”
(TGS) sein. Im Gegensatz zur transienten Hemmung der Genexpression durch RNAI bietet
das TGS theoretisch die Moglichkeit, die Expression eines Zielgens dauerhaft zu inhibieren
(siehe 1.5.2.). Diese Mdglichkeit sollte im Modellsystem HPV18 untersucht werden. Da im
Genom humaner Papillomviren das E6- und das E7-Onkogen der Kontrolle eines
gemeinsamen Promotors unterstehen, sollte mit diesem Ansatz eine gleichzeitige Hemmung

der Expression beider Onkogene erfolgen.
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7501 caatacagta egctggecact attgcaaaat ttaatetttt gggecactget cctacatatt
7561 ttgaaccatt ggegegcctc tttggegcat acaaggegeca cctggtatta gtcattttee
7621 tgtccaggtg egectacaaca attgcttgea taactatatc cactccctat gtaataaaac
7681 tgcttttagg cacatatttt agtttgtttt tacttaagct aattgcatac ttggcttgta
7741 caactacttt catgtccaac attctgtcta cccttaacat gaactataat atgactaage
7801 tgtgcataca tagtttatge aacegaaata ggttgggeoag cacatactat actttte

1 attaatactt ttaacaattg tagtatataa aaaagggagt aacggaaaaQ'gggcgggacc

61 gaaaacggtg tatataaaag atgtgagaaa cacaccacaa tacgcg cgctttgagg
+1

Abb. 2.3.1. Zielsequenzen der Promotor-spezifischen siRNAs. Gezeigt ist die URR von HPV18 mit
den Zielsequenzen der Promotor-spezifischen siRNAs (1-7), CG-Motive sind hervorgehoben. Das E6-
Startkodon ist umrandet (+1).

Zur Generierung Promotor-spezifischer siRNAs wurden sieben Zielregionen in der URR von
HPV18 ausgewahlt. Da die Studie von Kawasaki et al. impliziert, dass TGS in Saugerzellen
durch de novo DNA-Methylierung von CpG-Motiven erfolgen kann (Kawasaki und Taira,
2004), schlossen die ausgewahlten Zielsequenzen alle in der URR vorkommenden CpG-
Motive ein (Abb.2.3.1.).

2.3.1. Promotor-spezifische siRNAs kénnen die HPV18 E6/E7-Expression hemmen

Zunachst wurden pSuper-Konstrukte fur die Expression von Promotor-spezifischen siRNAs
generiert und in HelLa-Zellen transfiziert. Dabei wurde jedoch kein signifikanter Einfluss auf
die E7-Expression beobachtet (Abb. 2.3.2.).

pSuper-
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18E6/E7
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Abb. 2.3.2. Vektorbasierte Promotor-spezifische shRNAs hemmen die HPV18 E7-Expression
nicht. HeLa-Zellen wurden mit pSuper-Konstrukten transfiziert, die fir Promotor-spezifische shRNAs
(1.1-7.5) kodieren, sowie mit einer 18E6/E7-shRNA, die gegen die HPV18 E6/E7-Transkripte gerichtet
ist (Positivkontrolle). Actin: B-Actin-Protein als Ladekontrolle; pSuper-Luc: Negativkontrolle (gegen die
MRNA des Luciferase-Gens gerichtet)

Eine mdgliche Erklarung fur die fehlende Wirksamkeit der siRNAs ist die Tatsache, dass sie,
um an den Promotor binden zu kénnen und um DNA- oder Chromatinmodifikation induzieren
zu koénnen, in den Zellkern gelangen muissen. pSuper-Konstrukte kodieren jedoch flr
shRNAs, die im Zellkern exprimiert werden und dann ins Zytoplasma exportiert werden, um
dort vom Dicer-Enzym zu siRNAs prozessiert zu werden. Vermutlich erfolgt ein Reimport der

funktionellen siRNAs in den Kern danach nur in geringem Mal3e. Synthetische SiRNAs
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hingegen, die mittels Lipofektion transfiziert werden, kénnen vermutlich direkt nach der
Transfektion in den Zellkern gelangen (Morris et al., 2004).

Deswegen wurden synthetische siRNAs gegen die in Abb. 2.3.1. dargestellten
Zielsequenzen generiert. Nach Transfektion wurde in HeLa-Zellen fur die SiRNAs 4s, 6s und
7s eine Hemmung der E7-Expression in Westernblot-Analysen beobachtet (Abb. 2.3.3. a).
Weiterhin konnte ein Anstieg der p53- und p21-Spiegel in Korrelation mit verminderten E7-
Spiegeln gefunden werden. Die Stabilisierung der p53-Spiegel resultiert vermutlich aus einer
Hemmung der E6-Expression und fuhrt zur Induktion der p21-Expression (Abb.2.3.3. a). Im
Einklang mit den Westernblot-Analysen fuhrte die Transfektion mit den siRNAs 4s, 6s und 7s
auch zu einer deutlichen Reduktion der E6/E7-Transkripte in Northernblot-Analysen (Abb.
2.3.3. h).
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Abb. 2.3.3. Promotor-spezifische synthetische siRNAs kdnnen die HPV18 E6/E7-Expression
hemmen. Hela-Zellen wurden mit Promotor-spezifischen siRNAs (1s-7s), sowie mit einer E6/E7-
siRNA, die gegen die HPV18 E6/E7-Transkripte gerichtet ist, transfiziert. a) Westernblot-Analyse der
HPV18 E7-, p53- und p2l-Proteinspiegel. Tub: Ladekontrolle b) Northernblot-Analyse der HPV18
E6/E7-Transkripte. GAPDH: Ladekontrolle; siControl: Negativkontrolle

Zusammenfassend geben diese Analysen erste Hinweise darauf, dass Promotor-spezifische
siRNAs die E6/E7-Expression inhibieren konnen.
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2.3.2. Der Effekt ist Promotor-spezifisch

Um zu untersuchen, ob der Effekt der siRNAs auf die E6/E7-Expression spezifisch fur den
HPV18-Promotor ist, wurden Reportergen-Analysen durchgefihrt. Hierfur wurden zunéchst
H1299-Bronchialkarzinom-Zellen generiert, die stabil das Luciferase-Reportergen unter der
Kontrolle der HPV18 URR exprimieren. Als Negativkontrolle wurden H1299-Zellen generiert,
die das Luciferase-Gen unter der Kontrolle des Actin-Promotors exprimieren. HPV-negative
H1299-Zellen wurden ausgewahlt, da so eine Beeinflussung der Analysen durch Effekte auf
die endogene E6/E7-Expression und somit auf die Proliferation der Zellen ausgeschlossen

werden kann.
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Abb. 2.3.4. Spezifische Hemmung der HPV18 URR durch die siRNAs 4s, 6s, 7s. H1299-Zellen die
stabil das Luciferase-Gen unter der Kontrolle der HPV18 URR exprimieren (p18URRL) wurden mit
den Promotor-spezifischen siRNAs 4s, 6s und 7s transfiziert. Als Kontrolle wurde der Effekt auf
H1299-Zellen untersucht, die das Luciferase-Gen und der Kontrolle des Actin-Promotors exprimieren
(pActinL). Die Luciferase-Aktivitat wurde 72 Stunden nach Transfektion bestimmt. Gezeigt ist die
relative Reduktion der Luciferase-Aktivitdt bezogen auf die Aktivitdt nach Transfektion mit einer
Kontroll-siRNA (siControl), die gleich 1.0 gesetzt wurde. Die Mittelwerte ergeben sich aus zwei
unabhangigen Experimenten, die jeweils im Duplikat durchgefiihrt wurden, + Standardabweichung.

Die beiden Zelllinien wurden mit den Promotor-spezifischen siRNAs 4s, 6s und 7s transfiziert
und im Anschluss der Einfluss auf die HPV18 URR untersucht. Hierbei fiihrte die
Transfektion mit den siRNAs 6s und 7s zu einer deutlich Hemmung der Promotoraktivitat fur
die HPV18 URR, jedoch nicht fir den Actin-Promotor (Abb. 2.3.4.). Dies lasst darauf
schliel3en, dass diese siRNAs spezifisch die Aktivitdt der HPV18 URR reprimieren.

2.3.3. Die Behandlung mit Promotor-spezifischen siRNAs fiihrt nicht zu de novo
Methylierung der HPV18 URR

In den Studien von Kawasaki et al. wurde als Mechanismus fir die Hemmung der
Genexpression durch Promotor-spezifische siRNAs eine de novo DNA-Methylierung der
Promotorregion an CpG-Motiven diskutiert (Kawasaki und Taira, 2004). Um zu Uberprifen,

ob die Hemmung der E6/E7-Expression in HelLa-Zellen auch mit DNA-Methylierung
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einhergeht, wurden Methylierungsanalysen durchgefiihrt. Hierzu wurde, nach Behandlung
mit den Promotor-spezifischen siRNAs, genomische DNA von Hela-Zellen mit
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen behandelt und in einer anschlieRenden PCR-
Reaktion auf die Methylierung von CpG-Motiven in der HPV18 URR getestet (Abb. 2.3.5.).
Das Restriktionsenzym Hhal schneidet innerhalb des PCR-Amplikons in der Zielregion der
4s-siRNA, das Restriktionsenzym Sau96l schneidet in der Zielregion der 7s-siRNA. Nur
wenn die entsprechenden CpG-Motive durch Methylierung vor den Restriktionsenzymen
geschutzt sind, bleibt die Region in der Analyse intakt und es wird ein PCR-Produkt erhalten.
Zur Kontrolle wurde genomische DNA aus Hela-Zellen mittels der bakteriellen Methylase
Sssl behandelt.

In diesen Analysen konnte nach Behandlung mit den Promotor-spezifischen siRNAs in
keinem Fall DNA-Methylierung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse liefern daher
keinen Anhalt daftr, dass die Methylierung von CpG-Motiven nach Behandlung mit
Promotor-spezifischen siRNAs im Falle der HPV18 URR der Mechanismus ist, der zur

Hemmung der Genexpression fihrt.
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Abb. 2.3.5. Die Behandlung mit Promotor-spezifischen siRNAs fuhrt nicht zur de novo
Methylierung der HPV18 URR. Nach Behandlung von Hela-Zellen mit Promotor-spezifischen
siRNAs (4s, 6s, 7s) fur 72 Stunden wurde eine Extraktion der genomischen DNA durchgefiihrt. Diese
wurde nach Verdau mit methylierungssensitiven Restriktionsenzymen Hhal (a) und Sau96l! (b) einer
PCR-Analyse unterzogen, in der ein Fragment der HPV18 URR amplifiziert wurde, das die
Zielsequenzen der siRNAs einschliel3t (HPV18 URR). Sssl: genomische DNA, die mit der bakteriellen
Methylase Sssl methyliert wurde. siControl und si18E6/E7: Negativkontrollen; GAPDH: Ladekontrolle

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass 3 siRNAs identfiziert werden konnten, die die

E6/E7-Expression auf Promotorebene inhibieren. Der Effekt ist spezifisch fur die HPV18
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URR, aber er ist ersten Analysen zufolge vermutlich nicht mit de novo DNA-Methylierung

assoziiert.

2.4. Spezifische Hemmung des HPV18 E7-Proteins durch Peptid-Inhibitoren

Auch wenn siRNA-basierte Therapieansatze sehr effizient und spezifisch scheinen, so bleibt
das groRte Problem der Transport der siRNAs ins Zielgewebe. Systemische Anwendungen
von siRNAs scheitern an der Degradation der siRNAs durch Serumnukleasen oder am
Abfangen der siRNAs durch Leber und Nieren. Bei lokaler Anwendung von siRNAs ist der
Membrantransfer problematisch. Eine Alternative bieten Peptid-basierte Therapieansatze. Im
Fall HPV-assoziierter Erkrankungen ist dabei eine topische Applikation mit Hilfe wvon
Proteintransduktionsdomanen (Derossi et al., 1996; Vives et al., 1997; Schwarze et al.,
1999) denkbar.

Um eine Basis fur die Entwicklung Peptid-basierter Therapeutika zu schaffen, sollten Peptid-
Inhibitoren gefunden werden, die spezifisch das E7-Onkoprotein von HPV18 binden und

dieses funktionell inhibieren kénnen.

2.4.1. Y2H Screen nach HPV18 E7-bindenden Peptiden

Um Peptid-Inhibitoren zu finden, die spezifisch an das E7-Protein von HPV18 binden, wurde
ein Hefe Zwei-Hybrid-Screen durchgefiihrt (Yeast Two-Hybrid, Y2H). Die hierbei verwendete
Bibliothek umfasste 1 x 10° randomisierte 60mer cDNA-Sequenzen, die fiir 20mer-Peptide in
Fusion mit der Gal4-DNA-Aktivierungsdomane kodierten. Fur den Screen wurden KF1-
Hefen, die das Koder-Plasmid pPc97-18E7 enthielten, mit der Peptid-Expressionbank
(Beute-Plasmid) transformiert. Es wurden 2,7 x 10° Hefetransformanten getestet, die
Bibliothek wurde somit 2,7mal abgedeckt. Positive Klone wurden danach in einer
Replikaplattierung daraufhin untersucht, ob sie verschiedene Selektionsmarker der Testhefe
aktivieren konnen (Abb. 2.4.1.).

Insgesamt konnten 69 Hefetransformanten den ADE2-Marker aktivieren, der bereits durch
sehr schwache Protein-Protein-Interaktionen induziert wird (Butz et al., 2000). Diese
Transformanten wurden mittels Re-Screen erneut auf die Aktivierung von ADE2, sowie
zusatzlich von HIS3 nach Zusatz von 40 mM 3-AT, oder von URA3 getestet. Hier aktivierten
30 Hefetransformanten den His3-Marker, 18 Hefetransformanten auch den URA3-Marker,
dessen Promotor ein negativ regulatorisches Element besitzt. Deshalb wird letzterer Marker

nur durch relativ starke Wechselwirkungen aktiviert.
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Kéder-Plasmid Beute-Plasmid

sequenzielle
pPC97- Transformation pADpep2-
GAL4-BD-18E7 des Hefestamms KF1 GAL4-AD-cDNS

(Expressionsbank)

Leu

SCREEN:

2,7 x 108 Hefetransformanten wurden getestet

v

Replikaplattierung:
Von 69 Hefetransformanten

v

69 Hefetransformanten, die den ADE2-Marker aktivierten

‘

Re-Screen:

aktivierte Marker Hefetransformanten

ADE2 56
HIS3 mit 40mm 3°AT 30
URA3 18

v

Sequenzierung:
Von 43 Hefetransformanten, die im Re-Screen positiv waren

'

Klonierung in den pAct2-Vektor und
Checkmate-Analysen

Abb. 2.4.1. Durch einen Y2H Screen wurden 43 Peptide identifiziert, die in der Hefe an das
HPV18 E7-Protein binden. Das Koéder-Plasmid pPC97-18E7 und die Peptid-Expressionsbank
pADpep2 (Beute-Plasmid) wurden in KF1l-Hefen sequenziell transformiert. Es wurden 2,7 X 10°
Hefetransformanten im Screen getestet, davon aktivierten 69 den ADE2-Marker. Diese wurden im Re-
Screen auf die Aktivierung weiterer Marker getestet. Hier aktivierten 56 Hefetransformanten den
ADE2-Marker, 30 Hefetransformanten den HIS3-Marker und 18 Hefetransformanten aktivierten auch
den URA3-Marker. Transformanten, die mindestens 2 Markergene aktivierten, wurden sequenziert
und fur Checkmate-Analysen in den pAct2-Vektor kloniert (sieh Abb. 2.4.2.).

Insgesamt zeigten 48 Hefetransformanten eine moderate bis starke Protein-Protein-
Wechselwirkung. Die in ihnen enthaltenen Plasmide wurden isoliert und durch DNA-
Sequenzierung analysiert. Zwei Hefetransformanten waren doppelt vertreten, fur drei Klone

lie3 sich die Sequenz aufgrund von Sequenzierproblemen nicht aufschliisseln.

2.4.2. Einige der identifizierten Proteine binden HPV18 E7 auch in Saugerzellen

Um zu testen, ob die im Hefe-Screen identifizierten HPV18 E7-bindenden Peptide auch in

Saugerzellen an das E7-Protein binden, wurden Checkmate-Analysen durchgefihrt. Das
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Checkmate-System ist ein dem Y2H-System analoges System fir Bindungsanalysen in
Saugerzellen.

Zunachst wurden alle 43 Peptide auf ihre Bindung an das E7-Protein in HelLa-Zellen
untersucht (Abb.2.4.2.a). Peptide, die zu einer mindestens dreifachen Aktivierung der
Luciferase-Aktivitat fihrten, wurden au3erdem in HPV-negativen H1299-Bronchialkarzinom-
Zellen getestet, um mogliche Nebeneffekte der Peptide auf endogenes HPV18 E7-Protein
auszuschlieBen. In den H1299-Zellen fuhrte die Bindung von 6 Peptiden ebenfalls zu einer
deutlichen Induktion der Luciferase-Aktivitat (Abb. 2.4.2.b). Diese Peptide wurden fur weitere

funktionelle Analysen ausgewahlt.
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Abb. 2.4.2. Peptid-E7-Interaktionen in Saugerzellen. Checkmate-Analysen der Bindung HPV18 E7-
spezifischer Peptide an HPV18 E7 (a) in HeLa-Zellen und (b) in HPV-negativen H1299-Zellen. Die
Zellen wurden mit Checkmate-Expressionsvektoren fiir die Peptide und das HPV18 E7-Protein, sowie
Reporterplasmid pG5Luc kotransfiziert. Gezeigt ist die relative Luciferase-Aktivitat als Mittelwert aus
drei unabhéngigen Experimenten, die jeweils als Duplikate durchgefiihrt wurden. Als Positivkontrolle
(pRb) diente die Bindung zwischen dem pRb-Protein und HPV18 E7, als Basiswert (1,0) wurde die
Luciferase-Aktivitat nach Kotransfektion von HPV18 E7 mit pAct2-Leervektor verwendet (LV).



Ergebnisse 43

2.4.3. Die Bindung der Peptide an das HPV18 E7-Protein ist hochspezifisch

Sowohl fur funktionelle Analysen als auch fur einen méglichen therapeutischen Einsatz ist es
wichtig, die Spezifitat der Bindung zwischen den Peptiden und dem HPV18 E7-Protein zu
testen. Hierzu wurden die Interaktionen zwischen den Peptiden und dem E7-Protein von
HPV18, HPV16, HPV1, HPV6 und HPV11l, dem EG6-Protein von HPV16 und dem pRb-
Protein getestet. Bis auf eine schwache Bindung zwischen dem Peptid Pep68 und dem
HPV16 E7-Protein war die Bindung der Peptide hochspezifisch und nur fir das HPV18 E7-
Protein nachweisbar (Abb.2.4.3.).

Peptid 18E7 16E7 16E6 1E7 6E7 11E7 pRb

1 +++ - - - - - -

4 +++ - - - - - -

21 ++ - - - - - -

45 +++ - - - - - -

49 ++ - - - - - -

68 +++ + - - - - -
Aktivierung

+++ HIS3, ADE2, URA3 — starke Bindung
++ HIS3, ADEZ — mittelstarke Bindung

+  HIS3 - schwache Bindung

- keine Bindung

Abb. 2.4.3. Die Bindung der Peptide ist hochspezifisch fir das E7-Protein von HPV18. Y2H-
Analyse der HPV18 E7-bindenden Peptide (Pep 1, 4, 21, 45, 49, 68) und der Proteiner HPV18 E7,
HPV16 E7, HPV16 E6, HPV1 E7, HPV6 E7, HPV1l E7, pRb. Es wurde auf die Aktivierung der
Reportergene HIS3, ADE2 und URA3 getestet.

2.4.4. Die HPV18 E7-bindenden Peptide Pep21, Pep45 und Pep49 interferieren mit der
Bindung zwischen E7 und pRb

Inhibitorische Peptide kdnnen auf verschiedene Arten mit der Funktion ihres Zielproteins
interferieren. Eine Mdglichkeit ist die Blockierung der Bindung des Zielproteins an einen
zellularen Interaktionspartner. Im Falle des HPV18 E7-Proteins war eine Interferenz mit der
pRb-Bindung von besonderem Interesse, da diese entscheidend fur das transformierende
Potential von high-risk E7-Proteinen ist (Jones und Munger, 1997).

Die HPV18 E7-bindenden Peptide wurden daher daraufhin untersucht, ob sie mit der E7-
pRb-Bindung interferieren kénnen. Hierzu wurde die Bindung zwischen HPV18 E7 und pRb
im Checkmate-System bei Koexpression der Peptide untersucht. Drei Peptide, Pep45,
Pep49 und Pep68, fuhrten zu einer deutlichen Reduktion der Luciferase-Aktivitaten, was
darauf hindeutet, dass sie mit der Bindung zwischen E7 und pRb interferieren kénnen (Abb.
2.4.4.). Die Expression eines Kontrollpeptids (C1/1), das an das Core-Protein des Hepatitis
B-Virus (HBV) bindet, hatte keinen Einfluss auf die HPV18 E7-pRb-Bindung.
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Abb. 2.4.4. Die Peptide Pep2l, Pep45 und Pep49 interferieren mit der HPV18 E7-pRb-
Interaktion. HelLa-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fur das HPV18 E7-Protein, das pRb-
Protein und die HPV18 E7-bindenden Peptide Pepl, 4, 21, 45, 49 und 68 transfiziert und die relative
Luciferase-Aktivitait (RLA) bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten, die jeweils als Duplikate durchgefuhrt wurden. pRb: Bindung zwischen pRb und
HPV18 E7 gleich 1.0 gesetzt. C1/1:Kontrollpeptid, das an das HBV-Core-Protein bindet; LV: Basiswert
nach Koexpression von HPV18 E7 mit dem pAct2-Leervektor

2.4.5. Die HPV18 E7-bindenden Peptide Pepl, Pep21 und Pep68 hemmen spezifisch das
Wachstum HPV-positiver Zellen

Die zellbiologischen Effekte der HPV18 E7-bindenden Peptide auf HPV-positive Zellen
wurden in einem Wachstumsassay (CFA) untersucht. Das Peptid Pepl hemmte deutlich das
Wachstum HPV-positiver HeLa-Zellen, die Peptide Pep21 und Pep 68 fiihrten ebenfalls zu
einer geringeren Kolonienzahl, wenn auch in geringerem Mal3e (Abb. 2.4.5.). Keines der
Peptide beeinflusste das Wachstum HPV-negativer H1299- oder U20S-Zellen. Die

wachstumshemmenden Effekte der Peptide sind somit spezifisch fir HPV-positive Zellen.

cin Pep1 Pep4 Pep21 Pep45 Pep49 Pep68

—

HelLa

H1299

u20s

Abb. 2.4.5. Die HPV18 E7-bindenden Peptide Pepl, Pep21, und Pep68 hemmen spezifisch das
Wachstum HPV-positiver Zellen. CFA in HPV-positiven HelLa-Zellen sowie HPV-negativen H1299-
und U20S-Zellen. Die Zellen wurden stabil mit Expressionsvektoren fur die aufgefihrten HPV18 E7-
bindenden Peptide transfiziert. C1/1:Kontrollpeptid, das an das HBV-Core-Protein bindet
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Zusammenfassend wurden sechs Peptide identifiziert, die selektiv an das HPV18 E7-Protein
binden. Die Bindung konnte in Hefe und S&ugerzellen nachgewiesen werden. Spezifische
Peptide beeinflussten die Bindung zwischen HPV18 E7 und pRb und/oder hemmten selektiv
das Wachstum HPV-positiver Zellen. Diese Peptide sollten eine Grundlage fir weitere
Funktionsanalysen des E7-Proteins bieten und eine Basis fir neue E7-spezifische

Therapieansétze darstellen.
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3. Diskussion

Das HPV-induzierte Zervixkarzinom ist weltweit die zweithdufigste Krebsart bei Frauen
(Pisani et al., 2002; Parkin et al., 2005). Die bisher in der Klinik eingesetzten
Therapiestrategien sind nicht HPV-spezifisch und bringen daher unerwinschte
Nebenwirkungen mit sich (Baker und Tyring, 1997). Prinzipiell ist es vorstellbar,
zielgerichtete Therapieansatze zu entwickeln, die sich entweder gegen die viralen Onkogene
richten oder aber an den zellularen Regulationsmechanismen angreifen, die durch onkogene
HPVs dereguliert werden. Letzterer Gesichtspunkt macht es notwendig, die Mechanismen
der HPV-assoziierten Karzinogenese im Detail aufzuklaren und die intrazellularen

Angriffspunkte der viralen Onkogene zu identifizieren.

Transkriptomanalysen identifizierten das Enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2)-Gen als ein
maogliches neues HPV-Zielgen (Kuner et al.,, 2007). Das EZH2-Gen wurde in den
vorliegenden Untersuchungen fir weitere funktionelle Analysen ausgewdhlt, da es bereits
mit der Entstehung von verschiedenen Krebsarten, die nicht mit Viren assoziiert sind, in
Verbindung gebracht wird. So wurden erhdhte EZH2-Expressionsspiegel bei Brustkrebs
(Kleer et al., 2003), Prostatakrebs (Varambally et al., 2002; Saramaki et al.,, 2006)
Leberkrebs (Sudo et al., 2005; Chen et al., 2007), Lymphomen (Raaphorst, 2005), malignen
Melanomen (McHugh et al.,, 2007), Eierstockkrebs (Lu et al., 2007), Magenkrebs
(Matsukawa et al., 2006) und Blasenkrebs (Raman et al., 2005; Weikert et al., 2005)
gefunden. Dabei korrelierten erhdhte EZH2-Proteinspiegel bei Brust- und Prostatakrebs mit
der Aggressivitat der Erkrankung (Varambally et al., 2002; Kleer et al., 2003; Bachmann et
al., 2006). Bei Patientinnen mit erhéhtem Brustkrebsrisiko wiederum kann eine verstarkte
EZH2-Expression bereits in nicht malignen Vorlauferzellen gefunden werden (Ding et al.,
2006; Ding und Kleer, 2006). EZH2 konnte so als neuer diagnostischer und/oder

prognostischer Marker bei Tumorerkrankungen dienen.

Die vorliegende Arbeit ergibt erstmals einen direkten Hinweis, dass EZH2 auch eine wichtige
Rolle bei der HPV-assoziierten Karzinogenese spielt. So konnte gezeigt werden, dass eine
Inhibition der EG6/E7-Expression zu einer Reduktion von EZH2 Transkript- und
Proteinspiegeln fuhrt. Dies weist darauf hin, dass die EZH2-Expression durch die viralen
Onkogene aktiviert wird. Diese Hypothese konnte durch die Ergebnisse aus
Reportergenanalysen gefestigt werden. Sie zeigten, dass das E7-Onkoprotein den EZH2-
Promotor aktivieren kann. Vergleichende Analysen in Zellen mit unterschiedlichem pRb-
Status zeigten zudem, dass der Effekt von E7 vermutlich primar Uber den pRb/E2F-

Signalweg vermittelt wird. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Analysen von
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Bracken und Kollegen, nach denen EZH2 Uber den pRb/E2F-Signalweg aktiviert werden
kann (Bracken et al., 2003). Da in der HPV-assoziierten Karzinogenese abnormes
Zellwachstum aus der Deregulierung des pRb/E2F-Signalwegs resultiert, ist es mdoglich,
dass die Aktivierung von EZH2 in diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle fir das

Zellwachstum spielt.

Weiterhin ist auch eine Aktivierung der EZH2-Expression durch das EG6-Onkoprotein
vorstellbar. In einer Studie wurde gezeigt, dass ektopisch exprimiertem p53-Protein einen
hemmenden Effekt auf den EZH2-Promotor ausiibt (Tang et al., 2004). Da die Expression
von E6 zur Degradierung von p53 fihrt, konnte dies eine Aktivierung des EZH2-Promotors
zur Folge haben. In Reportergenanalysen konnte jedoch nur eine marginale Aktivierung des
EZH2-Promotors nach Expression von E6 gefunden werden. Eine mégliche Erklarung fir
diesen Unterschied zu oben genannter Publikation ware die Tatsache, dass in den
vorliegenden Arbeiten endogene p53-Proteinspiegel an Stelle von stark Uberexprimiertem
p53-Protein analysiert wurden. Um die Beitrdge des E6- und E7-Onkogens genauer zu
untersuchen, konnte in zukinftigen Experimenten auch die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte HPV18 E7-spezifische shRNA Anwendung finden.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der EZH2-Promotor in HPV-positiven
Zellen vorwiegend uber den E7/pRb/E2F-Signalweg aktiviert wird. Es stellte sich daher die
Frage, welche Rolle die Aktivierung von EZH2 durch die E7/pRb/E2F-Kaskade im Rahmen
der HPV-assoziierten Karzinogenese spielt. Untersuchungen fir andere Tumorformen
zeigten, dass die Proliferation von Krebszelllinien von der fortlaufenden Expression des
EZH2-Proteins abhangen kann (Varambally et al., 2002; Bracken et al., 2003; Tang et al.,
2004). Zellzyklus- und Zellwachstumsassays nach Inhibition der EZH2-Expression durch
RNAI zeigten, dass eine fortlaufende Expression des EZH2-Proteins auch essentiell fir das

Wachstum HPV-positiver Zellen ist.

In Zellzyklus-Analysen war ein G1-Arrest nach Hemmung der EZH2-Expression in HelLa-
Zellen zu beobachten. Ahnlich wurde in MCF-7-Mammakarzinomzellen ein deutlicher G1-
Arrest nach EZH2-Hemmung nachgewiesen (Shi et al., 2007). Auch in eigenen
Experimenten wurde in Nierenzellkarzinomzellen ein G1-Arrest nach gezielter Hemmung der
EZH2-Expression beobachtet (Wagener, Holland et al., zur Vertffentlichung eingereicht).
Der Beitrag von EZH2 zum Voranschreiten des Zellzyklus scheint jedoch zelltypspezifisch zu
sein. So wurde fir U20S-Osteosarkomzellen (Bracken et al., 2003), RWPE- und PC3-
Prostatakarzinomzellen sowie humane embryonale Fibroblasten (WI-38) - nhach Hemmung

der EZH2-Expression - auch ein G2/M-Arrest beschrieben (Varambally et al., 2002; Tang et
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al., 2004). Da der pRb/E2F-Signalweg in vielen Krebszelllinien auf unterschiedliche Weise
dereguliert ist (Classon und Harlow, 2002), und EZH2 tber den pRb/E2F-Signalweg reguliert
wird, ist denkbar, dass dies der Grund fir die unterschiedlichen Effekte auf die

Zellzyklusregulation ist.

Um den G1-Arrest und die daraus resultierende Wachstumshemmung naher zu
charakterisieren, muss die Frage untersucht werden, ob EZH2 Zellzyklusregulatoren
modulieren kann. Hierzu ist bislang noch wenig bekannt. Im Allgemeinen wird EZH2 als
transkriptioneller Repressor beschrieben, der z.B. im PRC2 Histon- und DNA-Methylierung
induziert und hierdurch die Genexpression hemmen kann (Cao et al., 2002; Kuzmichev et
al., 2002; Kuzmichev et al., 2005). Allerdings ergaben die Studien von Bracken und
Kollegen, dass die Expression E2F-regulierter Gene, insbesondere der Cycline D1, E1, A2
und B2, nach Hemmung der EZH2-Expression durch RNAi deutlich inhibiert wird. (Bracken
et al., 2003). Hiernach misste EZH2 auch als Aktivator dieser Gene wirken kénnen. Kiirzlich
wurde zum ersten Mal ein méglicher Mechanismus zur Aktivierung der Genexpression durch
EZH2 beschrieben. In MCF-7-Mammakarzinomzellen interagierte EZH2 mit Komponenten
des Ostrogenrezeptor-Signalwegs und des Wnt-Signalwegs und konnte hierdurch die
Expression von Cyclin D1 und c-Myc induzieren (Shi et al., 2007). Auch im Rahmen dieser
Arbeit wurden Hinweise auf eine mogliche Aktivierung der Genexpression durch EZH2
gefunden. So war die Expression der beim G1/S-Ubergang aktiven Cycline D1 und E nach
Inhibition der EZH2-Expression in HelLa-Zellen gehemmt, im Einklang mit den Studien von
Shi et al. und Bracken et al. (Bracken et al., 2003; Shi et al., 2007). Dies weist darauf hin,
dass EZH2 die G1/S-Progression HPV-positiver Zellen durch eine Aktivierung von Cyclin D1

und Cyclin E stimuliert.

Die in Wachstumsassays beobachtete deutliche Hemmung der Kolonienzahl nach EZH2-
Hemmung resultiert jedoch nicht allein aus dem G1-Arrest der HPV-positiven
Zervixkarzinomzellen. So konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Hemmung der EZH2-
Expression auRerdem auch zu einer deutlichen Apoptoseinduktion in HPV-positiven Zellen
fuhrt. Dies deutet auf eine anti-apoptotische Aktivitat des EZH2-Proteins hin. Bislang liegen
nur sehr wenige Daten Uber eine mdgliche Rolle von EZH2 fir die Apoptose-Regulation vor,
die zudem in der Literatur kontrovers diskutiert werden. So konnten in einer Studie in
humanen embryonalen Fibroblasten keine Anzeichen fir Apoptose nach Hemmung der
EZH2-Expression durch RNAi gefunden werden (Tang et al., 2004). Ebenso flhrte eine
Transfektion nicht-tumorigener Brustepithelzellen (MCF-10A) mit einer EZH2-spezifischen
siRNA nicht zur Induktion von Apoptose, wohingegen unter gleichen Bedingungen in

Mammakarzinomzellen (MCF-7) Apoptose induziert werden konnte. Moglicherweise ist die
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Apoptoseinduktion nach Hemmung der EZH2-Expression ein spezifischer Effekt in
Tumorzellen (Tan et al., 2007). Ahnlich wurde auch in Nierenzellkarzinomzellen eine erhéhte
Apoptoserate nach Hemmung der EZH2-Expression beobachtet (Wagener, Holland et al.,
zur Vertffentlichung eingereicht). Allerdings beeinflusste die Hemmung der EZH2-
Expression das Wachstum von Prostatakarzinom-Vorlauferzellen nicht (Berezovska et al.,
2006) Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse in HPV-positiven
Zervixkarzinomzellen unterstiitzen die Hypothese, dass die Hemmung der EZH2-Expression

einen Anstieg der Apoptoserate zur Folge haben kann.

Ein weiterer moglicher Mechanismus, der zu einer Reduktion der Zellzahl in
Wachstumsassays fuhren kann, ist die Induktion von Seneszenz. So konnte von Bracken
und Kollegen nach Hemmung der EZH2-Expression in humanen Fibroblasten Seneszenz
beobachtet werden. Die Hemmung der E6/E7-Expression fihrt in HPV-positiven Zellen
ebenfalls zu Seneszenz (Johung et al., 2007; Kuner et al., 2007). Im Unterschied zur
Situation nach Inhibition der E6/E7-Expression ergaben die vorliegenden Arbeiten nach
Hemmung der EZH2-Expression jedoch keinen Anhalt fir eine Seneszenzinduktion HPV-
positiver Zellen. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist die differentielle Regulierung der p21-
Expression nach Hemmung der E6/E7- oder EZH2-Expression, da die Stimulation von p21
als wesentlicher Faktor fur die Seneszenzinduktion in HPV-positiven Karzinomzellen
diskutiert wird (Wells et al., 2000). Wahrend nach einer Hemmung der E6/E7-Expression die
p21-Spiegel deutlich anstiegen und Seneszenz induziert wurde, hatte die Hemmung der

EZH2-Expression nur einen marginalen Steigerungseffekt auf die p21-Proteinspiegel.

Auch die pl16-Proteinspiegel blieben nach Hemmung der EZH2-Expression in HelLa-Zellen
unverandert. Interessanterweise wurde EZH2 als Repressor des pl6-Gens beschrieben
(Kotake et al., 2007), so dass eine Hemmung der EZH2-Expression eigentlich eine erhéhte
pl6-Expression zur Folge haben sollte. Allerdings muss fiir eine Modulation der pl6-
Expression durch EZH2 der pRb-Signalweg intakt sein, da das pRb-Protein den PRC2 zum
pl6-Genlokus rekrutiert, wodurch erst die Hemmung der Genexpression ermdglicht wird. Da
der pRb-Signhalweg in HPV-positiven Zellen jedoch durch das E7-Onkogen dereguliert ist,
besteht die Mdglichkeit, dass das E7-Onkogen die Regulierung der pl6-Expression durch
EZH2 aufhebt. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestitzt, dass die Expression
von E7 in humanen Fibroblasten zu einem deutlichen Anstieg der pl6-Expression flhrte
(Kotake et al., 2007).

Auch die in in vivo-Studien erhaltenen Daten weisen auf einen Zusammenhang zwischen der

viralen Onkogenexpression und der EZH2-Expression hin. So ergaben immunhisto-
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chemische Analysen, dass HPV-positive Lasionen typischerweise deutlich erhéhte EZH2-
Expressionsspiegel zeigen. Dies ist kompatibel mit der Vorstellung, dass onkogene HPVs
zur Aktivierung der EZH2-Expression beitragen kdnnen. Es muss aber an diesem Punkt
betont werden, dass diese Beobachtung keinen endgiltigen Beweis flr einen direkten
kausalen Zusammenhang darstellt. Denn auch die parabasalen Gewebeschichten der
normalen Zervix-Mukosa wiesen eine erhdhte EZH2-Expression auf. Die vermehrte EZH2-
Expression in diesen Bereichen kann mdoglicherweise dadurch erklart werden, dass die
Proliferationsrate in diesen Gewebeschichten erhoht ist (Barbie et al., 2003) und somit grol3e
Mengen an freien E2F-Faktoren vorliegen, die die EZH2-Expression induzieren kénnen. Mit
dem gemeinsamen Nenner einer erhohten EZH2-Expression kdonnten HPVs daher in den
Tumorlasionen &ahnliche Mechanismen aktivieren, wie sie auch fir die (physiologische)

Proliferation der Parabasalzellen genutzt werden.

Die erhdhte Expression von EZH2 in den Tumorgeweben stellt zudem die Frage, ob EZH2 -
wie fur andere Tumorformen beschrieben (s.0.) - moglicherweise auch beim Zervixkarzinom
als diagnostischer/prognostischer Marker nutzbar ist. Derartige Untersuchungen miften an

grolReren Patientenkollektiven durchgefihrt werden, um statistisch solide Daten zu erhalten.

Insgesamt konnte in diesen Untersuchungsabschnitten EZH2 erstmalig als Zielgen fur das
HPV E7-Onkoprotein identifiziert werden. Da die kontinuierliche EZH2-Expression essentiell
fur die Proliferation HPV-positiver Zellen ist und gleichzeitig anti-apoptotisch wirkt, besitzt
EZH2 das Potential, als neues therapeutisches Zielgen beim Zervixkarzinom zu dienen.
Neben Ansétzen, die direkt die EZH2-Funktion hemmen kdnnten, wie beispielsweise die
Anwendung von 3-Deazaneplanozin A, das die proteasomale Degradation von EZH2
induziert (Tan et al., 2007), sollten auch Inhibitoren des E7-Proteins grol3es therapeutisches

Potential besitzen.

Ein Vorteil von E7-Inhibitoren ist es, dass E7 - im Gegensatz zu EZH2 - ausschliel3lich in
HPV-infizierten Zellen exprimiert wird und es keine zellularen homologen Gene oder Proteine
gibt (Munger et al., 2001). Konzeptionell sollte dies einen spezifischen Angriff auf HPV-
positive Dysplasien oder Karzinome ermoglichen. Uber diese therapeutischen Aspekte
hinaus konnten solche spezifischen E7-Inhibitoren aul3erdem wirkungsvolle Werkzeuge sein,

um die molekularen Mechanismen der HPV-assoziierten Karzinogenese weiter aufzukaren.

Untersuchungen Uber die Rolle von E7 in HPV-positiven Karzinomzellen standen bislang vor
dem Problem, dass keine geeigneten E7-spezifischen Inhibitoren verfigbar sind. Eine

Hemmung der E7-Expression oder Funktion ist prinzipiell auf verschiedene Arten denkbar,
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zum einen auf Transkriptebene durch RNAIi, zum anderen auf Proteinebene durch Peptid-
Inhibitoren. Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmalig eine HVP18 E7-spezifische shRNA

sowie neue HPV18 E7-spezifische Peptid-Inhibitoren generiert werden.

Da das HPV E6- und E7-Protein von teilweise gemeinsamen bicistronischen mRNAs
translatiert werden, kann eine spezifische Hemmung von E7 nicht Gber den simplen Einsatz
von siRNAs, die gegen E7-Sequenzen gerichtet sind, erreicht werden. Aufgrund des
bicistronischen Charakters der mRNAs wirden sie gleichzeitig auch Transkripte angreifen,
die fur E6 kodieren. Vielmehr war es notwendig, selektiv Transkripte der Klassen 2 und 3
anzugreifen, die fur E7 kodieren (Abb. 1.5.2.). Hierflr konnten nur Zielsequenzen in deren
spezifischem Spleil3donor/-akzeptoribergang dienen. Allerdings bewirkte zunachst keine der
untersuchten neun verschiedenen vektorkodierten shRNAs gegen die Splei3donor-/
akzeptorzielregion eine Hemmung der E7-Expression. Dies konnte durch eine geringe
Effizienz der verwendeten shRNAs erklart werden. Wichtige Faktoren, die zur RNAI-Effizienz
beitragen, sind die Zuganglichkeit der Zielsequenz und die thermodynamischen
Eigenschaften der siRNA-Duplex, die sich ebenfalls aus der siRNA-Sequenz ergeben
(Schwarz et al., 2003; Reynolds et al., 2004; Heale et al., 2005). Fur die Auswahl der HVP18
E7-spezifischen shRNA gab es jedoch nur eine begrenzte Zahl méglicher Zielsequenzen im
Bereich des relativ kurzen SpleilRdonor/-akzeptoribergangs. Daher erflillten die generierten
19mer shRNAs nur zum Teil die Kriterien zur Generierung effzienter siRNAs nach Tuschl
(Elbashir et al., 2002). Auch ist nicht bekannt, wie gut die Zuganglichkeit der Zielsequenzen
im Transkript ist. So wurde bei Studien mit Antisense-Oligonukleotiden gegen E6/E7-
Transkripte haufig eine geringe Hemmeffizienz beobachtet, was auf eine mangelnde

Zuganglichkeit des Transkripts zurtickgefuhrt wurde (Venturini et al., 1999).

Interessanterweise konnte jedoch mit einer 29mer shRNA die HPV18 E7-Expression auf
MRNA- und Proteinebene gehemmt werden. Eine korrespondierende synthetische siRNA,
die nicht durch Dicer prozessiert wird, fihrte hingegen nicht zu einer Hemmung der E7-
Expression. Dieses Ergebnis unterstitzt die Theorie, dass tatsachliche Dicer-Substrate
effizienter die Genexpression hemmen kénnen als korrespondierende 21mer siRNAs (Kim et
al., 2005; Rose et al., 2005; Siolas et al., 2005). Letztere, chemisch synthetisiert, besitzt den
Charakter von Dicer-Produkten, und wird daher in der Zelle nicht mehr durch Dicer
prozessiert. Moglicherweise kdnnte die Effizienz der E7-shRNA sogar noch weiter gesteigert
werden, wenn stattdessen eine asymmetrische 25/27-mer siRNA verwendet wirde. So
konnte fur eine Reihe von siRNAs gezeigt werden, dass solche Konstrukte noch effizienter in

den Dicer-Komplex aufgenommen werden (Rose et al., 2005). Durch eine Steigerung der
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siRNA-Effizienz kann auRerdem die Spezifitdit der Hemmeffekte weiter erhéht werden, da

geringere siRNA-Mengen eingesetzt werden missen (Jackson und Linsley, 2004).

Die hier generierte bioaktive HPV18 E7-shRNA sollte erstmalig die Mdglichkeit einer Analyse
der endogenen E7-Funktion in HPV-positiven Zervixkarzinomzelllinien bieten, unabhangig
von EG6. Allerdings muss hierfir die Spezifitat der shRNA gewahrleistet sein. Westernblot-
Analysen ergaben erwartungsgemall, dass durch die HPV18 E7-shRNA spezifisch die
Transkripte der Klasse 2/3 angegriffen werden, nicht aber die der Klasse 1. Jedoch wurde in
diesen Analysen E6 ektopisch exprimiert. Bei den Spezifitatsanalysen mittels RT-PCR ergab
sich das Problem, dass auch die Expression der endogenen E6-Transkripte durch die E7-
shRNA gehemmt wurde. Da die Zielsequenz der HPV18 E7-spezifischen shRNA in den E6-
Transkripten nicht enthalten ist, kann es sich dabei nur um einen sekundaren Effekt handeln.
Eine mdgliche Erklarung ware eine Abhéangigkeit der HPV-Genexpression von der
Proliferationsrate der Zelle. Die starke Wachstumshemmung nach Inhibition der E7-
Expression kdnnte dann die Aktivitat der HPV18 URR reprimieren und demnach auch eine
verminderte E6-Expression zur Folge haben. In der Tat zeigten zwei Studien, dass eine
Uberexpression des pRb-Proteins die HPV18 URR transkriptionell reprimiert (Salcedo et al.,
1995; Darnell et al., 2005). Da sich nach Hemmung der E7-Expression die endogenen pRb-
Spiegel stabilisieren, kénnte dies mit einer verminderten Aktivitat der endogenen HPV18
URR in Zervixkarzinomzellen verbunden sein. Dies wirde auch erklaren, warum die
ektopische Expression von E6 durch eine Hemmung der E7-Expression nicht beeinflusst
wird, da das E6-Gen hier unter der Kontrolle eines anderen Promotors als der HPV 18URR
steht.

Eine weitere mdgliche Erklarung ergibt sich theoretisch aus der Arbeit von Tang und
Kollegen, die nach stabiler Transfektion HPV-positiver Zellen mit einer E6-spezifischen
SiRNA (gegen Transkriptklasse 1) auch eine Reduktion der fir E7 kodierenden Transkripte
(Transkriptklassen 2 und 3) beobachteten (Tang et al., 2006). Auch dies ist nicht durch eine
spezifische siRNA-Aktivitat zu erklaren, da die Zielsequenz der E6-siRNA in den
Transkriptklassen 2 und 3 durch Splei3en entfernt wird. Die Autoren vermuten jedoch, dass
die siRNA eine nukleare, so genannte pre-mRNA angreifen kdnnte. Selbst wenn so ein
Mechanismus existieren sollte, ist es im Falle der hier vorliegenden Studie unwahrscheinlich,
dass hieraus die Hemmung der E6-Expression resultiert, da mit vektorbasierten shRNAs
gearbeitet wurde. Diese werden im Kern exprimiert, ins Zytoplasma exportiert und dort von
Dicer prozessiert (Brummelkamp et al., 2002; Dykxhoorn et al., 2003). Ein Reimport in den
Kern ist unwahrscheinlich. Widerspruchlich ist an der Studie von Tang et al. ebenfalls, dass

eine stabile Transfektion mit einer E6-spezifischen siRNA mdglich war, wohingegen eine E6-
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spezifische siRNA mit einer anderen Zielsequenz in der Studie von Butz et al. effizient
Apoptose ausloste (Butz et al.,, 2003; Tang et al., 2006). Dies spricht fir die Moglichkeit,

dass die Effizienz der in der Studie von Tang et al. verwendeten siRNA nicht optimal ist.

Da es bislang nicht moglich war, gezielt die E7-kodierenden Transkripte in
Zervixkarzinomzellen zu blockieren, entwickelte die Arbeitsgruppe von DiMaio einen
indirekten experimentellen Ansatz, um die endogene E7-Funktion zu untersuchen. Dabei
wird die endogene EG6/E7-Expression in den Zervixkarzinomzellen durch Einbringen des
trankriptionellen Repressors E2 blockiert. Anschlie@end wird E6 oder E7 ektopisch
exprimiert. So resultierte die alleinige Expression von EG6, in Abwesenheit von E7, in
Seneszenz (DeFilippis et al., 2003; Wells et al., 2003; Johung et al., 2007). Diese Situation
entspricht in den vorliegenden Arbeiten einer Hemmung der E7-Expression und resultierte
ebenfalls in der Induktion von Seneszenz. Auch dies unterstreicht die Spezifitdt der HPV18
E7-shRNA. Der Vorteil gegeniber dem System von DiMaio ist, dass in der hier verfolgten
Strategie endogene E6 und E7-Spiegel analysiert werden, nicht aber ektopisch exprimierte
Proteine. Im Gegensatz zur Seneszenzinduktion nach E7-Hemmung fuhrte eine alleinige E6-
Hemmung zur Induktion von Apoptose (Butz et al., 2003; DeFilippis et al., 2003; Yamato et
al., 2006). Somit unterstitzen die Ergebnisse dieser Studie das Modell der funktionellen
Kooperation der beiden Onkogene, demzufolge E7 das Wachstum HPV-positiver Zellen
stimuliert und mit Seneszenz interferiert, wohingegen E6 die durch den Wachstumsstimulus
induzierte Apoptose hemmt (Mantovani und Banks, 2001; Munger et al., 2001). Da sowohl
die durch E6-Hemmung induzierte Apoptose als auch die durch E7-Hemmung induzierte
Seneszenz irreversible Prozesse sind, bietet die Inhibition jedes der beiden Onkogene

gleichermal3en die Mdglichkeit einer HPV-spezifischen Therapie.

Auch die in den vorliegenden Untersuchungen identifizierten Peptide, die spezifisch an
HPV18 E7 binden, kénnten eine neue Grundlage fiur die Entwicklung therapeutischer E7-
Inhibitoren bieten. Sie wurden mittels des Hefe Zwei-Hybrid Systems (Yeast Two-Hybrid,
Y2H) unter intrazellularen Bedingungen isoliert. Im Gegensatz zu in vitro Screening-
Methoden, wie dem ,Phage Display”, weist das Y2H-Verfahren dabei wichtige Vorteile auf.
Als Screening-Methode in Hefen selektioniert es bereits auf Peptide, die ihr Zielprotein in
eukaryontischen Zellen binden kénnen, was bedeutet, dass diese unter intrazellularen
Bedingungen stabil und korrekt gefaltet sind. In Bindungsstudien mit dem Checkmate-
System, einem Zwei-Hybrid-System in Séugerzellen, konnten Peptide identifiziert werden,
die auch in humanen Zellen nachweisbar mit dem HPV18 E7-Protein interagierten. Weitere

Analysen von sechs Peptiden, die auf dieser Basis ausgewahlt wurden, zeigten, dass die
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Bindung dieser Peptide hochspezifisch fir HVP18 E7 ist. Selbst eng verwandte Proteine, wie
die E7-Proteine anderer HPV-Typen, wurden durch die Peptide nicht gebunden.

In den Untersuchungen wurde eine Reihe von Peptiden isoliert, die - auf der Basis der
Aktivierung des URA3-Markers - mittelstarke bis starke Wechselwirkungen mit dem E7-
Protein eingehen. Dies ist hinsichtlich der weit verbreiteten Ansicht interessant, dass lineare
Peptide, im Vergleich zu Peptid-Aptameren, typischerweise niedrigere Bindungsaffinitaten
aufweisen. Die starke Bindungsaffinitat der Peptid-Aptamere liegt dabei vermutlich darin
begriindet, dass diese durch das Ruckgrat in einer Konformation fixiert sind und dadurch
effizienter an ihr Zielprotein binden konnen (Cohen et al.,, 1998). Allerdings wurde
beispielsweise in einer Studie von Fabbrizio et al. lediglich eine 10-fach hdhere
Konzentration eines linearen Peptids, das an E2F bindet, benétigt, um die gleiche
inhibitorische Aktivitat wie ein korrespondierendes Peptid-Aptamer zu erreichen. Die Autoren
vermuteten daher, dass das lineare Peptid eine ausgepragte konformelle Stabilitdt besitzt
(Fabbrizio et al., 1999). Auch konnten in unserer Arbeitsgruppe HVP16 E6-bindende lineare
Peptide identifiziert werden, die deutliche Bioaktivitat aufwiesen (Apoptoseinduktion in HPV-
positiven Karzinomzellen; K. Hoppe-Seyler, S. Dymalla et al., Manuskript in Vorbereitung).
Dies weist auf die Mdglichkeit hin, dass zumindest bestimmte Zielproteine auch effektiv
durch Peptide gehemmt werden koénnen, ohne dass diese in einem stabilisierenden

Matrixprotein prasentiert werden mussen.

Bislang existiert nur eine Studie, die inhibitorische Peptid-Aptamere gegen das E7-
Onkoprotein beschrieb (Nauenburg et al., 2001). Diese induzierten Uberraschenderweise
Apoptose in HPV-positiven Zervixkarzinomzellen, im Widerspruch zu einer Vielzahl von
Studien, die darauf hinweisen, dass E7 pro-apoptotisch wirkt (Demers et al., 1994; Pan und
Griep, 1994). Auch fir die in der vorliegenden Arbeit isolierten Peptide konnte kein Anhalt fur
eine pro-apoptotische Aktivitat erhalten werden. Vielmehr hemmten drei HPV18 E7-bindende
Peptide, Pepl, Pep21 und Pep68 die Proliferation HPV-positiver Zellen. Der genaue
Mechanismus dieser Wachstumshemmung muss noch geklart werden. Checkmate-Analysen
ergaben erste Hinweise darauf, dass der Wachstumsarrest durch Pep2l aus einer
Interferenz mit der E7-pRb-Bindung resultiert. Zwei weitere Peptide, Pep45 und Pep49,
interferierten ebenfalls mit der E7-pRb Bindung, fuhrten jedoch nicht zu einer Hemmung des
Wachstums HPV-positiver Zellen. Mdglicherweise ist die Interferenz der beiden Peptide mit
der E7-pRb-Bindung weniger stark ausgepréagt, obwohl sie im Checkmate-Assay das Signal
der E7-pRb-Interaktion starker reduzierten als Pep2l. Analysen im Checkmate-System
lassen jedoch keine quantitative Aussage Uber Bindungsstarken zu, die durch verschiedene
Parameter beeinfluBt werden kénnen (Expressionsspiegel, Effizienz des Kerntransports,

Faltung in Verbindung mit unterschiedlichen Fusionsanteilen etc.). Madglicherweise
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interferieren Pep45 und Pep49 mit der E7-pRb-Bindung aber auch Uber einen anderen
Mechanismus als Pep21. Durch weitere in vitro-Studien konnte geklart werden, ob es sich
um eine kompetitive Bindung der Peptide an das pRb-Bindemotiv oder um eine allosterische

Hemmung der pRb-E7-Bindung handelt.

Umgekehrt fihrten Pepl und Pep68 zur Wachstumshemmung HPV-positiver
Karzinomzellen, ohne dass im Checkmate-System Hinweis auf eine Interferenz mit der E7-
pRb-Bindung gefunden wurde. Dies kdnnte dadurch erklart werden, dass sie im Checkmate-
System weniger effizient mit der E7-pRb-Interaktion interferieren koénnen als mit der
endogenen E7-pRb-Bindung in HPV-positiven Karzinomzellen. Alternativ kbnnten sie aber
auch eine der weiteren Interaktionen von E7 mit Zellzyklusregulatoren hemmen. Zum
Beispiel wirde ein Aufheben der p21- oder p27-Inhibition durch E7 zum Wachstumsarrest
fuhren, da p21 und p27 Ubergeordnete Inhibitoren der Cyclin D, E-, A-abhangigen Kinasen
sind (Sherr und Roberts, 1999). Um tieferen Einblick in Peptid-E7-Interaktionen zu
bekommen, sollten in zukiinftigen Analysen weitere Bindungsstudien mit verschiedenen E7-
Mutanten durchgefihrt werden. In Struktur-/Funktionsanalysen kénnten die Peptid-
Bindungstellen am E7-Protein eingegrenzt werden und mit den biologischen Effekten der

Peptide in Bezug gesetzt werden.

Die hier identifizierten Peptide kénnten zukiinftig als neue Leitstrukturen bei der Entwicklung
niedermolekularer E7-Inhibitoren dienen oder selbst in Protein-Therapeutika weiterentwickelt
werden (Baines und Colas, 2006). Ein Vorteil der hier isolierten linearen Peptide gegenuber
den komplexeren Peptid-Aptameren liegt darin, dass mogliche unerwiinschte
Wechselwirkungen oder immunogene Effekte durch das Matrixprotein umgangen werden

konnen. Daruber hinaus ist die Synthese kurzer Peptide einfacher und kostengunstiger.

Sowohl der therapeutische Einsatz von Peptiden als auch von siRNAs ist derzeit allerdings
noch mit einigen technischen Problemen verbunden. Da sie in vivo recht instabil sind, wird
durch chemische Modifikationen versucht, die Stabilitat zu erhdhen (Fischer, 2003; Behlke,
2006). Auch das effiziente Einbringen in die Zielzellen stellt eine hohe technische Hirde dar.
Im Fall der Peptide kénnte ein Transmembrantransport durch Fusion an so genannte
Proteintransduktionsdomanen (PTD) erfolgen (Derossi et al., 1996; Vives et al.,, 1997;
Schwarze et al.,, 1999). Hier sind wiederum lineare Peptide durch ihre geringere GroRRe
geeigneter als Peptide-Aptamere, da sie als kleinere Molekile die Membran leichter
passieren sollten. Interessanterweise ist es mdglich, in Fusion mit PTDs Molekile in alle
Zellschichten der intakten Haut einschleusen (Rothbard et al., 2000). Dies ist eine

Beobachtung, die insbesondere fiir HPV-assoziierte Lasionen, welche typischerweise Haut
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und Schleimhéaute betreffen und somit einer topischen Behandlung in der Regel gut zugangig

sind, bedeutsam werden konnte.

Da auch siRNAs aufgrund ihrer Grol3e und negativen Ladung per se nicht die Zellmembran
passieren koénnen, werden zum Einbringen in S&ugerzellen ebenfalls Transportsysteme
genutzt. Weit verbreitet sind die Transfektion von siRNAs mittels Lipofektion sowie die
Anwendung von shRNAs, die von lentiviralen Vektoren exprimiert werden (Sioud und
Sorensen, 2003; Sorensen et al., 2003; Bartosch und Cosset, 2004; Amarzguioui et al.,
2005; Bailey et al., 2006). In verschiedenen Mausmodellen konnte fir EZH2 oder E6 als
Zielgene gezeigt werden, dass eine intratumorale oder intraperitonale Injektion von siRNA-
Liposomenkomplexen oder lentiviralen Vektoren, die fur eine shRNA kodieren, zur Reduktion
des Tumorwachstums fiihren kann (Berezovska et al., 2006; Niu et al., 2006; Chen et al.,
2007). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass siRNA-Liposomenkomplexe in
das Epithel der Vagina und der Ektozervix der Maus gelangen kénnen und bis zu neun Tage
die Expression ihrer Zielgene hemmen koénnen (Palliser et al., 2006). Somit ist die
Lipofektion von Epithelzellen in vivo prinzipiell mdglich. Ein alternativer Transfektionsansatz
wurde fur ein Xenograftmodell mit HPV-positiven SKGII-Zellen getestet. Hier wurde eine
E6/E7-siRNA im Komplex mit Atelokollagen angewandt und flhrte zu reduziertem
Tumorwachstum (Fujii et al., 2006). Bei Atelocollagen handelt es sich um ein Spaltprodukt
von Collagen, das als eines der ersten Gentransportsysteme genutzt wurde und sich durch
eine geringe Immunogenitat auszeichnet (Ochiya et al., 2001). Insgesamt konnte mit diesen
Ansatzen gezeigt werden, dass eine Anwendung von siRNAs gegen EZH2 oder die viralen
Onkogene in vivo prinzipiell moglich ist. Im Vergleich zu Peptid-basierten Therapeutika sind

siRNAs wesentlich kostengtinstiger in der Synthese.

Klassischerweise fiihrt die Anwendung von siRNAs nur zu einer transienten Hemmung der
Genexpression. Ein weiterer, RNA-basierter, neu entdeckter transkriptioneller Mechanismus
zur Hemmung der Expression in Saugerzellen ermdglicht unter Umstéanden eine stabile
Hemmung der Genexpression. Das so genannte ,Trancriptional Gene Silencing” (TGS)
durch  Promotor-spezifische siRNAs kann in Sdaugerzellen zur Hemmung der
Promotoraktivitat durch epigenetische Modifikationen flhren (Kawasaki und Taira, 2004;
Morris et al., 2004; Ting et al., 2005; Kim et al., 2006). Solch epigenetische Modifikationen
kénnen sogar an Tochterzellen weitergegeben werden (Egger et al., 2004). In den
vorliegenden Arbeiten konnten zum ersten Mal Hinweise auf die Existenz eines solchen
Mechanismus in HPV-positiven Zellen gefunden werden. So konnten drei Promotor-
spezifische siRNAs identifiziert werden, die die Aktivitait der HPV18 URR spezifisch

reprimierten und somit zu einer Inhibition der E6/E7-Genexpression filhrten. Der genaue
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Mechanismus ist bislang unklar, in ersten Analysen konnte kein Hinweis auf DNA-
Methylierung gefunden werden, auch wenn die generierten siRNAs, in Anlehnung an die
Studie von Kawasaki und Taira, Zielsequenzen im Bereich von CpG-Motiven besalien
(Kawasaki und Taira, 2004). Die durchgefiihrte Analyse der DNA-Methylierung durch
Restriktionsverdau mit methylierungssensitiven Restriktionsenzymen erlaubt jedoch nur die
Analyse einzelner CpG-Motive. Da in der Studie von Kawasaki et al. auch eine DNA-
Methylierung Uber die siRNA-Zielsequenz hinaus gefunden wurde (Kawasaki und Taira,
2004), muRdte fur eine genauere Analyse des Methylierungsstatus der HPV18 URR eine
DNA-Sequenzierung nach Bisulfit-Behandlung (Frommer et al., 1992) durchgefiihrt werden.
Auch sind Analysen des Methylierungsstatus der Histone im Bereich der HPV18 URR
notwendig, da in zwei Studien die Hemmung der Genexpression mit Histonmodifikationen
verbunden war (Morris et al., 2004; Kim et al., 2006). DNA-Methylierung und Histon-

Methylierung kdnnen sich vermutlich auch gegenseitig bedingen (Lehnertz et al., 2003).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten identifizierten EZH2 als ein neues Zielgen fir das
HPV E7-Onkoprotein und bieten damit neue Einblicke in die molekularen Mechanismen der
HPV-assoziierten Karzinogenese. Zudem sollten die hier generierten HPV18 E7-spezifischen
Inhibitoren, die auf Transkript- oder Proteinebene wirksam sind, als neue molekulare
Werkzeuge flur weitere Funktionsstudien des E7-Proteins nutzlich sein. Ihre Fortentwicklung
in eine Anwendungsperspektive kdnnte zuklnftig erstmals eine spezifische Therapie HPV-

positiver praneoplastischer und neoplastischer Lasionen erlauben.
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Cerenkow-Counter
ELISA-Reader
Fluoreszenzmikroskop Olympus Vanox-T mit
Kamera F-View
Geldokumentationssystem
Horizontale Gelkammer fiir Agarosegele
Hybridisierungsofen (Hybrid 2000)
Kihlzentrifuge Sorvall RC5B
Luminometer (Lucyl)

Multifuge 3 S-R

NanoDrop

Peltier Thermal Cyler PTC-200
pH-Meter, 761 Calimatic
Spektralphotometer (GeneQuant)
Thermoblock

Tischzentrifuge (5415R)
Transferkammer fur Proteine
UV-Bestrahler (Stratalink 2400)
Ultrazentifuge Sorvall OTD 75B
Vertikale Plattengelapparatur ftr
Acryamidgele

Zellhomogenisator FastPrep 120

Dupont NEN (Bad Homburg)
Thermo Elektron (Karlsruhe)

Olympus (Hamburg)

Intas (Gottingen)

Peqglab (Erlangen)

Saur Laborbedarf (Reutlingen)
DuPont (Bad Nauenheim)
Anthos (Krefeld)

Heraeus (Osterode)

Peglab (Erlangen)

Biozym (Hess. Oldendorf)
Knick (Berlin)

GE Healthcare Biosciences (Minchen)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

cti (Idstein)

Stratagene (Heidelberg)
DuPont (Bad Nauenheim)
Gibco BRL (Erlangen)

MP Biomedicals, Irvine (Kanada)

4.1.2. Materialien

Biogel P30
Deckglaschen
Einfrierréhrchen

Faltenfilter

Bio-Rad (Miunchen)
Menzel-Glaser (Braunschweig)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Schleicher und Schill (Dassel)
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Glaswolle, silanisiert
Injektionskaniilen
Mikrotiter-(96-well)-Platten
Petrischalen
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale

Spitzen

Sterilfilter (0,2 um)

Trockenblock
Ultrazentrifugenréhrchen (Quickseal)
Whatman 3MM-Papier
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zentrifugenbecher (250 ml)

Serva (Heidelberg)

Rose (Trier)

BD Clontech (Heidelberg)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Steinbrenner (Wiesenbach)
Eppendorf, Greiner Bio-One, Falcon,
BD Clontech

BD Clontech (Heidelberg)
Milipore (Schwalbach)
Schleicher und Schill (Dassel)
Beckmann (Munchen)

Bender und Hobein (Bruchsal)
Renner (Dannstadt)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Herolab (Wiesloch)

4.1.3. Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in hdchster

Reinheits- und Qualitatsstufe von den Firmen Amersham-Bioscience (Freiburg), Applichem

(Darmstadt), Biomol (Hamburg), Biorad (Miinchen), Boehringer Ingelheim (Mannheim), Difco
(Detroit, USA), Epicentre (Madison, USA), Fluka (Buchs, Schweiz), Fresenius (Bad
Homburg), GERBU (Gaiberg), GibcoBRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen
(Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

4.1.4. Puffer und Lésungen

CIA 24 Teile Chloroform : 1 Teil Isoamylalkohol
Phenol/CIA 1 Teil Phenol : 1 Teil CIA
10x PBS 1,37 mM  NaCl

27 mM KCI

43 mM Na,HPO,* 7 H,O

14 mM KH,PO,
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Ix TE 10 mM Tris
1mM EDTA
pH80
20x SSC 3M NacCl
0,3M Natriumcitrat
pH7,0
LB-Medium 1,0% Bacto-Trypton
0,5% Hefe-Extrakt
1,0% NacCl

autoklavieren

4.1.5. Kits

Zur Aufarbeitung und Reinigung von DNA wurden folgende Kits nach Angaben des
Herstellers verwendet:

QIAGEN Plasmid Mini, Midi Kit (Qiagen, Hilden)

QIAquick® Gel Extraktions Kit (Qiagen, Hilden)

4.1.6. Enzyme

Verwendete Restriktionsenzyme sowie DNA-modifizierende Enzyme wurden von folgenden
Firmen bezogen: MBI Fermentas (St. Leon-Roth), New England Biolabs (Schwalbach).

Weitere Enzyme:

Proteinase K Sigma-Aldrich (Steinheim)
RNase A Roche (Mannheim)
RNase H Invitrogen (Karlsruhe)

SuperScript™ Ill Reverse Transkriptase | Invitrogen (Karlsruhe)

T4 DNA-Ligase MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
T4-Polynukleotidkinase Invitrogen (Karlsruhe)
Taqg DNA-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)

4.1.7. Standards

SmartLadder (Eurogentic, Seraing, Belgien)
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peqGOLD (Peglab, Erlangen)

4.1.8. Plasmide

p1l8URRLuc
pAct
pActin-Gal

pActin-Luc

pADpep2

pBind

pBluescript Il

pcDNA3

pCEP4

pCL1

pCMV-Gal

pCMVHA-EZH2

pCMXpl1

pG5Luc

pGL3bprhEZH2 (-1095/+448)
pGL3bprhEZH2 (-151/+448)
pIRESneo

pPC86

pPC97

pSEAP

pSuper

pSV2Neo

pWPSLuc

RC/CMV

(Hoppe-Seyler et al., 1991)

Promega (Mannheim)

Enthalt ein 4,3 kb EcoRI-Alul Fragment des humanen
B-Actin-Promotors aus dem Klon p14TB-A (Leavitt et
al., 1984) 5’vor dem E. coli p-Galaktosidase-Gen
Das gleiche B-Actin Promotorfragment wie Actin-Gal
5’vor dem P. pyralis Luciferase-Gen
Hefeexpressionsbibliothek, die fir randomisierte lineare
Peptide in Fusion mit der Gal4-DNA-
Aktivierungsdoméne kodiert.

Promega (Mannheim)

Strategene (Heidelberg)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

BD Clontech (Heidelberg)

(Butz und Hoppe-Seyler, 1993)

(Bracken et al., 2003)

(Umesono et al., 1991)

Promega (Mannheim)

(Bracken et al., 2003)

(Bracken et al., 2003)

BD Clontech (Heidelberg)

(Chevray und Nathans, 1992)

(Chevray und Nathans, 1992)

BD Clontech (Heidelberg)

(Brummelkamp et al., 2002)

(Southern und Berg, 1982)

(el-Deiry et al., 1993)

Invitrogen (Karlsruhe)




Material und Methoden 62

4.1.9. Oligonukleotide

Primer Sequenz m

18E6*for2 5°- AGA CAG TAT ACCCCATGC TGC -3 64°C

18E6*revl | 5-GCACTG GCC TCT ATAGTG CC -3’ 64°C

18E7ford 5-TAT TGG AAC TTACAG AGG TGC C-3* 64°C

GAPDH for | 5- GAA GGT GAA GGT CGG AGT -3 56°C

GAPDH rev | 5- GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC -3 58°C

P105for 5°- CCT GGT ATT AGT CAT TTT CCT -3 58°C

P105rev 5-TAT TGT GGT GTGTTTCTCACAT-3° 60°C

4.1.10. siRNAs

Name Zielsequenz

Si16E6 5"-UACAACAAACCGUUGUGUG-3’ (Butz et al., 2003)
Sil6E6/E7 | 5 -UACAACAAACCGUUGUGUG -3 (Kuner et al., 2007)
Si18E6 5"-CUAACUAACACUGGGUUAU-3 (Butz et al., 2003)
Sil8E6/E7 | 5'-CCACAACGUCACACAAUGU-3 (Kuner et al., 2007)
siControl 5"-UAGCGACUAAACACAUCAA-3 Dharmacon (Lafayette)
SiEZH2 5"-AAGACTCTGAATGCAGTTGCT-3" (Bracken et al., 2003)
4.1.11. Hybridisierungssonden

GAPDH 1,4 kb Fragment der GAPDH cDNA (Fort et al., 1985)

HPV18 E6/E7 Nukleotide 416-611 HPV18 E6/E7 cDNA

4.1.12. Antikorper

anti-16E7 Dr. Martin Muller (DKFZ, Heidelberg)
anti-18E6 Prof. Dr. Zentgraf (DKFZ, Heidelberg)
anti-18E7 (C) Prof. Dr. Zentgraf (DKFZ, Heidelberg)
anti-Cyclin D1 (DCS6) Cell Signaling (Danvers, USA)
anti-Cyclin E (HE12) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
anti-EZH2 (AC-22) Cell Signaling (Danvers, USA)
anti-p105Rb (G3-245) BD Pharmingen (San Diego, USA)
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anti-p16-INK4a (DCS50.2) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
anti-p21""*"* (OP64) Calbiochem (Schwalbach)

anti-p53 (DO-1) BD Pharmingen (San Diego, USA)
anti-Tubulin (CP06) Calbiochem (Schwalbach)

anti-Huhn Promega (Mannheim)

anti-Kaninchen Promega (Mannheim)

anti-Maus Promega (Mannheim)

anti-Ziege Promega (Mannheim)

4.1.13. Bakterienstamm

E. coli TG2

Hefestamm

KF1 (MATatrp1-901leu2-3,112 his3-200 gal4D gal80D LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-
ADE2 met2::GAL7-lacZ SPAL10-URA3) (Butz et al., 2000)

4.1.14. Zelllinien

CaSki Zervixkarzinom, HPV16-positiv

SiHa Zervixkarzinom, HPV16-positiv

HelLa Zervixkarzinom, HPV18-positiv

C33a Zervixkarzinom, HPV-negativ

H1299 Bronchialkarzinom

MCF-7 Mammakarzinom

Uu20S Osteosarkom

4.1.15. Zellkulturmedien und Zuséatze

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) | Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fotales Kalberserum (FKS) PAA Laboratories (Pasching, Osterrreich)
OptiMEM Medium Invitrogen (Karlsruhe)
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Trypsin-EDTA

Gibco BRL (Eggenstein)
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4.2. Methoden

4.2.1. Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1. Transformation

Die Bakterien-Transformation erfolgte nach der Methode von Hanahan (Hanahan, 1983).
Hierzu wurden 20-100 ng DNA zu 100 ul kompetenten Bakterien gegeben. Es wurde fur
30 Minuten auf Eis inkubiert, dann fur 45 Sekunden bei 42°C und wiederum kurz auf Eis.
Nach Zugabe von 800 ul LB Medium wurde fur 1 Stunde bei 37°C geschittelt. Im Anschluss
wurden 100 pl des Transformationansatzes auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin (100 pg/ml)

ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.1.2. Aufarbeitung von Plasmid-DNA

Die Aufarbeitung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979). Kleine DNA-Mengen wurden unter Verwendung des QIAGEN
Plasmid Miniprep oder Midiprep Kits nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

Die Aufarbeitung groRerer Mengen Plasmid-DNA erfolgte durch alkalische Lyse mit
anschliessender CsCl-Dichtegradienten-Zentrifugation. Hierzu wurden Transformations-
ansatze Uber Nacht in 250 ml LB-Medium bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Nach
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 4000 rpm und 4°C wurde die pelletierten Bakterien in 10 ml
kalter Losung | resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 20 ml Ldsung II, im
Anschluss wurde durch Zugabe von 15 ml Lésung 11l neutralisiert. Nach Zentrifugation fur 10
Minuten bei 4500 rpm und 4°C wurde mit 20 ml Isopropanol fur 30 Minuten auf Eis geféallt
und erneut fir 25 Minuten bei 4500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 ml TE-
Puffer aufgenommen. Die enthaltene RNA wurde durch Zugabe von 4 ml 5 M LiCl,
Inkubation fir 30 Minuten auf Eis und anschlieRendes Zentrifugieren fir 5 Minuten bei
4500 rpm und 4°C gefallt. Die DNA im Uberstand wurde mit 16 ml Ethanol fiir 1 Stunde bei
4°C und Zentrifugation fur 25 Minuten bei 4500 rpm und 4°C gefallt und im Anschluss in 4 ml
1x TE-Puffer aufgenommen.

Fur die Dichtegradienten-Zentrifugation wurden 4,4 g CsCl und 100 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml) zugefugt, die Losung in Ultrazentrifugenrdéhrchen Gberfihrt und mit CsCI-Lésung
aufgefillt. Die Zentrifugation erfolgte flr 16 h bei 48.000 rpm und 20°C unter Vakuum. Zur
weiteren Reinigung erfolgte eine zweite Zentrifugation der Plasmid-DNA unter denselben
Bedingungen. Im Anschluss wurde das Ethidiumbromid durch mehrmaliges Ausschuitteln mit
wassergesattigtem Butanol entfernt und die DNA durch Zugabe von ca.
30 ml Ethanol, Inkubation fir 1 Stunde bei 4°C und Zentrifugation fur 25 Minuten bei
4500 rpm und 4°C gefallt. Die DNA wurde in 4 ml TE-Puffer resuspendiert und durch Zugabe
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von 160 ul einer 5 M NaCl-Lésung und 8 ml Ethanol erneut gefallt. Nach Zentrifugation

wurde das Pellet in 200 — 500 pl 1x TE-Puffer aufgenommen.

Lésung | 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI, pH 7,6
10 mM EDTA
Losung |l 1% SDS
0,2 M NaOH
Losung Il 3M Kaliumacetat
11,5% Eisessig
CsCl-Losung 44g CsCl
41 mi TE
1ml Ethidiumbromid (10 mg/ml)

4.2.1.3. Klonierung von pSuper-Konstrukten zur Expression von shRNAs

Der Vektor pSuper exprimiert shRNAs unter Kontrolle des H1 RNA-pol llI-Promotors
(Brummelkamp et al., 2002). Diese kdnnen nach Export ins Zytoplasma von dem Enzym

Dicer zu funktionellen siRNAs prozessiert werden.

Es wurden Oligonukleotide folgender Struktur synthetisiert:
sense:

5- GATCCCC - Zielsequenz — TTCAAGAGA — Zielsequenz (invers) — TTTTTGGAAA - 3
antisense:

5-AGCTTTTCCAAAAA — Zielsequenz — TCTCTTGAA - Zielsequenz (invers) - GGG-3’

Zur Hybridisierung der ,sense“- und ,antisense“-Oligonukleotide wurden jeweils 5 pg DNA
und 10 pl 5x Annealing-Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 pl H,O bei 95°C fir
4 Minuten erhitzt. Dann wurde fiur weitere 10 Minuten bei 70°C inkubiert und langsam auf
Raumtemperatur abgekihlt. Die Phosphorylierung erfolgte nach folgendem Ansatz fir
30 Minuten bei 37°C:
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hybridisierte Oligonukleotide 2 ul
T4-Polynukleotidkinase PNK (10 U/uL) 1 pl
10x T4-PNK-Puffer 1u
1 mMATP 1u
ad 10 pl H,O

Zur Inaktivierung des Enzyms wurde im Anschluss fur 10 Minuten auf 70°C erhitzt. Die
Oligonukleotide wurden Uber die Schnittstellen Bgl Il und Hind Il in die ,Multiple Cloning
Site" des pSuper-Vektors kloniert.

Annealing-Puffer 500 mM Kaliumacetat
150 MM HEPES-KOH, pH 7,4

10 mM Magnesiumacetat

4.2.1.4. DNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Zur Extraktion von DNA aus eukaryotischen Zellen wurden die Zellen zweimal mit kaltem
PBS/2mM EDTA gewaschen und in 1x Lysepuffer in PBS/2 mM EDTA lysiert. Nach Zugabe
von Proteinase K in einer Endkonzentration von 20 mg/ml wurde Uber Nacht bei 55°C
inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben mit 1 Volumen Phenol/CIA versetzt, fur
30 Minuten auf einem Drehschittler (Scientific Industries, Bohemia, USA) rotiert und fur
10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde abgenommen, mit dem
gleichen Volumen CIA versetzt und erneut gemischt und zentrifugiert. Zur wéssrigen Phase
wurden 1/10 Volumen einer 3 M Natriumacetatldsung und zwei Volumen Ethanol gegeben
und fir 30 Minuten bei 5000 rpm und 4°C gefallt. Im Anschluss wurde das Pellet nochmals

mit etwas Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 40-400 pl TE aufgenommen.

3x Lysepuffer 2 mM EDTA
20 mM  Tris, pH 8,5
3% (v/v) Sarkosyl

4.2.1.5. Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen

Die Extraktion von RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte nach der ,Acid Guanidinium
Thiocyanate-Phenol-Chloroform*  (AGPC)-Methode von Chomczynski und  Sacchi
(Chomczynski und Sacchi, 1987). Die Zellen wurden in 6 cm/10 cm Kulturschalen zweimal
mit kaltem PBS gewaschen und mit 1 ml/2 ml Losung D lysiert. Das Lysat wurde in ein

Falcon-Gefaly dberfihrt, mit 1/10 Volumen einer 2 M Natriumacetatibsung (pH 4,0),
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1 Volumen Tris-gepuffertem Phenol und 2/10 Volumen CIA versetzt und gut vermischt. Nach
15 Minuten Inkubation auf Eis wurde fir 30 Minuten bei 3000 rpm und 4°C zur
Phasentrennung zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde durch Zugabe von 1 Volumen
Isopropanol Uber Nacht bei -20°C gefallt. Durch Zentrifugation wurde die geféllte RNA
sedimentiert, in 600 pl Losung D resuspendiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 600 pl Isopropanol wurde erneut fir 1 Stunde bei -20°C inkubiert
und far 25 Minuten bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 pl
70%igem Ethanol gewaschen, durch Zentrifugation sedimentiert und dann in 20-50 pl

sterilem H,O aufgenommen.

Losung D 4,0M  Guanidinium-Thiocyanat
25 mM Natriumcitrat
0,5%  Sarkosyl
0,1 M 2-Mercaptoethanol

4.2.1.6. Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Es wurden 1-2,5%ige Agarosegele hergestellt, indem Agarose in Elektrophorese-Puffer
aufgekocht und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1 pg/ml versetzt wurde.
Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt. Die DNA-Fragmente wurden bei
70-100 V in Elektrophorese-Puffer aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid und

Geldokumentationssystem sichtbar gemacht und dokumentiert.

6x-DNA-Ladepuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
30% (w/v) Glyzerol

Elektrophorese-Puffer 40 mM Tris
5 mM Natriumacetat
1mM EDTA, pH 7,8

4.2.1.7. Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Es wurden 1%ige denaturierende Agarosegele hergestellt, indem Agarose in 1x MOPS-
Puffer durch Erhitzen geldst wurde und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von
1 pug/ml versetzt wurde. Die Proben wurden mit RNA-Ladepuffer versetzt und fir 15 Minuten
bei 65°C denaturiert. Die RNA wurden bei 50-60 V in 1x MOPS-Puffer aufgetrennt und

mittels Ethidiumbromid und Geldokumentationssystem sichtbar gemacht und dokumentiert.
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10x MOPS 200 mM MOPS
10 mM EDTA
50 mM Natriumacetat

pH 7,0 mit NaOH eingestellt, dunkel lagern

RNA-Ladepuffer 50% (v/v) Formamid
2,2M Formaldehyd
1% (v/iv) Ficoll 400
0,2% (w/v) Bromphenolblau

in 1x MOPS-Puffer

4.2.1.8. RNA-Transfer auf eine Nylon-Membran (Northernblot)

Der Transfer von RNA wurde mittels der Kapillarmethode nach Southern durchgefuhrt
(Southern, 1975). Hierzu wurde das Agarose-Gel fur 10 Minuten in 10x SSC inkubiert. Eine
Nylonmembran (HybondN+, Amersham Biosciences) wurde kurz in H,O getaucht und dann
ebenfalls in 10x SSC gelegt. Fur den Transfer wurden ein Stapel Papiertticher, ein trockenes
Whatman-Papier, ein in 10x SSC-Puffer getrédnktes Whatman-Papier, die Nylon-Membran
und das Gel luftblasenfrei Ubereinander geschichtet. Der Aufbau wurde mit Frischhaltefolie
umhdallt, mit einer Glasplatte bedeckt und mit einem Gewicht beschwert. Der Transfer
erfolgte Uber Nacht. Im Anschluss wurde die Membran zum Entsalzen in 2x SSC
geschwenkt und die RNA nach dem Trocknen durch Bestrahlen mit UV-Licht (254 nm, UV-
Bestrahler Stratalink 2400, Stratagene) fixiert. AbschlieBend wurde die Membran bei 80°C

fur 2 Stunden inkubiert.

4.2.1.9. Radioaktive Markierung und Reinigung von DNA

Die radioaktive Markierung von DNA erfolgte nach der ,Random-Priming“-Methode unter
Verwendung des Megaprime™ DNA Labelling Systems (GE Healthcare Biosciences,
Munchen). Hierbei hybridisieren randomisierte Primer an ein denaturiertes DNA-Template.
Die Primer-Template-Komplexe sind Substrat fir das Klenow-Fragment der DNA
Polymerase |. Durch Zugabe radioaktiv markierter Nukleotide kann die DNA wahrend der
Polymerase-Reaktion radioaktiv markiert werden.

Es wurden 50-100 ng des gereinigten DNA-Fragmentes oder des EZH2-Expressionsvektors
pCMVHA-EZH2 in einem Endvolumen von 28 pl H,O mit 5 pl ,Random-Prime* Mischung
versetzt und fur 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Nach Zugabe von 10 ul 5x ,Labelling Puffer”
mit dJATP, dGTP und dTTP sowie 5 pl [a-**P]-dCTP (GE Healthcare Biosciences, Miinchen)
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und 2 ul DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) wurde fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 75 pl 1x TNE und 20 pl 2x TNE/BPB beendet und die
radioaktiv markierte Sonde Uber eine Biogel P30-Saule gereinigt. Diese wurde hergestellt,
indem Biogel P30 zunachst mit 1x TNE &quilibriert wurde. Das Reaktionsgemisch wurde auf
die Séaule aufgetragen und die markierte DNA durch Zentrifugation fur 3 Minuten bei
1200 rpm eluiert. Die Aktivitat der radioaktiv markierten Sonde wurde durch Vermessen

eines 2 pl Aliquots im Cerenkow-Counters bestimmt.

1x TNE 10 mM EDTA, pH 8,0
100 mM NaCl
0,2% (w/v) SDS
"in 1x TE-Puffer, pH 8,0

2x TNE/BPB 2X TNE
0,1% (w/v) Bromphenolblau (BPB)

Biogel P30-Puffer 5 mM NacCl
0,2% (w/v) SDS
in 1x TE-Puffer, pH 8,0

4.2.1.10.Hybridisierung von RNA-Filtern mit DNA-Sonden

Zur Hybridisierung von RNA-Filtern mit radioaktiv markierten DNA-Sonden wurden die Filter
zunéachst kurz mit H,O benetzt und dann zur Blockierung unspezifischer Bindestellen mit
5-10 ml Hybridisierungslosung fur mindestens 30 Minuten bei 68°C inkubiert
(Vorhybridisierung). Die radioaktiv markierte DNA-Sonde wurde durch Zugabe von NaOH in
einer Endkonzentration von 0,2 M fir 10 Minuten bei Raumtemperatur denaturiert und dann
zu der Vorhybridisierungslosung gegeben. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 68°C.
Die Membran wurde im Anschluss dreimal fir 15 Minuten in 2x SSC/0,1% SDS bei 68°C
unter Schitteln gewaschen, auf Whatman-Papier getrocknet und in Frischhaltefolie verpackt.

Zur Exposition wurden Rontgenfilme aufgelegt.

Hybridisierungsldsung 50 mM Natriumphosphat

1% SDS
1x Denhardts-Ldsung
5x SSC

0,1 mg/ml tRNA
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50x Denhardts-Losung 1% BSA
1%  Ficoll 400
1%  Polyvinylpyrrolidon 25
“Lagerung bei -20°C

4.2.1.11.Reverse Transkription

Zur Synthese von cDNA aus RNA wurde die ,Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction* (RT-PCR) durchgefiihrt. Hierfir wurde das SuperScript™Ill First Strand Kit
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Zunachst wurden 1-3 pg RNA in einem Endvolumen von
8 pl mit 1 pl Oligo-dT-Primer und 1 pl dNTPs (40 mM) versetzt und fir 5 Minuten bei 65°C
inkubiert, dann fir mindestens 1 Minute auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 1 pl 10x RT-
Puffer, 2 pl MgCl, (25 mM), 1 ul 0,1 M DTT, 1 pul RNaseOUT (40 U/ul) und
1 pl SuperScript™Ill Reverse Transkriptase (200 U/ul) erfolgte die Reaktion fiir eine Stunde
bei 50°C. Im Anschluss wurde fir 10 Minuten bei 85°C denaturiert. Zum Abbau
verbleibender RNA wurde fir 10 Minuten bei 37°C mit 1 pul RNAse H (2 U/uL) inkubiert. Fur

die anschlieBende PCR-Reaktion wurde 1 pl der Reaktionsmischung eingesetzt.

4.2.1.12.PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Amplifikation von cDNA im Anschluss an die Reverse Transkription und die PCR-

Reaktion zur Methylierungsanalyse der HPV18 URR erfolgten nach folgendem Ansatz:

Template aus RT-Reaktion 1l
oder genomische DNA 1ug
Sense-Primer (25 pmol/ul) 1l
Antisense-Primer (25 pmol/ul) 1 ul

dNTPs (40mM) 0,5 ul
10x Reaktionspuffer 2,5ul
MgCl, (50 mM) 0,75 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul

ad 25 ul H,0O
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PCR-Programm

1. Primardenaturierung 1-3 min 94-95°C
2. Denaturierung 30-60 sek 94-95°C
3. Hybridisierung 30-60 sek Tm —2°C
4. Elongation 30-60 sek 72°C
Punkt 2 -4 fir 18-28 Zyklen

5. Terminale Elongation 5 Minuten 72°C

4.2.2. Proteinbiochemische Methoden

4.2.2.1. Isolierung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen

Zur Extraktion von Proteinen aus humanen Zellen wurden die Zellen entweder in 10 cm
Kulturschalen (Calciumphosphat-Transfektion) oder in 6 cm Kulturschalen (Oligofectamin-
Transfektion) ausplattiert. Die Proteinextraktion erfolgte 48-96 h nach Transfektion. Um eine
Degradation der Proteine wahrend der Aufarbeitung zu verhindern, wurden dem Lysepuffer
Proteinase-Inhibtioren zugefligt und wahrend der gesamten Extraktion auf Eis gearbeitet.

Je nach Zelldichte und Zelllinie wurden die Zellen durch Schaben oder Trypsinierung
geerntet. Vor dem Schaben wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen, mit
einem Gummischaber abgeschabt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefall tberfihrt. Die Zellen
wurden fur 30 Sekunden bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert und das Zellpellet in 20-150 pl
kaltem Lysepuffer resuspendiert. Im Anschluss wurde fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und
dann fur 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand
wurde abgenommen und nach Bestimmung der Proteinkonzentration mit 6x Probenpuffer

versetzt. Die Proteinldsungen wurden aliquotiert und bei -70°C aufbewabhrt.
Lysepuffer 1 ml RIPA-Puffer
10 pl Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

25 ul Pefablock (Biomol, Hamburg)

RIPA-Puffer 10 mM  Tris, pH 7,5

150 mM NacCl
1mM EDTA
1% NP-40

0,5% Na-Deoxycholat
0,1% SDS



Material und Methoden 72

4.2.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlosungen erfolgte nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976). Diese Methode basiert auf der Beobachtung, dass sich das
Absorptionsmaximum einer sauren Coomassie-Blau-Losung durch Bildung von Farbstoff-
Proteinkomplexen von 465 nm nach 595 nm verschiebt.

Zur Messung wurde Bio-Rad-Reagenz (Bio-Rad Laboratories, Minchen) mit Wasser im
Verhdltnis 1:5 verdunnt, jeweils 1 ul Proteinextrakt zu 1 ml Reagenzlésung in einer 1 c¢cm
Plastikklivette gegeben und durch Vortexen gemischt. Nach Inkubation fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm im Photometer gemessen. Als Referenz

wurde die gleiche Menge des Lysepuffers vermessen.

4.2.2.3. SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht erfolgte mittels diskontinuierlicher

Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970).

Die Zusammensetzung der verwendeten Gele war wie folgt (fir jeweils 2 Minigele):

Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel

8% 12,5% 15% 5%
30% Polyacrylamid | 2,7 ml 4,2 ml 5ml 830 ul
Trenngelpuffer 1,2 ml 1,2 mi 1,2 ml _
Sammelgelpuffer - - - 620 ul
H,O 6 ml 4.5 ml 3,6 ml 3,47 ml
10% SDS 100 pl 100 pl 100 pl 50 ul
10% APS 75 ul 75 ul 75 ul 100 pl
TEMED 15 ul 15 pl 15 ul 5ul

Mit Ethanol gereinigte Glasplatten (8 x 12 cm) wurden mit Abstandhaltern und
Halteklammern zusammengesetzt und mit 1%iger Agaroselésung abgedichtet. Zuné&chst
wurde das Trenngel wie oben angegeben gegossen und mit 500 pl Isopropanol
Uberschichtet. Nach der Polymerisation fir 15-20 Minuten wurde das Isopropanol entfernt
und das Sammelgel wie oben angegeben gegossen. Hierzu wurde die Sammelgelldsung bis
zum oberen Glasrand luftblasenfrei eingegossen und ein Kamm eingesetzt. Die
Polymerisation erfolgte fur 10-15 Minuten. Proteinproben wurden mit 6x Probenpuffer fur
5 Minuten zur Denaturierung bei 95°C aufgekocht und in die Taschen des
Polyacrylamidgeles eingefllt. Die Elektrophorese erfolgte bei 60-80 V in einer mit Laufpuffer

gefllliten Elektrophoresekammer.
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Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

10x Elektrophoresepuffer (EP)

Laufpuffer

6x Probenpuffer

73
3M Tris, pH 8,8
0,4% SDS
0,47M  Tris, pH 6,7
250 mM Tris-Base, pH 8,6
1,92M  Glycin
70 ml 10x EP
7ml 10% SDS
ad 700 ml H,O
7,5 ml Sammelgelpuffer
0,29 SDS
600 pl Mercaptoethanol
36 mg Bromphenolblau
1,6 mi Glycerin
ad 10 ml H,O

4.2.2.4. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Westernblot)

Proteine wurden nach SDS-PAGE im Halbtrocken—Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid

(PVDF)-Membran (Immobilon P, Milipore) transferiert. Hierzu wurden das Trenngel und 2 x 4

Whatmann-Papiere pro Gel fir 10 Minuten in EMBL-Puffer aquilibriert. Die Membran wurde

kurz durch Methanol gezogen, fir einige Minuten in Wasser geschwenkt und dann ebenfalls

fur einige Minuten in EMBL-Puffer aquilibiert.

Der Aufbau in der Transferkammer erfolgte nach folgender Anordnung (von der Anode zur

Kathode):

= 4 Whatmann-Papiere
= PVDF-Membran
= SDS-Polyacrylamidgel

= 4 Whatman-Papiere

Der Transfer erfolgte fur eine Stunde bei 90-180 mA und maximaler Spannung.
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EMBL-Puffer 40 mM Tris, pH 9,2
39 mM Glycin
1,3mM SDS
20% (v/v) Methanol

4.2.2.5. Antikérperbehandlung des Westernblots

Auf einer Membran fixierte Proteine wurden nach dem Westernblot durch
Antikdrperbehandlung detektiert. Die Membran wurde nach dem Transfer tiber Nacht bei 4°C
in Blocklésung geschwenkt. Im Anschluss wurde zweimal mit PBST gewaschen und fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur mit dem primaren Antikorper in PBST inkubiert. Es wurde fir
10 Minuten mit Blocklésung blockiert und 4 x 5 Minuten mit PBST gewaschen. Danach
wurde eine Stunde mit dem Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikdrper inkubiert.
Wiederum wurde fir 10 Minuten mit Blockldsung blockiert und 4 x 5 Minuten mit PBST

gewaschen. Der Proteinnachweis wurde mittels ,Enhanced Chemiluminescene” (ECL)

durchgefihrt.
Blocklésung 1x PBS

0,2% (v/v) Tween

5% (w/v)  Magermilchpulver
PBST 1x PBS

0,2% (v/v) Tween

4.2.2.6. Nachweis durch ,Enhanced Chemiluminescence" (ECL)

Beim Nachweis von Proteinen durch ECL fiuhrt die Oxidation von Luminol durch die an den
sekundaren Antikdrper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase HRP) in
Anwesenheit von H,O, unter alkalischen Bedingungen zur Emission von Licht. Die Reaktion
wird in Anwesenheit von chemischen Verstarkern durchgefihrt.

Fur die Reaktion wurde die Membran nach Immunprinting und Waschen kurz auf Whatman-
Papier getrocknet und dann mit einer 1:1 Mischung der ECL-Lésungen 1 und 2 (Amersham
Pharmacia Biotech, Braunschweig) benetzt und fir eine Minute inkubiert. Im Anschluss
wurde die Membran auf Whatman-Papier getrocknet, in Frischhaltefolie verpackt und

Rontgenfilme zur Exposition aufgelegt.
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4.2.2.7. Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen von Gewebeschnitten aus Normalgewebe,
Dysplasien und Tumorgewebe der Zervix wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. M. Durst in Jena durchgefiihrt. Hierzu wurde der monoklonale Antikérper anti-

EZH2-11 (BD Biosciences, Heidelberg) aus der Maus verwendet.

4.2.3. Zellbiologische Methoden

4.2.3.1. Kultivierung adhasiv wachsender permanenter Zelllinien

Humane adhasiv wachsende Zelllinien wurden im Inkubator (Heraeus Instruments
Begasungsbrutschrank 6000) in wassergesattigter Atmosphare mit 5% CO, bei 37°C
kultiviert. Sobald die Zellen konfluent in Gewebekulturflaschen (75 cm? bzw. 175 cm?)
gewachsen waren, wurden sie in neue Kulturflaschen umgesetzt. Hierzu wurden das
Kulturmedium entfernt, die Zellen mit einigen Mililitern Trypsin/EDTA gewaschen, danach
1-2 ml Trypsin/EDTA zugegeben und fir 5 Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die
Trypsinierung wurde durch Zugabe von Kulturmedium abgebrochen, die Zellen wurden
resuspendiert und ein Teil der Zellen wurde weiterkultiviert. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage

passagiert.

Kulturmedium 10% fotales Kélberserum (FKS)
50 U/ml  Penicillin
50 pug/ml Streptomycin
“in DMEM-Medium (Sigma-Aldrich)

4.2.3.2. Kryokonservieren und Auftauen von Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden humane Zellen kryokonserviert. Hierzu wurden die
Zellen wie beschrieben trypsiniert und fir 3 Minuten bei 1250 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in Einfriermedium resuspendiert und die Suspension a 1 ml in Kryoréhrchen
aliquotiert. Die R6hrchen wurden zunachst in einem Einfriergefal? mit Isopropanol (Nalgene
1°C Freezing Container) fir einige Tage bei -70°C aufbewahrt und schlief3lich in flissigem
Stickstoff gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 5-10 ml Kulturmedium
aufgenommen und fiir 3 Minuten bei 1250 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in

Kulturmedium aufgenommen und in eine Kulturflasche tberfihrt.

Einfriermedium 10% DMSO in Kulturmedium
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4.2.3.3. Transfektion humaner Zellen mit synthetischen siRNAs

Die Transfektion humaner Zellen mit synthetischen siRNAs erfolgte durch Lipofektion mit
dem Oligofectamin Reagenz™ (Invitrogen). Die zu transfizierenden Zellen wurden mit
30-50%iger Konfluenz ausgesat. Die Transfektion erfolgte in serumfreiem Opti-MEM
Medium. Zur Ausbildung der Lipidvesikel wurden je nach Zelllinie 6-8 ul Oligofectamin mit
Opti-MEM Medium auf 30 pl Endvolumen verdinnt und 5-10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Synthetische siRNAs mit einer Endkonzentration von 50-200 nM wurden mit Opti-
MEM Medium auf ein Endvolumen von 370 pl verdinnt. Die siRNA-L6sung wurde mit der
Oligofectaminlésung vermischt, fur weitere 15-20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
das Gemisch im Anschluss auf die Zellen gegeben. Vier Stunden nach der Transfektion
wurde der FKS-Gehalt durch Zugabe von 1 ml DMEM Medium mit 30% FKS supplementiert.
Zur Erfassung des 96-Stunden Phanotyps in Westernblot-Analysen nach siRNA-Behandlung
wurde 72 Stunden nach der ersten Transfektion erneut unter denselben Bedinungen

transfiziert.

4.2.3.4. Calciumphosphat-Transfektion

Die Transfektion humaner Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte durch Calciumphosphat-
Préazipitation nach der Methode von Chen und Okayama (Chen und Okayama, 1987). Die zu
transfizierenden Zellen wurden mit 20-30%iger Konfluenz ausgesat. Bei der Transfektion von
Zellen in 6 cm Kulturschalen wurden 6 pg DNA transfiziert, bei der Transfektion von Zellen in
10 cm Schalen 20 pg DNA. Die DNA wurde mit 150 pl (6 cm Schalen) bzw. 500 pL (10 cm
Schalen) einer 0,25 M CacCl,-Losung vermischt, dann wurden 150 pL bzw. entsprechend
500 pL 2x BES zugegeben. Nach 10 minitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Transfektionslésung direkt ins Zellkulturmedium gegeben. Die Zellen wurden fir 16-18
Stunden bei 35°C und 3% CO, kultiviert, dann wurde das Kulturmedium entfernt und die
Zellen zweimal mit zusatzfreiem Medium gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit
2,5-3 ml Kulturmedium fiir weitere 24-48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2x BES 50mM BES [N,N’-bis(Hydroxyethyl)-2-
Aminoethan-Sulfonsaure
280 mM NaCl
1,5mM NaHPO,
" pH 6,95 mit NaOH eingestellt, steriffiltriert
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4.2.3.5. Generierung stabil transfizierter Zellen

Zur Generierung stabil transfizierter Zellen wurden Expressionsplasmide mit dem pSV2neo-
Resistenzplasmid kotransfiziert. Die Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion passagiert,
und ab dem dritten Tag nach Transfektion unter Zugabe von 1000-1200 ug/ml G418
kultiviert. Als Kontrolle wurden Zellen, die kein Resistenzplasmid enthielten, mit G418
selektioniert (Sterbekontrolle). Sobald in der Sterbekontrolle alle Zellen abgestorben waren,

wurden die stabilen Zellen vereint und kryokonserviert.

4.2.3.6. Zellzyklus-Analyse mittels DurchfluRzytometrie

Zur Zellzyklus-Analyse wurde der DNA-Gehalt von Zellen mit Hilfe eines FACS-Gerates
(Fluorescence Activated Cell Sorter) gemessen. Hierzu werden Zellen mit dem DNA-
interkalierendem, fluoreszierenden Farbstoff Propidiumiodid gefarbt. Passieren diese Zellen
in Losung einen oder mehrere Laserstrahlen, wird der Farbstoff zur Fluoreszenz angeregt.
Die Fluoreszenz wird mittels eines Photomultipliers gemessen. Da die Fluoreszenz
proportional zum DNA-Gehalt der Zelle ist, kann durch die Messung bestimmt werden, in
welcher Phase des Zellzyklus die Zelle sich zum Zeitpunkt der Fixierung befand oder ob das
Kernmaterial bereits durch Apoptose fragmentiert wurde.

Fur die Zellzyklus-Analyse wurden die Zellen in 6 cm Kulturschalen entweder mit
Calciumphosphat- oder Oligofectamin-Methode transfiziert. Die Zellen wurden 48-72
Stunden nach Transfektion trypsiniert und dann fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt.
Alternativ. wurde nach Trypsinierung eine Zelllyse durchgefiihrt und die Kerne mit

Propidiumiodid gefarbt.

Methode A: Fixieren und Farben

Zum Fixieren wurden die Zellen nach dem Trypsinieren zweimal mit PBS gewaschen. Das
Zellpellet wurde in 500 pl PBS resuspendiert und unter leichtem Vortexen 5 ml kaltes,
absolutes Ethanol zugegeben. Die Fixierung erfolgte tber Nacht, dann wurden die Zellen
erneut durch Zentrifugation sedimentiert, das Ethanol entfernt und zweimal mit PBS
gewaschen. Das Pellet wurde in 870 ul PBS aufgenommen mit 30 ul PI-Stocklésung und
100 pl RNAse A-Stocklosung versetzt. Die Farbung der Zellen erfolgt fir 30 Minuten bei
37°C.

Methode B: Zelllyse und Kernféarbung:

Fur die Kernfarbung wurden die Zellen ebenfalls wie oben beschrieben trypsiniert und nach
der Zentrifugation in 200 ul kaltem Citratpuffer aufgenommen. Es wurden 800 pul kalte DNA
Farbe-/Lyse-Ldsung und 20 pul RNAse A-Stocklbsung zugegeben.
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Die gefarbten Zellen wurden zur Vereinzelung der Zellen durch Gaze filtriert und dann bis zur
Messung auf Eis und mit Alufolie abgedunkelt aufbewabhrt.

Die Messung folgte mit einem FACS Calibur Gerét (BD Biosciences, Heidelberg). Es wurden
pro Ansatz 15.000 Zellen vermessen. Zur Analyse wurde die CellQuest Pro Software
verwendet. Die Quantifizierung erfolgte mittles der FlowJo Software (Tree Star Inc., Ashland,
USA) nach dem Dean-Jett-Fox Model.

PI-Stockldsung 7 mg/ml Propidiumiodid in 0,18 M Tris, pH 7,5

RNAse A-Stocklésung 10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI

vor dem ersten Verwenden fir 15 Minuten auf 99°C erhitzt

Citratpuffer 0,25 M Saccharose
40 mM Natriumcitrat
pH 7,6

DNA Féarbe-/Lyse-Losung 20 pg/ml Propidiumiodid
0,5% NP-40
0,5 mM EDTA
in PBS, pH 7,2

4.2.3.7. Wachstums-Assay (Colony Formation Assay)

Im ,Colony Formation Assay“ (CFA) wurde der Einfluss von Peptiden oder shRNAs auf das
Wachstum stabil transfizierter Zellen untersucht (Gorman et al., 1983). Dazu wurden pSuper-
Konstrukte mit dem pSV2neo Plasmid kotransfiziert und eine Selektion der Zellen auf
Neomycin-Resistenz durchgefuhrt. Zur Expression der HPV18 E7-bindenden Peptide
wurden pCEP4-Vektoren, die das Hygromycin B-Resistenzgen tragen, als Expressions-
vektoren eingesetzt. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde das pSEAP-Plasmid
kotransfiziert, das fur das humane Protein ,Sezernierte Alkalische Phosphatase (SEAP)*
kodiert.

Fur den CFA wurden Zellen in 6 cm Kulturschalen ausgesat und mittels Calciumphosphat-
Methode transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurde die Transfektionseffizienz mittels
SEAP-Assay bestimmt. Bei vergleichbarer Transfektionseffizienz wurden die Zellen
trypsiniert und in unterschiedlichen Verdiinnungen in neue Zellkulturschalen tberfuhrt. Drei
Tage nach Transfektion wurde dem Kulturmedium G418 bzw. Hygromycin B zugeflgt. Die

optimale Konzentration an Antibiotikum wurde zuvor fir die entsprechenden Zelllinien
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bestimmt. Die Zellen wurden bis zu 14 Tage unter Selektionsbedingungen kultiviert. Eine
Kontrolle, die kein Resistenzplasmid enthielt (Sterbekontrolle), wurde kultiviert, um zu prifen,
ob tatséchlich nur stabil transfizierte Zellen wachsen. Sobald in der Sterbekontrolle alle
Zellen durch die Zugabe des Antibiotikums abgestorben waren, wurden die Zellen fixiert und
mit Kristallviolett geféarbt. Hierzu wurden die Zellen zundchst mit kaltem PBS gewaschen und

mit Kristallviolettldsung fur 5-10 Minuten fixiert und gefarbt.

Kristallviolett-Losung 12 mM Kristallviolett
29 mM NacCl
3,7% (v/v) Formaldehyd
22,3% (v/v) Ethanol

4.2.3.8. SEAP-Assay

Die Konzentration des Enzyms SEAP wird indirekt Uber dessen Phosphatase-Aktivitét
gemessen, indem der Umsatz von para-Nitrophenolphosphat (pNPP) zu para-Nitrophenol
(PNP) photometrisch bestimmt wird.

Fur den SEAP-Assay wurden an Tag 2 nach Transfektion 500 ul Zellkulturiiberstand pro
Schale abgenommen und fiir 3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und fir 10 Minuten bei 65°C inkubiert. In einer 96-Loch
Mikrotiterplatte wurden 30-100 pl des Uberstandes mit 2x SEAP-Puffer auf 200 pl aufgefiillt
und jeweils 20 pl SEAP-Substratmix zugegeben. Die Proben wurden bis zum Farbumschlag
inkubiert und dann im ELISA-Reader bei 405 nm vermessen. Als Basiswert wurde der
Zellkulturiberstand der Sterbekontrolle vermessen, die nur mit dem Vektor pBluescript

transfiziert worden war.

2x SEAP-Puffer 2M Diethanolamin, pH 9,8
1mM MgCl,

20 mM L-Homoarginin

10x SEAP-Substrat 1 g Sigma 104 Phosphatasesubstrat in
3,2 ml 1x SEAP-Puffer

SEAP-Substratmix 900 pl 2x SEAP-Puffer
200 pl SEAP-Substrat
900 pl H,O
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4.2.3.9. Reportergen-Analysen

Durch Reportergenanalysen kann die Aktivitat transkriptioneller Kontrollregionen in vivo
bestimmt werden. Hierfir wird die Aktivitdt eines Reportergens, das der transkriptionellen
Kontrollregion untersteht, gemessen. Die Reportergenaktivitat korreliert mit der
Transkriptionsaktivitat der regulatorischen Sequenz. Die in dieser Arbeit verwendeten
Konstrukte enthielten das Luciferase-Reportergen aus P. pyrali (de Wet et al., 1987).
Weiterhin kann der Einfluss von Faktoren, die die Aktivitat der Kontrollregion beeinflussen,

untersucht werden.

Um den Einfluss des E6- und E7-Proteins auf die Aktivitat des EZH2-Promotors zu
bestimmen wurden die Reportergen-Konstrukte pGI3bprhEZH2 (-1095/+448) und
pGI3bprhEZH2 (-151/+448) verwendet (Bracken et al., 2003). Weiterhin wurde der Einfluss
von siRNAs auf die Aktivitdt der HPV18 URR untersucht.

Fur Reportergenanalysen wurden Zellen entweder mittels Calciumphosphat- oder
Oligofectamin-Methode transfiziert. Um Schwankungen in der Transfektionseffizienz
auszugleichen, wurde ein B-Galaktosidase-Referenzplasmid kotransfiziert. Bei Transfektion
mit synthetischen siRNAs wurde eine Proteinbestimmung zum Abgleich durchgefiihrt. Die
Zellen wurden 48-72 Stunden nach Transfektion lysiert und die Luciferase-Aktivitaten sowie

gof. die B-Galaktosidase-Aktivitaten bestimmt.

4.2.3.10.CheckMate-Bindungsassay

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in Saugerzellen erfolgte mittels des
,CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid“-Systems (Promega, Mannheim). Hier wird das
Prinzip des Hefe Zwei-Hybrid-Systems angewendet und die zu untersuchenden Proteine als
Fusionsproteine mit der GAL4-DNA-Bindungsdoméane (pBind-Vektor) oder der DNA-
Aktivierungsdoméne des Herpes Simplex Virus Typ 1 VP16 Proteins exprimiert (pAct-
Vektor). Durch eine Interaktion der zu untersuchenden Proteine kann das pG5Luc-
Reporterplasmid aktiviert werden, welches das Luciferase-Gen unter der Kontrolle eines
Promotors mit 5 GAL4-Bindungsstellen besitzt. Die Checkmate-Analysen wurden nach dem
gleichen Schema wie die Reportergenanalysen durchgefihrt. Die Messung der Luciferase-

Aktivitat erfolgte 48 Stunden nach Transfektion.

4.2.3.11.Messung der Luciferase-Aktivitat in eukaryotischen Zellextrakten

Die Herstellung von Zellextrakten zur Messung der Luciferase-Aktivitat erfolgte nach der

Methode von Brasier (Brasier et al., 1989). Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit
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kaltem PBS wurden diese mit 200 pl kaltem Triton-Lysepuffer lysiert und mit einem
Gummischaber abgeschabt. Das Lysat wurde fir 3 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitat wurden 30 pl des Lysats in eine 96-
Loch Miktrotiterplatte gegeben.

Bei der Luciferase-Reaktion katalysiert die Luciferase die ATP-abhangige Oxidation des
Substrates Luciferin. Hierbei wird Licht der Wellenlange 562 nm emittiert, dessen Menge bei
Substrat-Uberschuss proportional zur Luciferase-Konzentration im Ansatz ist. Die
Messungen der Enzymaktivitat wurden im linearen Bereich durchgefiihrt.

Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat erfolgte in einem Luminometer. Dieses injiziert
automatisch 150 pl Luciferase-Reaktionspuffer und 50 pl Luciferin-Losung pro Ansatz und

misst die emittierten Photonen tber 10 Sekunden.

Triton-Lysepuffer 1% TritonX-100
25 mM Glycylglycin, pH 7,8

15mM MgSO,
4mM EGTA
10% Glycerin
1mM DTT

Luciferase-

Reaktionspuffer 25 mM Gylcylglycin, pH 7,8
15mM MgSO,
5mM ATP

Luciferin-L6ésung 0,25 M Luciferin in Reaktionspuffer (ohne ATP)

4.2.3.12.Messung der p-Galactosidase-Aktivitat in eukaryotischen Zellextrakten

Um Schwankungen in der Transfektionseffizienz in Reportergen-Analysen auszugleichen,
wurde das Luciferase-Reportergen mit dem Plasmid pCMV-B-Gal kotransfiziert. Zur Messung
der B-Galaktosidaseaktivitat wurden 10-50 ul des Zelllysats in einer 96-Loch Miktrotiterplatte
gegeben. Es wurden jeweils 200 pl Reaktionspuffer zugegeben und bis zur leichten
Gelbfarbung bei 37°C inkubiert. In einem ELISA-Reader wurde die optische Dichte der
Proben bei 405 nm gegen die entsprechende Menge Lysepuffer als Referenzwert
gemessen. Um die unspezifische Absorption zu korrigieren, wurden die Proben zuséatzlich

bei 620 nm vermessen und die erhaltenen Werte von den Werten bei 405 nm abgezogen.
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Zur Ermittlung der relativen Luciferase-Aktivitat (RLA) in Reportergen-Analysen wurde der
Quotient aus dem gemessenen Luciferase-Wert und dem zugehdérigen B-Galaktosidase-Wert

gebildet.

B-Galaktosidase-
Reaktionspuffer 100 mM Natriumphosphat, pH 7,5
10mM KCI
1mM MgSO,
50 mM  2-Mercaptoethanol
1x ONPG

100 mM Natriumphosphat
pH 7,5 200 mM Na,HPO,
200 mM NaH2P04

ONPG-Stockldsung 4 mg/ml  2-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (ONPG)
in 100 mM Natriumphosphat, pH 7,5

4.2.3.13.TUNEL-Assay
Mittels TUNEL-Methode (Terminal transferase dUTP nick end labelling) kénnen DNA-

Einzelstrangbriiche detektiert werden, die wahrend der Apoptose entstehen.

Der TUNEL-Assay wurde mittels des ,In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein“ (Roche
Diagnostics, Mannheim) durchgefiihrt. Zellen wurden auf Deckgldschen ausgesat und
48-72 Stunden nach Transfektion mit synthetischen siRNAs in 4% PFA fur 30-60 Minuten
fixiert und im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen. Im Folgenden wurden die Zellen fur
2 Minuten bei 4°C in 0,1% Triton/ 0,1% Natriumcitrat permeabilisiert. Nach Waschen mit PBS
wurden die Zellen mit 25 pl TUNEL-Reaktionsmix (Lésung | und Il im Verhéltnis 1:10)
benetzt und fir 1 Stunde bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Deckglaschen wurden 3x mit
PBS gewaschen und zum Anfarben der Zellkerne fir 5 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur mit 25 pl DAPI-Lésung inkubiert. Die DAPI-L6ésung wurde durch 5x
Waschen mit PBS und 1x mit H,O entfernt und die Deckglaschen zum Abschluss in
100% Ethanol getaucht und getrocknet. Die trockenen Deckglaschen wurden in Vecatshield-

Losung (Vector Laboratories, Kanada) auf Objekttragern eingebettet.

4% PFA 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS, pH 7-7,5
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4.2.3.14.Seneszenz-Assay

Der Nachweis des seneszenten Phanotyps in Zellen nach Behandlung mit verschiedenen
SsiRNAs erfolgte durch SA-B-Galaktosidase-Farbung nach der Methode von Dimri
(Dimri et al., 1995). Das von seneszenten Zellen exprimierte Enzym SA-B-Galaktosidase
kann bei pH 6 detektiert werden.

Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur 3 Minuten mit 2% Formaldehyd/0,2%
Glutaraldehyd fixiert. Im Anschluss wurde nochmals mit PBS gewaschen und die Zellen mit

1 ml Seneszenz-Puffer pro 6 cm Schale tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Seneszenz-Puffer 5 mM Ks[Fe(CN)e]
5 mM K4[Fe(CN)e]
1 mg/ml  X-Gal-Stocklésung
~in Citratpuffer

Citrat-Phosphat-Puffer 40 mM Zitronensaure
150 mM  NacCl
2 mM MgSO, * 6 H,0O
" pH 6,0 mit Na,HPO, eingestellt

X-Gal-Stockldésung 20 mg/ml  5-Brom-4Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktosid
(X-Gal, Peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen)
in DMF

4.2.4. Hefe Zwei-Hybrid-Assay und verwandte Methoden

4.2.4.1. Das Hefe Zwei-Hybrid-System

Der Y2H Screen fir HPV18 E7-bindende Peptide wurde im S. cerevisiae Stamm KF1
durchgefuihrt. Dieser enthalt die Selektionsmarker ADE2, HIS3, URA3 welche unter der
Kontrolle unterschiedlicher GAL4-responsiver Promotoren stehen. Wahrend der HIS3-Marker
bereits durch schwache und der ADE2-Marker durch mittelstarke Protein-Protein-
Interaktionen aktiviert werden, besitzt der SPO13-Promotor des URA3-Markers ein negativ-
regulatorisches Element und wird nur durch relativ starke Protein-Protein-Wechselwirkungen
aktiviert (Vidal et al., 1996).
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4.2.4.2. Transformation von Hefezellen

Die KF1-Hefe wurde auf YPDA™ -Platten fur zwei Tage bei 30°C kultiviert, dann wurden
einige Kolonien in 300 pl Losung | suspendiert, kurz zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Hefe in 300 ul Losung | aufgenommen. Zu 1 ug der zu transformierenden Plasmid-
DNA wurden 50 pg Carrier-DNA, 50 ul Hefesuspension und 300 pl Lésung Il gegeben, durch
Vortexen gemischt und fir 30 Minuten bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Danach erfolgte
ein Hitzeschock fir 15 Minuten bei 42°C, die Hefen wurden kurz abzentrifugiert und in 50-
100 ul H,O aufgenommen. Die transformierte Hefe wurde auf Selektionsplatten

ausgestrichen und fur 3-5 Tage bei 30°C kultiviert.

YPDA™-Agarplatten 10g Yeast Extract
209 Peptone
259 Bacto Agar

ad 950 ml H,0, autoklavieren
nach Abkiihlen auf 50°C

40 ml 0,5% Adenin
50 ml 40% Glukose
zugeben
Losung | 1ml 10x LiIOAc
1ml 10x TE
8 ml Hzo
Losung Il 1ml 10x LiIOAc
1ml 10x TE
8 ml 50% PEG
10x TE 100 mM Tris-HCI pH 7,5
10 mM EDTA
10x LiOAc 1M Lithiumacetat, pH 7,5
50% PEG 50 g Polyethylenglykol MG 4000 in 100 ml H,O

Carrier-DNA Lachssperma-DNA (10 pg/ul), denaturiert
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4.2.4.3. Herstellung von Selektionsnéhrbdden

Zur Herstellung von Selektionsmedium wurde SC-Medium hergestellt und autoklaviert.
Danach wurden 5% (v/v) einer 40%igen Glukoselosung zugefigt und je nach
Selektionsmedium wurden die entsprechenden Aminosauren, Basen und 3-AT zugegeben.
Um Hefeplatten herzustellen wurden die Komponenten fir 1 | Selektionsmedium in 500 ml
Endvolumen vermischt. Dann wurden 500 ml heil3e Agarlésung zugegeben, abgekihlt und in
Petrischalen gegossen.

Es wurden Hefeplatten mit folgenden Selektionsmedien hergestellt: SC-Trp-Leu, SC-Trp-
Leu-Ade, Sc-Trp-Leu-Ura, Sc-Trp-Leu-His + 40 mM 3-AT

Selektionsmedien z.B.-Trp  SC-Medium mit allen Zusatzen auf3er Tryptophan

SC-Medium 6,79 Yeast Nitrogen Base
49 Aminoséaure-Mix
ad 11H,0
Zuséatze 10 mi 20 mM Uracil
10 mi 100 mM L-Histidin
10 mi 100 mM L-Leucin
10 mi 100 mM L-Tryptophan
20 ml 0,5% Adenin
2% Glukose
Aminosaure-Mix je1l0g Alanin, Arginin, Aspartat, Asparagin, Cystein, Glutamat,

Glutamin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Serin,

Threonin, Tyrosin, Valin

Agarlésung 55% (w/v)  Agar in H,O, autoklavieren

4.2.4.4. Transformation der Peptid-Expressionsbank in Hefezellen

Fur den Y2H Screen wurde eine Peptid-Expressionsbank fiir lineare Peptide eingesetzt. In
den Hefeexpressionvektor pADpep2 wurden randomisierte 60mer Oligonukleotide an die
GAL4-DNA-Aktivierungsdomane fusioniert. Die Bibliothek kodiert fiir 10° lineare 20mer-
Peptide.

Die Hefen wurden mit dem Kdderplasmid pPc97-18E7, das fur das E7-Protein in Fusion mit
der Gal4-DNA-Bindungsdomane kodiert und der Peptid-Expressionsbank als Beuteplasmid
nach der Methode von Gietz transformiert (Gietz und Woods, 2002). Hefen, die die HPV18



Material und Methoden 86

E7-cDNA im Vektor pPC97 enthielten wurden tber Nacht in 100 ml SC-Trp-Medium bei 30°C
unter Schatteln inkubiert. Dann wurden 800 ml YPDA™"-Medium mit der Vorkultur angeimpft
und bis zu einer optischen Dichte von 0,4 bei 600 nm (ODgy = 0,4) kultiviert. Die Hefen
wurden durch Zentrifugation fir 5 Minuten bei 3500 rpm und 4°C pelletiert und zun&chst mit
50 ml sterilem H,O dann mit 40 ml Lésung | gewaschen und schlie3lich in 4 ml Lésung |
aufgenommen.

Es wurden 20 Ansatze mit je 2 pg DNA der Expressionsbank, 180 pl Carrier-DNA, 200 pl
Hefesuspension und 1,2 ml L6sung Il zusammengegeben und durch Vortexen gut
durchmischt. Dann wurde fur 30 Minuten bei 30°C unter Schitteln inkubiert und fur weitere
15 Minuten bei 42°C. Die Hefen wurden durch Zentrifugation sedimentiert, in sterilem H,O
aufgenommen und in einem Endvolumen von 13 ml vereint. Jeweils 500 pl wurden auf
Selektionsplatten mit Sc-Trp-Leu-Ade ausplattiert und bei 30°C kultiviert. Zur Ermittlung der
Transformationseffizienz wurde eine Verdiinnungsreihe (10%-10%) des Transformations-
ansatzes auf SC-Trp-Leu-Platten ausplattiert und fur 3 Tage bei 30°C kultiviert. Im Anschluss

wurden die Kolonien ausgezabhilt.

4.2.4.5. Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefezellen

Selektionsmedium wurde mit einigen Hefekolonien angeimpft und Uber Nacht bei 30°C
geschuttelt. Die Hefen wurden durch Zentrifugation bei 2000 rpm fir 2 Minuten pelletiert, mit
450 ul Puffer | gewaschen und in 200 ul Puffer Il aufgenommen. Die Suspension wurde in
ein Schraubdeckelgefald mit Glasperlen tberfuhrt und im Zellhomogenisator fir 20 Sekunden
geschiittelt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit Phenol/CIA extrahiert. Dann
wurden 2 ul des Uberstandes in E. coli transformiert und ausplattiert. Im Anschluss wurde
eine DNA-Mini-Praparation durchgefihrt. Die Ansatze, die das pADpep2-Plasmid enthielten

wurden Uber einen Restriktionsverdau identifiziert.

Puffer I 100 mM Tris, pH 8,0
100 mM EDTA, pH 8,0

Puffer Il 2% Triton-X-100
1% SDS
100 mM NacCl
10 mM Tris
1mM EDTA
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4.2.4.6. Replikaplattierung

Um Aufschluss Uber die Starke der Protein-Protein-Interaktion zwischen dem HPV18 E7-
Protein und E7-bindenden Peptide aus dem Y2H Screen zu bekommen, wurde eine
Replikaplattierung auf Platten mit verschiedenen Selektionsmedien durchgefihrt.

Hierzu wurden die Hefen auf SC-Trp-Leu Platten ausgestrichen und Uber Nacht kultiviert.
Diese wurden dann auf Platten mit SC-Leu-Trp-His mit 40 mM 3-AT, SC-Leu-Trp-Ade, SC-
Leu-Trp-Ura replikaplattiert und fur 1-4 Tage kultiviert.
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»Colony Formation Assay"
Chloroform-Isoamylalkohol
Cytomegalovirus

~consensus Region 1/2“
4',6-Diamidino-2-Phenylindol
.Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”
Dimethylformamid
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.European Medicines Agency*
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nt Nukleotide

oD optische Dichte

ONPG O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid

P. pyralis Photinus pyralis

PBS .Phosphate Buffered Saline"

PCR .Polymerase Chain Reaction*

PEG Polyethylenglykol

PFA Paraformaldehyd

PI Propidiumiodid

PNK Polynukleotidkinase

pNP para-Nitrophenol

pNPP para-Nitrophenolphosphat

PRC2 .Polycomb Repressive Complex 2*

PVDF Polyvinylidenfluorid

RdDM -RNA-directed DNA Methylation”

RISC »,RNA Induced Silencing Complex*
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RNA Ribonukleinsaure

RNAI RNA-Interferenz

rpm ~rounds per minute“
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SC ~Synthetic Complete”

SDS »Sodium Dodecyl Sulfate"

SDS-PAGE  ,Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis*
SEAP Sezernierte Alkalische Phosphatase

shRNA »short hairpin RNA*

SiRNA ~short interfering RNA"

SSC -Standard Saline Citrate”

TE Tris-EDTA

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tm Schmelztemperatur

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA Jransfer-RNA*

TUNEL “Terminal transferase dUTP nick end labelling”
URR Upstream Regulatory Region

viv .volume per volume*

wiv ~weight per volume

Y2H Yeast Two-Hybrid
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