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ZUSAMMENFASSUNG

Das high-risk Humane Papillomavirus Typ 16 (HPV16) ist ursiachlich verantwortlich fiir die
Ausbildung von ca. 50% aller mehr als 500.000 jihrlich auftretenden Zervixkarzinomfille
weltweit. Trotz der Einfihrung der hochwirksamen prophylaktischen HPV-Vakzine sind
weiterhin Untersuchungen zum besseren Verstindnis von Virus-Wirt-Interaktionen erforder-
lich, die das grundlegende Verstindnis fir die virusinduzierte Progression einer benignen
Neoplasie hin zu der Ausbildung eines Tumors erweitern. Bis heute sind die Effekte der HPV-
Proteine hauptsichlich in Modellen erforscht worden, die ein oder zwei virale Onkogene unter
der Kontrolle heterologer Promotoren berticksichtigen. Aus diesem experimentellen Ansatz
resultiert eine Uberexpression des jeweiligen Gens und die Aufklirung kooperierender Effekte
mit anderen viralen Proteinen ist ausgeschlossen. Ziel dieser Arbeit war es daher, eine Analyse
der biologischen Effekte der E5, E6 und E7 Onkogene von HPV16 in einem naturnahen 7
vitro Modell genauer zu charakterisieren. Dabei sollten die Onkoproteinfunktionen aller drei
Gene im Vordergrund stehen, wenn sie unter der Kontrolle ihrer viralen Promotoren im
Kontext des komplett vorliegenden Genoms exprimiert werden. Hierfir gelang es, ein
transfektionsbasiertes System auf Grundlage eines loxp_ HPV16_eGFP-N1-Vektoren zu etab-
lieren, das bei hoher episomaler Kopienzahl eine effiziente Manifestation von HPV16 ermdg-
lichte. Benutzt wurden neben dem Wildtyp-Genom von HPV16 auch Punktmutanten aller drei
Gene, die ein gezieltes ,,knock-ont* bewirkten. Durch eine Anpassung der Kulturbedingungen
konnte die immortalisierte HaCaT-Zelllinie erstmals in organotypischer Raftkultur so kultiviert
werden, dass eine Unterstitzung des viralen Lebenszyklus moglich wurde. Konservierte
HPV16-tragende epidermale Aquivalente bildeten dabei stark dysplastische Morphologien aus,
die bisher in dhnlichen Systemen aus primiren Keratinozyten bzw. bei der Verwendung der
NIKS-Zelllinie nicht darstellbar waren. In Konsens mit den bekannten HPV16-Charakteris-
tiken war E7 in den vorliegenden Untersuchungen als Hauptmediator einer virusinduzierten
Hyperproliferation identifizierbar. Kontrir zu den allgemein anerkannten Wirkweisen von E7
und EO6 resultierte hingegen die gesteigerte Proliferation nicht aus einer Degradation von pRb
oder p53. Insgesamt legten sowohl die Histologie, die schwache Prisenz von E1"E4 und der
ausgebliebene Nachweis einer L1-Expression den Schluss nahe, dass die erhaltenen Gewebe
einer hoéhergradigen 7z vivo CIN-Lision vergleichbar sind. Diese Ergebnisse erlauben eine
teilweise neue Interpretation der Effekte der HPV-Onkogene auf die Zellproliferation und
- differenzierung der infizierten epithelialen Zellen. Weiterhin bietet das etablierte Modell die
Moglichkeit in einem naturihnlichen System die Eigenschaften der Onkoproteine von HPV16

zu untersuchen.
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SUMMARY

The high-risk Human Papilloma Virus type 16 (HPV16) is the causative etiological agent in
approximately 50% of more than 500.000 cervical carcinoma cases wotldwide each year.
Despite the implementation of two highly effective prophylactic vaccines there is a constant
need for research focused on the virus-host interaction that underlies virus induced
progression from benign neoplasia to tumor development. So far the HPV protein functions
were analyzed mainly by 7z vitro model systems where one or two viral oncogenes were
expressed under control of heterologous promoters. The outcome of such experimental
approaches is the overexpression of those genes, leaving out the elucidation of cooperative
effects with other viral proteins. Therefore the aim of this thesis was the dissection from
biological functions of the HPV16 oncogenes E5, E6 and E7 within an 7 vitro model reflecting
near-natural conditions. Particularly the oncoprotein functions of E7, E6 and E5 when
expressed under the control of their own promoter and in the presence of the complete viral
genome were of special interest in this study. By establishing a transfection based system using
a loxp_HPV16_eGFP-N1-vector high viral episomal copy numbers could be obtained. Used
for this study were the wild-type HPV16 genome and also mutated genomes holding point
mutations within the oncogenes causing a specific knock-out. Through the modulation of
culture conditions it was possible to actively support a viral life cycle employing organotypic
raft cultures of immortalized HaCaT cells for the first time. The resulting epidermal
equivalents which carried HPV16 displayed pronounced dysplastic morphology, a phenotype
which is not seen to such an extent in approaches employing both primary keratinocytes and
the NIKS cell line. In agreement with previously published theories the results of this study
confirm that E7 is of pivotal importance for the development of a hyperproliferation upon the
virus infection. Surprisingly, the results reveal that the E7 and E6 mediated increase in
proliferation does not result from the degradation of pRb or p53. Due to the histological
features, the fact that E1"E4 was weakly expressed and L1 could not be detected it was
suggested that the resulting 7z vitro tissues closely resemble higher grade CIN lesions 2 vivo.
These results partially allow a new interpretation of the HPV16 oncogene effects on cell
proliferation and differentiation within infected epithelial cells. Consequently, the 2 witro
system developed in this study will facilitate the analysis of the oncoprotein functions of

HPV16 in a close to nature environment.
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1 EINLEITUNG

1.1 Der kausale Zusammenhang von Virusinfektion und Tumorerkrankung

Krebserkrankungen sind trotz der erheblichen Fortschritte in Diagnose und Behandlung ein
groB3es Gesundheitsproblem, das weite Teile der Weltbevolkerung betrifft. In den Vereinigten
Staaten von Amerika ist jeder 4. Verstorbene Opfer eines Tumorleidens (Jemal et al., 2010a;
Jemal et al, 2010b). Die International Agency for Research on Cancer (IARC) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) schitzt anhand epidemiologischer Daten die Anzahl an
Krebsneuerkrankungen in der Europiischen Union im Jahre 2008 auf 2,5 Millionen und die
Anzahl an Patienten mit einem tédlichen Verlauf der Erkrankung auf 1,2 Millionen (Ferlay et
al., 2010). Dabei geht man heute von einem Anteil von mehr als 20% aus, bei der ein direkter
Zusammenhang von Tumorgenese und biologischer Beteiligung von Viren, Bakterien oder
Parasiten angenommen wird (zur Hausen, 2009b). Im Zuge dieser Erkenntnisse stufte die
WHO 2009 elf Organismen, darunter 7 Virusarten, als ,,krebserregend® fiir den Menschen ein
(Gefahrenpotential Gruppe 1) (Bouvard et al., 2009). Infektionen mit den Viren: Epstein-Barr-
Virus (EBV), Hepatitis-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus (HCV) bzw. high-risk Humane
Papillomaviren (HPV) sind demnach kausal verantwortlich fir die Entwicklung von ca. 12%

aller menschlichen Neoplasien (Sarid and Gao, 2010).

Die Erforschung des ursichlichen Zusammenhangs zwischen einer Virusinfektion, wenn
auch zu diesem Zeitpunkt noch nicht als solcher umschrieben, und der Ausbildung eines
Tumors geht auf das Jahr 1911 zurtck. Damals war es Peyton Rous méglich zu zeigen, dass
zellfreie Filtrate von Hihnertumorextrakten eine Tumorausbildung in einem anderen Wirtstier
induzieren kénnen (Rous, 1911). Ein weiterer Nachweis gelang durch die Entdeckung
virusinduzierter Warzen beim Baumwollschwanzkaninchen wund deren karzinogenen
Charakteristika (Shope and Hurst, 1933). Trotz dieser frithen wissenschaftlichen Durchbriiche
in der Virologie blieb dieses Feld ein eher verwaister Pfad der Tumorbiologie. Erst im Jahre
1964 konnte eine Virusinfektion einer menschlichen Krebsentitit zugeordnet werden. Tony

Epstein und Yvonne Barr wiesen in Zellen eines Burkitt’'s Lymphoms elektronen-
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EINLEITUNG

mikroskopisch Partikel des spiter nach ithnen benannten Epstein-Barr-Virus nach (Epstein et
al., 1964). Dieses Virus war Forschungsgegenstand zu Beginn der Forscherlaufbahn von
Harald zur Hausen. Die Verleihung des Nobelpreises fir Medizin im Jahre 2008 bezieht sich
hingegen auf die Entdeckung der ersten HPV-Typen (Boshart et al., 1984; Durst et al., 1983;
Gissmann et al., 1977; Gissmann and zur Hausen, 1976; Orth et al., 1977), den erstmals
postulierten kausalen Zusammenhang zwischen der Infektion mit eben diesen Viren und der
Ausbildung von Gebirmutterhalskrebs (zur Hausen, 1977) sowie der spateren Bestitigung des
biologischen Zusammenhangs, auf deren Basis die Entwicklung und Einfthrung zweier
Impfstotfe vorangetrieben wurden. Die inzwischen eingefiihrten Impfungen kénnten erstmals

einen Schutz gegen die dritthdufigste Todesursache durch Krebsleiden bei Frauen liefern.

1.2 Phylogenie der Papillomaviren

Papillomaviren infizieren das ausdifferenzierte Epithel warmbliitiger Vertebraten. Die
akzeptierte Klassifikation fiir Papillomaviren beruht auf Sequenzhomologien des
hochkonservierten open reading frames (ORF) von L1 (Bernard et al., 2010; de Villiers et al.,
2004). Die Verfugbarkeit von Weitspektrum-Primern [z.B. GP5+/6+ (de Roda Husman et al.,
1995), SPF (Kleter et al., 1998)] ermoglicht die Amplifikation eines Hauptteils viraler Isolate.
Anhand der L1-basierten Klassifikation lassen sich derzeit 189 Typen unterscheiden. Dies
entspricht einem Zuwachs von 76 PV-Typen seit der letzten Erhebung 2004 (Bernard et al.,
2010; de Villiers et al., 2004). Das Kriterium fiir einen neuen Typ ist ein vollstindig kloniertes
Genom, das sich um 10% in der Sequenz der L1 ORF vom nichsten Verwandten
unterscheidet - weiter aufspalten ldsst sich in Subtypen (2 - 10% Sequenzvarianz) und

Varianten (< 2% Sequenzvarianz).

Die aktuelle Klassifikation beinhaltet 69 Typen, die nicht-humane Vertebraten infizieren,
sowie 120 human-infektiose Typen. Die eigenstindige Familie der Papillomaviridae unterteilt
sich in 29 Gattungen. Humane Papillomaviren werden in 5 Gattungen (Alpha, Beta, Gamma,
My und Ny) eingeordnet (Bernard et al., 2010). Dartiber hinaus erfolgt eine Unterteilung
hinsichtlich ihrer Gewebespezifitit in mukosale und kutane Typen. Dabei gehoren alle
mukosalen Typen zur Gattung Alpha, wihrend kutane Typen in allen finf Gattungen
nachgewiesen wurden (Abbildung 1.1). Damit ist diese Klassifikation nur unzureichend
korrelierbar mit der Biologie der einzelnen Virustypen. Ein Sequenzvergleich der deutlich
heterogeneren early Gene hingegen ermoglicht Riickschlisse auf die Evolution der
Papillomaviridae und auch deren biologischen Charakteristika in Bezug auf die Einteilung in

Hoch- und Niedrigrisiko-Typen (Bravo et al., 2010). Die folgenden Ausfithrungen sollen
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EINLEITUNG

vertiefte Einblicke in die Biologie der mukosalen Typen liefern, da sie den Gegenstand der

eigenen Untersuchung darstellen.
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Abbildung 1.1: Phylogenetischer Baum der Papillomaviridae
Anerkannte Klassifikation anhand der Sequenzhomologien des ORF von L1. Hier dargestellt
zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Gattungen Alpha, Beta, Gamma, My und Ny, die
hauptsichlich Humane Papillomaviren subsummieren. Orangefarben hervorgehoben wurden
die Alpha Genera der mukosalen Typen, wobei die am hiufigsten in zervikalen Neoplasien
gefundenen Typen rot markiert wurden (vgl. auch Abbildung 1.2 B) (modifiziert nach (Bernard
et al., 2010).

1.3 Epidemiologie Humaner Papillomaviren und HPV-induzierter Pathologien

Eine Infektion durch Humane Papillomaviren ist weltweit die am hidufigsten sexuell
tbertragene Erkrankung (Lacey, 2005). Sowohl Frauen als auch Minner sind in die
Ubertragungskette der Infektion involviert. Dabei sind Frauen erheblich stitker von den
Folgen betroffen. In den USA geht man jihtlich von 6,2 Millionen Infizierten im Alter
zwischen 15 und 44 Jahren aus, wobei ca. 74% der Fille in die Altersgruppe zwischen 15 und
24 Jahren fillt (Weinstock et al., 2000). Global betrachtet, infiziert sich jeder zweite Mensch im
Laufe seines Lebens mit mindestens einem genitalen HPV Typ, wobei bei Frauen bis zum 50.
Lebensjahr der Anteil nahezu 80% betrigt (Steben and Duarte-Franco, 2007). Die Privalenz
zervixinfizierter Frauen mit normaler Zytologie betrigt weltweit 10,4%, mit einem hoheren
Anteil bis zu 31,6% (Ostafrika) in Lindern der Dritten Welt (de Sanjose et al., 2007)
(Abbildung 1.2 A). Der Grofteil der Infektionen ist transient und ohne pathologische Folgen.
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Rund 70% der Ansteckungen werden innerhalb eines Jahres, etwa 90% innerhalb von zwei
Jahren durch das Immunsystem bewaltigt (Ho et al., 1998). Eine durchschnittliche Infektion

besteht ca. 8 Monate lang (Giuliano, 2007).

Mukosale HPV-Infektionen verursachen zwei verschiedene Krankheitsbilder: genitale
Warzen sowie Zervixkarzinome und deren Vorstufen [Zervikale Intraepitheliale Neoplasien
(CIN1 — CIN3)]. In diesen Anomalien ist die HPV-Privalenz deutlich gesteigert gegentiber der

in unklinischen Personengruppen.
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Abbildung 1.2: Hiufigkeit von HPV Infektionen
A: Altersspezifische HPV Privalenz von Frauen ohne klinische Symptomatik unterteilt in ver-
schiedene globale Regionen. Deutlich erkennbar die hohe Infektionsrate jiingerer und damit
sexuell aktiverer Frauen bis nahezu 30% (Afrika), die sich bis zu einem mittleren Alter
verringert. Interessant zu bemerken der erneute Anstieg (auller Asien) ab einem Alter iiber 40.
Die moglichen Ursachen hierfiir sind noch in Diskussion (nach Bosch et al., 2008).

B: Hiufigkeiten einzelner HPV Typen in invasiven Zervixkarzinomen weltweit. HPV16 ist mit
einem Anteil von tber 50% zusammen mit HPV18 (17,2%) ursichlich fir ca. 70% all dieser
Karzinome. Mit den sich anschlieBenden HPV45, 31, 33, 52, 58, 35 und 59 steigt der Anteil auf
iber 90%, was die Bedeutung moglicher weiterer Vakzine fiir diese Typen unterstreicht (nach
Munoz et al., 2004).

Das Auftreten externer genitaler Warzen ist immer assoziiert mit einer HPV-Infektion,
wobei es sich in ca. 90% um die Jow-risk Typen 6 und 11 handelt (Greer et al., 1995). Man geht
davon aus, dass ungefihr 1% der sexuell aktiven Bevolkerung Nordamerikas von diesen
Warzen betroffen ist und deren Behandlung einen nicht unerheblichen Teil der medizinischen

Versorgungskosten verursacht (Koutsky, 1997; Steben and Duarte-Franco, 2007). Deswegen

sind diese beiden Typen auch in den quadrivalenten Impfstoff Gardasil® von MSD inkludiert.

Im Falle der Zervixkarzinom-Vorstufen, den CIN-Lisionen, zeigt sich beztglich der
Infektionshéufigkeit ein stark differierendes Bild. Relativ gesicherte Daten sehen mehr als 85%
der hochgradigen Lisionen (CIN3) positiv fir mindestens einen HPV Typ (Smith et al,
2007b). Davon ist HPV16 mit einer Beteiligung von 45,4% weltweit [regional variierend:

51,8% (Europa) bis 33,3% (Ozeanien)] mit Abstand der haufigste. Die nichsthiufigsten Typen
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sind HPV31 (8,7%) und HPV33 (7,3%). Je nach Region variieren diese Hiufigkeiten jedoch
stark. Dabei treten die Typen HPV18, 58 und 52 auf (Smith et al., 2007b).

Bei invasiven Zervixkarzinomen liegt eine deutlich geringere Heterogenitit vor und weist
HPV16 (54,4%) und HPV18 (15,4%) weltweit am verbreitetsten aus. Damit sind diese Viren
ursichlich fir nahezu 70% aller Tumore des Gebirmutterhalses verantwortlich. Danach folgen
die Typen HPV45, 31, 33, 52 und 58 (Abbildung 1.2 B), wobei deren Hiufigkeit und Ranking
je nach Region variiert (Bosch et al, 2008). Dabei sind Zervixkarzinome weltweit die
zweithdufigste, in Lindern der Dritten Welt sogar die haufigste Tumorart bei Frauen (Snijders
et al., 2000). Fiar das Jahr 2007 schatzte die American Cancer Society (2007) die Zahl neuer
Karzinomfille auf 555.100 und der dadurch bedingten Todesfille auf 309.800, wovon 85% in
Dritteweltlindern vorkommen. Damit sind Zervixkarzinome die dritthdufigste krebsbedingte

Todesursache bei Frauen weltweit.

Die sehr gut etablierte Screeningroutine liegt auf Grund der bekannten Kausalitit von
Hochrisiko-Humanpapillomavirus-Infektion und der Entwicklung von zervikalen Karzinomen
naheliegenderweise auf diesen mukosalen Typen der betroffenen Organregion. Im Zuge der
Einfihrung der Vakzine stieg die epidemiologische Datenmenge kontinuierlich an und wird

mehr und mehr auch global standardisiert erfasst.

Daneben wird die Erforschung einer moglichen Beteiligung dieser Viren an der Induktion
anderer Krebsarten in anderen Organen und Korperregionen vorangetrieben. Deren
Ergebnisse sollen hier auch kurz erwihnt werden. Es liegt nahe, dass andere Tumorentititen
des Anogenitalbereichs ebenso HPV-assoziiert sein koénnen. Im Falle von Penis- und
Vulvakarzinomen ist die HPV-Privalenz mit 30 - 50% bzw. ca. 50% geringer als in denen der
Zervix. Bei Tumoren der Vagina und des Analbereichs (hier auch Minner) steigt sie auf bis zu
90% an (Frisch et al., 1999; Madsen et al., 2008a; Madsen et al., 2008b). Tumore des Mund-
und Rachenraumes sind stark variierend zwischen 25% und 60% positiv fir eine HPV-
Infektion (Gillison, 2008; Psyrri and DiMaio, 2008; Weinberger et al., 2006), wobei eine
Kausalitit fur deren Auslosung durch HP-Viren bei ca. 30% als realistisch erscheint (zur
Hausen, 2009a). Lange bekannt ist das Vorhandensein von HPV-Infektionen in Hauttumoren,
insbesondere in Fillen bei Bestehen der Erbkrankheit Epidermodysplasia verrucifornis und bei
Patienten nach Organtransplantationen (Ubersicht in Bouwes Bavinck et al., 2001; Orth, 1986).
Hier gestaltet sich die Validierung jedoch noch schwierig, da all diese Tumorentititen selten

sind und somit, verglichen mit Zervixkarzinomen, nur eine kleine Patientengruppe betreffen.
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Interessant sind sie jedoch in Hinblick auf allgemeine Vorginge der Tumorentstehung und

wegen moglicher Heterogenititen der Neoplasieinduktion durch verschiedene HPV-Typen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass HPV einen hohen Anteil bei der Entstehung
infektionsbedingter Neoplasien hat. HPV gilt mit 5,2% als kausaler Faktor fir jahrlich 561200
Tumordiagnosen weltweit und steht damit an zweiter Stelle nach Helicobater pylori (5,5%)

(Parkin, 2006).

1.4 Struktur und Genomorganisation der Humanen Papillomaviren

Humane Papillomaviren sind hitillenlose DNA-Viren mit einem ikosaedrischen Kapsid
(T=7) eines Durchmessers von 45 nm bis 55 nm, das sich aus den 2 strukturellen Proteinen 1.1
und L2 zusammensetzt (Abbildung 1.3 B). Das Arrangement der beiden Proteine ist bisher
hinsichtlich der Anzahl von L2 Proteinen innerhalb des Kapsides nicht vollig aufgeklirt. Die
maximale Zahl scheint 72 zu sein, ein L2 Protein in jedem Zentrum eines L1 Pentamers (Buck
et al., 2008). Die Infektivitit des Virus steigt mit der Anzahl inkorporierter 1.2 Molekiile
(Doorbar, 20006). Die Kapside tragen ein zirkuldres doppelstringiges Genom von ca. 8000 bp.
Es kodiert auf einem Strang in gleicher Leserichtung fir 8 Gene. Sie werden in 3 Regionen
unterteilt: den nicht-kodierenden Bereich [upstream regulary region (URR)], die early Gene (E) und
die /ate Gene (L). Die URR beinhaltet die Bindestellen fiir die viralen Replikationsproteine E1
und E2 sowie den intrazelluliren Trankriptionsfaktor SP1 und den Promotor der frithen
viralen Transkription p97. Daran anschliefend codiert die E-Region mit den E1, E2, E4, E5,
E6 und E7 fur alle nicht-strukturellen Proteine des Virus (Abbildung 1.3 A). Der GroBteil der
Plattenepithelkarzinome der Zervix weist ein in das Wirtsgenom integriertes HPV-Genom auf
(Pett and Coleman, 2007). Diese Integration ist hdochstwahrscheinlich die Folge von
Doppelstrangbriichen sowohl im Virus- als auch im Wirtsgenom sowie anschlieBender
Ligationsprozesse im Laufe einer persistierenden Infektion (Winder et al., 2007). Die
Strangbriiche im Virusgenom und damit die Integrationsstellen liegen hauptsichlich in den
ORF von E1, E2 und E4, wodurch diese Bereiche einschlieflich E5 und den Strukturgenen
durch klonale Selektion verlorengehen (Dall et al., 2008). Die Integrationsstellen sind tiber das
gesamte Wirtsgenom (mehr als 200 bisher bekannt) verteilt und fallen in mehr als 50% mit
bekannten fragilen Chromosombereichen zusammen (Thorland et al., 2000). Die Konsequenz
hieraus ist ein Verlust der Expressionskontrolle von E6 und E7 durch E2 (Dall et al., 2008).
Dies verstirkt die onkogene Potenz dieser beiden Proteine. Hierauf wird nachfolgend niher

eingegangen (Abschnitt 1.7).
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Abbildung 1.3: Genom- und Kapsidstruktur von HPV.

A: Schematische Darstellung des HPV16 Genoms. Die early ORF E6, E7, E1, E2, E4, E5
(schwarze Pfeile) werden entweder vom Promotor p97 oder p670 in verschiedenen Stadien der
epithelialen Differenzierung exprimiert (vgl. Abschnitt 1.5). Die late ORF der Strukturproteine
L1 und L2 dargestellt (gestrichelte Linie) werden nach Verinderung des Splicemusters unter
Kontrolle von p670 exprimiert. Die URR (graue Box) beinhaltet 4 Bindestellen fir E2, eine
SP1 Bindestelle sowie die TATA-Box und den Promotor p97. Die dulleren grauen Ringe
reprasentieren die genomischen Verinderungen wihrend der Virusgenomintegration in das
Wirtsgenom. (nach Burk et al., 2009)

B: Elektronenmikroskopische Aufnahme zweier Kapside von HPV16. Gut zu erkennen ist der
Aufbau aus Pentameren von L1, die eine Ringstruktur bilden. Das Hauptgeriist der Virushiille
wird durch 72 Pentamere erzeugt. Die Mitte jeder L1-Ringstruktur kann potentiell ein L2
enthalten. (entnommen aus Buck et al., 2005b)

1.5 Der Lebenszyklus von HPV

Humane Papillomaviren infizieren Zellen der Basalschicht. Eine Voraussetzung hierfir
scheint das Auftreten von Mikrotraumata des Epithels zu sein. Weiterhin ist fur die
Entstehung einer Lision die Infektion von epithelialen Stammzellen von Wichtigkeit (Egawa,
2003; Schmitt et al., 1996). Diese Zellen befinden sich an den Haarfollikeln der Haut bzw. im
Bereich der Transformationszone der Zervix. Experimentelle Untersuchungen wiesen eine
Reihe verschiedener Kofaktoren nach, die eine effiziente Infektion beglnstigen.
Heparansulfatproteoglykanen kommt dabei eine prominente Rolle bei der initialen Bindung
des Virus an der Basalmembran bzw. Zelloberfliche zu (Combita et al., 2001; Giroglou et al.,
2001; Johnson et al, 2009; Joyce et al, 1999). Aber auch Laminin 5 als Extrazellular-
matrixprotein scheint fir die primire Bindung von Bedeutung (Culp et al., 2006a; Culp et al.,
2006b). Gegenwirtige Vorstellungen gehen davon aus, dass nach Andocken an der
Zelloberfliche es zu einem aktiven Transport der Viruspartikel entlang von Actinfilopodien in
Richtung des Zellkorpers kommt (Schelhaas et al., 2008; Smith et al., 2008). Danach werden sie
durch Endozytose, in clathrin-coated Vesikeln verpackt, internalisiert (Day et al., 2003; Selinka et
al., 2003). Bei der Art der Internalisierung bestehen auch Unterschiede zwischen verschiedenen

Genotypen, so wird HPV31, ein naher Verwandter von HPV16, in Caveolae internalisiert
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(Smith et al.,, 2007a). Die Aufnahme des Virus benétigt jedoch — verglichen mit anderen
Virusfamilien - einen langen Zeitraum von mehreren Stunden (Culp and Christensen, 2004).
Dies ist insoweit bemerkenswert, als dies untypisch fur die geschilderten Endozytosewege ist.
Es konnte sich daher bei HPVI16 womodglich um einen bisher unbekannten
Internalisierungsweg handeln (Schiller et al., 2010), zumal neuere Inhibitionsstudien einen

clathrin- und caveolinunabhingigen Weg postulieren (Spoden et al., 2008).

Virus Freisetzung

Virus Freisetzung
ﬂ ] Virus Assemblierung

Amplifikation
des Genoms

:ﬁ Episomale Etablierung des Genoms
e~ Zellproliferation

-

= 3

ﬂ =]

e [ . y

w = Episomale Etablierung des Genoms
p97 p670 p670

Abbildung 1.4: Der HPV Lebenszyklus.
Dargestellt ist das ausdifferenzierte mukosale Epithel mit dem entsprechenden Expressions-
muster der viralen Proteine, der jeweils aktiven Promotoren p97 und p670 und deren Funktion
innerhalb des Lebenszyklus des Virus. (nach Doorbar, 20006)

Bevor es zur Internalisierung kommt, ist fir eine finale Bindung der Kapside an die
Zelloberfliche ein konformationelles Rearrangement von L1 und L2 erforderlich. Dies gibt
den N-Terminus von L2 nach einer Spaltung durch Furin bzw. Proprotein-Konvertase 5/6 frei
(Kines et al.,, 2009; Richards et al., 2006). Diese Vorginge sind durch Verwendung einfach
herzustellender Pseudovirionen gut untersucht. Jedoch fehlt weiterhin Klarheit tber die
Identitit des keratinozytenspezifischen Rezeptors fur die Internalisierung der Viren. In witro
Versuche verwiesen auf das epitheliale Zelladhdsionsmolekil o6-Integrin als moglichen
Kandidaten (Evander et al., 1997), wobei jedoch auch a6-Integrin-defiziente Zelllinien effizient
infiziert werden konnten (Shafti-Keramat et al., 2003; Sibbet et al., 2000). Innerhalb der Zellen
werden die Viruspartikel bis in die spiten Endosomvesikel tiber L1-spezifische Rezeptoren
transportiert (Day et al., 2003). Hier erfolgt bereits ein partielles Auflésen und Freisetzen des
HPV Genoms durch die Reduktion von Disulfidbriicken der Strukturproteine L1 und L2 (Li
et al., 1998). Die durch die Furinproteolyse freigesetzten Peptide des C-Terminus von L2

besitzen dabei die Fahigkeit, Membranstrukturen aufzubrechen und so im Komplex die Virus-
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DNA aus den Vesikeln auszuschleusen (Kamper et al., 2006). Der weitere Transport bis in den
Kern der Wirtszelle ist bisher weitgehend unklar. I.2 bleibt komplexiert mit dem Genom und
bindet spezifisch iiber Dynein an das Mikrotubulinetzwerk der Wirtszelle, das den Komplex
aktiv transportiert (Florin et al., 2006). Die Translokation in den Zellkern erfolgt jedoch nicht
tber einen spezifischen Rezeptor, sondern vielmehr durch den Zusammenbruch der
Kernmembran wihrend der Mitose (Darshan et al., 2004). Innerhalb des Zellkerns ist der
Komplex von L2 und Genom in distinkten Bereichen der PML- und ND10-bodies lokalisiert
(Day et al., 2004).

In infizierten Basalzellen wird durch E1 und E2 eine korrekte Replikation und Segregation
der viralen DNA wihrend der Zellteilung, sowie die episomale Etablierung mit einer
Kopienzahl von 10 bis 200 aufrechterhalten. Dabei ist die Bindung des Transkriptionsfaktors
E2 in der LCR ein essentieller Schritt, durch den die DNA-Helikase E1 an den
Replikationsursprung rekrutiert wird. Dieser Komplex ist zu vergleichen mit den Komplexen
von cdc6 und verschiedenen MCM an genomischen Replikationsurspriingen und ermdglicht
somit eine virale Amplifikation, die unabhingig von der zelluliren DNA-Synthese ist (Wilson
et al., 2002; You et al., 2004). Es ist bislang nicht v6llig aufgeklirt, ob E6 und E7 trotz einer
schwachen Expression und einer induzierten proliverativen Phase zu diesem frithen Zeitpunkt
in die Aufrechterhaltung der Infektion involviert sind (Zhang et al., 1999). Nichtinfizierte
Zellen der Basalschicht teilen sich asymmetrisch, wobei eine Tochterzelle in dieser Schicht
verbleibt, wihrend die andere in die suprabasalen Schichten auswandert. Hier verldsst sie den
Zellzyklus und startet ein Programm der terminalen Differenzierung. An deren Ende steht die
ausdifferenzierte Epithelzelle, die die sichere Abgrenzung zur Umwelt und den Schutz vor
pathogenen Mikroorganismen herstellt (Madison, 2003). In den oberen Schichten des Epithels
werden von HP-Viren E6 und E7 gemeinsam unter der Kontrolle des p97 Promotors von
einer bizistronischen mRNA exprimiert (Stacey et al., 2000). Beide Proteine kénnen mit
Mediatoren der Zellzykluskontrolle interagieren und bewirken dadurch eine Stimulierung der
Proliferation (Munger et al, 2001). Auf Details dieser Funktionen wird spiter niher
eingegangen werden (Abschnitt 1.7), da sie ebenfalls die onkogenen FEigenschaften der
Proteine darstellen. Die viralen Proteine E1, E2, E4 und E5 werden desgleichen in
differenzierten Zellen exprimiert und sichern den Erhalt der extrachromosmalen Kopienzahl

des Virusgenoms (Middleton et al., 2003).

Die Amplifikation der viralen Genome erfolgt nur in einer Subpopulation von Zellen durch

eine erhéhte Aktivitit des differenzierungsabhingigen /aze Promotors p670 innerhalb des E7
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open reading frames. Die erhohte Konzentration von E1 und E2 und ihre Bindung am viralen
origin of replication fihrt zu einer vermehrten Replikation der Genome, die ihrerseits wiederum
als Templates fiir eine erhohte Expression der beiden Proteine dienen. Alle Proteine der early
Gene sind in diesen Prozess involviert, wobei die Expression von E6 und E7 von der
Verinderung der Aktivitit von p670 unverindert bleibt (Middleton et al., 2003). E5 und E4,
deren Involvierung in den Replikationszyklus bisher nicht genau geklirt ist, sind ebenfalls
essentiell fiir die Amplifikation in den differenzierten Bereichen des Epithels (Fehrmann et al,,
2003; Genther et al., 2003; Peh et al., 2004). Die Replikation findet im Bereich der PML bodies
des Zellkerns statt, die somit den Ort der Virusgenerierung darstellen (Day et al., 1998). Die
strukturellen Proteine 1.1 und 1.2, ebenfalls unter der Kontrolle des /zfe Promotors, werden im
Stratum granulosum produziert. L2 rekrutiert L1 und férdert ein effektives Verpacken der DNA
im Bereich der PML bodies, an denen die Kapside spontan assemblieren (Stauffer et al., 1998;
Zhou et al., 1993). HPV sind nicht-lytische Viren. E4 fordert ein Auflésen des Keratinskeletts
und damit eine Auflockerung verhornter Hautschichten (Mclntosh et al.,, 2010; Wang et al.,
2009). Die virale Freisetzung vom Gewebe geschieht anschlieBend durch ein Ablésen mit den
oberen Keratinschichten des Epithels, wobei ihr extrazellulires Uberleben durch die
Interaktion mit Keratinfragmenten geférdert wird (Bryan and Brown, 2001). Fir eine
neuerliche Infektion benoétigt es hingegen ein Ablésen von eben diesen Strukturen. L2 ist nicht
essentiell fir eine korrekte Assemblierung des Viruskapsids, fordert aber seine Infektivitit

(Roden et al., 2001).

1.6 Von der HPV-Infektion zur Ausbildung eines Tumorleidens

Uber eine Koevolution von mammalen Viren und ihren Wirten entsteht ein Gleichgewicht,
in dem der Wirt keine groBen Schiden im Zuge der Infektion erfihrt und im Gegenzug das
Virus durch die Immunantwort nur geringgradig in seiner reproduktiven Kapazitit
eingeschrinkt wird (Marques and Carthew, 2007). Papillomaviren und ihre adaptierten Wirte
haben im Laufe vieler Generationen ein derartiges Gleichgewicht erreicht (Bernard, 2005). Im
vorherigen Abschnitt wurde der Verlauf einer produktiven HPV-Infektion beschrieben. Wie
dargestellt, handelt es sich dabei um ein ,,cinvernehmliches Miteinander” von Virus und
Wirtsgewebe. Das Virus braucht ein sich normal entwickelndes Gewebe, um seinen
Lebenszyklus zu vollenden (Doorbar, 2005). Wie kommt es aber nun trotzdem zu einer
virusinduzierten Ausbildung von Lisionen bis hin zu einer Etablierung von Zervix-

karzinomen?
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Vorangestellt soll hierbei erwihnt sein, dass die Progression zu einem Tumor der Zervix
mit einer Inzidenz von ca. 0,03% ein sehr seltenes Ereignis ist. Dies ist besonders beachtlich,
siecht man dagegen das hohe Infektionsrisiko von 80% bezogen auf eine Lebensspanne.
Schitzungen gehen davon aus, dass 20% der zervikalen intraepithelialen Neoplasien des
Stadiums 1 (CIN1) zu CIN2 progressieren, von denen 30% das Stadium 3 erreichen und
wiederum 40% dieser Prikanzerosen zu einem Karzinom auswachsen (Burk et al., 2009).
Ursprung dieses Verlaufs und der Hauptrisikofaktor ist eine persistierende Infektion iber
einen langen Zeitraum (Markowitz et al., 2007; Stanley, 2008). Dies spiegelt sich wider in der
durchschnittlichen Spanne von 10-15 Jahren von der initialen Infektion bis zur Diagnose eines
Tumors. Eine Infektion mit einem hzgh-risk Typen erhilt sich durchschnittlich 12 - 18 Monate
und wird dann durch das Immunsystem meistens beseitigt (Richardson et al., 2003). Aber
ca. 10% der Infektionsfille kann nicht durch die Immunantwort bewiltigt werden, was den
oben beschriebenen Verlauf hin zur Krebsentstehung nach sich ziehen kann (Stanley, 2008).
Grundlage einer persistierenden Infektion ist nimlich neben den Mechanismen des Erhalts des
viralen Lebenszyklus offensichtlich die unterdriickende Modulation einer infektionsinduzierten
Immunantwort durch das Virus (Bodily and Laimins, 2010). Die Infektionsbereiche an Orten
von Mikroldsionen sind zugleich Bereiche hoher immunologischer Aktivitit. In den initialen
Schritten der Infektion ,,versteckt™ sich das Virus. Der viruszerstorenden Wirkung entgeht das
HP-Virus durch eine ungewdhnlich lange Binde- und Internalisierungszeit von mindestens
24 Stunden (Schelhaas et al., 2008). Der spite Startpunkt der viralen Transkription kommt
dann erst zum Tragen, wenn die Wundheilung weitgehend abgeschlossen und die
Immunaktivitdt niedriger ist (Schiller et al.,, 2010). Ebenso trigt die virale Expression auf
duflerst niedrigem Level in basalen und suprabasalen Zellen sowie eine spatere Akkumulation
der Proteine in den oberen Schichten, entfernt von mdglichen infiltrierenden Immunzellen,
dazu bei, einer das Virus betreffenden Immunantwort zu entgehen (Frazer, 2009). Mit der
Expression der early Gene startet deren Einfluss auf Signalwege der antiviralen Immunantwort.
Wichtiger Punkt hierbei ist der Interferonsignalweg, in den E6 und E7 an verschiedenen
Stellen eingreifen. E6 bindet und blockiert IRF-3, wihrenddessen E7 an IRF-1 bindet (Stanley,
2009). E6 blockiert ebenfalls Proteinkinase R und Tyk-2, beide Signalproteine sind Aktivatoren
von Stat-1, das seinerseits der Transaktivator vieler interferoninduzierter Gene ist (Chang and
Laimins, 2000; Nees et al., 2001). Beide Virusproteine inhibieren auch die Expression eines To//
like Rezeptors (TLRY), der wichtig ist fiir die Detektion doppelstringiger DNA (Ghittoni et al.,
2010). Durch HPV infizierte Keratinozyten zeigen eine deutlich reduzierte Expression
verschiedener proinflaimmatorischer Cytokine, wie IL-1, IL-6, TNF-a und TGF-8 (Arany and

Tyring, 1996). Die lokale Immunsuppression wird dartiber hinaus durch verstirkte Bildung des
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antiinflammatorischen Cytokins IL-10 intensiviert (Mota et al, 1999). E5 ist an diesen
Vorgingen verstirkend beteiligt und erhoht die Expression von Gangliosiden, die die
Funktion zytotoxischer T-Zellen lokal inhibieren (Suprynowicz et al., 2008). Dartiber hinaus
verringert E5 die Oberflichenprisenz von MHC-I-Molekiillen an Epithelzellen und
unterbindet damit eine effiziente Prisentation viraler Antigene (Ashrafi et al., 2006; Gruener et

al,, 2007).

Eine Reihe von Kofaktoren erh6ht das Risiko an einem zervikalen Karzinom zu erkranken.
Dies sind Rauchen und Passivrauchen, genitale Koinfektionen mit anderen sexuell
Ubertragbaren Erregern wie Herpes-simplex-Viren oder Chlamydien, eine hohe Geburtenzahl
sowie ein stark geschwichtes Immunsystem. Auch die Einnahme oraler Kontrazeptiva ist mit

einem erh6hten Erkrankungsrisiko assoziiert (Husmann and Robert-Koch-Institut, 2010).

1.7 Die viralen Proteine E7, E6, E5 und ihre onkogenen Eigenschaften

1.7.1 E7

Das E7 Protein ist ein kleines saures Polypeptid einer Grof3e von ca. 100 Aminosauren. Es
besitzt Sequenzhomologien in spezifischen Bereichen zum E1A-Protein von Adenoviren und
zum Jarge tumor antigen (TAg) des Simian-Virus 40 (SV40). Diese homologen Regionen sind
verantwortlich fiir einen Grofiteil der transformierenden Eigenschaften dieser Proteine (Phelps

et al., 1989; Storey et al., 1990; Vousden and Jat, 1989).

Die dreidimensionale Struktur des Proteins konnte durch NMR und Réntgenkristallo-
graphie aufgeklirt werden und zeigt einen ungefalteten N-Terminus, wahrend der C-Terminus
durch die beiden Zinkfingermotive (Cys-X-X-Cys) besonders dicht gepackt auftritt (Liu et al.,
20006; Ohlenschlager et al., 2006). Diese Region dient einer moglichen Dimerisation, fir die
bisher aber weder ein Nachweis erbracht werden konnte, noch eine notwendige biologische
Funktion zugeordnet werden konnte (Clemens et al, 1995; Mclntyre et al, 1993). Der
N-Terminus enthilt die beiden konservierten Homologiedominen CR1 und CR2. Ein
LXCXE-Motiv bildet die pRb-Bindestelle innerhalb von CR2, dem sich eine Caseinkinase II-
Phosphorylierungsstelle anschlie3t (Barbosa et al., 1990; Munger et al., 1989b).

E7 ist hauptsichlich nukledr lokalisiert (Nguyen et al., 2007; Ressler et al., 2007), konnte
aber ebenso in zytoplasmatischen Regionen nachgewiesen werden (Smith-McCune et al,
1999). Der Kernimport verlduft tber einen aktiven Importsignal-unabhingigen Ran-

involvierenden Weg (Angeline et al., 2003). Fir den Export verfiigt E7 tGber eine spezifische

Seite | 12



EINLEITUNG

Zielsequenz und kann somit zwischen den Kompartimenten hin- und herwechseln (Knapp et
al., 2009). Die Halbwertzeit von E7 betrigt weniger als 2 Stunden (Smotkin and Wettstein,
1987). Der Abbau erfolgt tber den ubiquitinabhingigen Proteasomweg (Oh et al., 2004a;
Reinstein et al., 2000).

E7 besitzt keine eigenen intrinsischen Enzymaktivititen. Es erhilt seine biologische
Aktivitit nur in der Interaktion mit zelluliren Regulatorkomplexen, in dem es deren
Funktionen verstirkt oder unterdriickt (McLaughlin-Drubin and Miinger, 2009). E7 erfillt
mehrere Funktionen wihrend des viralen Lebenszyklus, wobei sie trotz hoher Homologie
virustyp-spezifisch qualitative Unterschiede aufweisen. Wahrend bei HPV11 und 31 die
Hauptfunktion der Erhalt der viralen Kopienzahl ist (Oh et al., 2004b; Thomas et al., 1999), so
liegt sie fiir HPV16 und 18 innerhalb der produktiven Phase des Lebenszyklus (Flores et al.,
2000; McLaughlin-Drubin et al.,, 2005). Unabhingig von diesen lebenzyklusspezifischen
Funktionen ist allen Typen gleich, dass E7 eine DNA Synthese in suprabasalen, differenzierten
Zellen ermdéglicht. Dabei ist die Bindung an das Pocketprotein pRb und andere Proteine der
Familie ausschlaggebend (Collins et al., 2005). Eine Bindung an und die Degradation der pRb-
Proteine ist notwendig fiir den Eingriff in das Differenzierungsprogramm der Wirtszelle und
bildet damit die Basis der onkogenen Charakteristik von E7. Die Bindung von pRb und der
nahen verwandten Pocketproteine p107 und p130 erfolgt, wie oben erwihnt, in der N-
terminalen CR2-Region. Dabei bindet E7, wie auch SV40-Tag, vorzugsweise an E2F-
gebundenes pRb, das spezifisch in der G1-Phase vorliegt (Dyson et al, 1992). Diese
Interaktion, an der auch C-terminale Sequenzen von E7 beteiligt sind, fihrt zur
Destabilisierung des E2F/pRb-Komplexes und zur Degradation von pRb uber die Interaktion
mit dem Cullin-2-Ubiquitinligase-Komplex (Huh et al., 2007; Jones et al., 1997a; Jones et al,,
1997b). Der Unterschied in der Fihigkeit zur Transformation von /low-risk und high-risk HPV-
Typen scheint dabei, in der Bindungsaffinitit zu pRb/E2F-Komplexen zu liegen. Ein
Aminosaureaustausch von Asp zu Gly bewirkt eine zehnfach reduzierte Dissoziations-
konstante (Heck et al., 1992). Diese Interaktion bewirkt, wie erwihnt, die Freisetzung von E2F
und die Transaktivierung entscheidender Gene des G1/S-Ubergangs. Weitere Interaktionen
mit B2F1 (Transkriptionsaktivator) und E2F6 (Transkriptionsrepressor) stabilisieren diesen
S-phasenkompetenten Zustand infizierter Zellen (Hwang et al., 2002; McLaughlin-Drubin et
al., 2008). Eine Deregulation von E2F6 kénnte mit daftr verantwortlich sein, infizierte Zellen
im terminalen Differenzierungsprozess aus GO zuriick in G1 zu schleusen (McLaughlin-
Drubin and Minger, 2009). Diese Vorginge sind offensichtlich entscheidend fiir die onkogene

Funktion von E7.
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Jedoch greift es auch in viele andere Prozesse der Proliferations- und
Differenzierungskontrolle ein. Dies soll im Folgenden kurz dargestellt werden. Das
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Virusprotein E7 bindet die Cyclin-abhingigen Kinaseinhibitoren p2
unterbindet damit deren inhibierenden Eigenschaften nach ausbleibender Stimulation durch
Wachstumsfaktoren, Aktivierung von p53 oder dem Verlust der Zelladhision der Wirtszelle
(Funk et al., 1997; Zerfass-Thome et al., 1996). Ebenso kann E7 die Aktivitit von Cdk2 durch
eine direkte Cdk2/Cyclin A- bzw. Cyclin E-Interaktion erhéhen (Nguyen et al., 2008; Nguyen
and Munger, 2008; Tommasino et al., 1993). E7 kann auch in differenzierten Zellen tiber die
Komplexierung mit Histondeacetylasen und Histonacetyltransferasen (p300, pCAF, SRC1)
und den daraus resultierenden Chromatinumwandlungen eine S-Phasenprogression voran-

treiben (Baldwin et al., 2006; Longworth and Laimins, 2004).
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Abbildung 1.5: Intrazellulire Interaktionspartner von E6 und E7 in der Vermittlung ihrer onkogenen
Eigenschaften
Schematisch dargestellt das Netzwerk von Interaktionspartner von E7 (linke Seite) und E6
(rechte Seite) tber diese hauptsichlich die onkogene Wirtkung einer HPV-Infektion vermittelt
wird. Dabei wird speziell die Apoptose unterbunden, die Proliferation unabhingig von
externen Stimuli aktiviert, genomische Instabilitit induziert und eine Immortalisierung Gber
hTERT ermdglicht (modifiziert nach Moody and Laimins, 2010).

Besonders interessant - auch im Hinblick auf die Funktionen von EG - ist die Stabilisierung
und erhohte Expression von p53 in E7-exprimierenden Zellen (Demers et al., 1994b; Jones
and Munger, 1997; Jones et al., 1997b). Aus ihr geht jedoch keine erhéhte transkriptionelle
Aktivitit von p53 hervor (Jones et al,, 1999). Aullerdem scheint E7 mit Signalwegen zu
interferieren, die durch DNA-Schidigung aktiviert werden (Demers et al., 1994a; Hickman et
al., 1994). Eine Interaktion von E7 mit dem pRb-assoziierten Faktor p600 fuhrt zu einer
Deregulation von Anoikis und schiitzt abgeloste Zellen vor dem programmierten Zelltod
(Apoptosis), was einen entscheidenden Vorgang in der viralen Transformation darstellt
(DeMasi et al., 2007; DeMasi et al., 2005). E7 exprimierende epitheliale Zellen erlangen zudem
eine Resistenz gegentiber den beiden Cytokinen Transformierender Wachstumsfaktor B3

(TGF-B) und Tumornekrosisfaktor o (TNF-«), welche eine wichtige Rolle in der
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Wachstumskontrolle des Gewebes spielen (De Geest et al.,, 1994; Villa et al., 1992). Ebenso
entscheidend in der malignen Transformation der infizierten Zelle ist die E7-induzierte
chromosomale Instabilitit durch die Entstehung multinumerer Centrosomen (Duensing and

Duensing, 2008; Duensing and Munger, 2003a, b).

1.7.2 E6

Das zweite sehr gut charakterisierte virale Onkoprotein ist das kleine, basische E6 Protein.
Es besteht im Falle von HPV16 aus 151 Aminosduren. Ein Zinkfingermotiv jeweils am N- und
C-Terminus beinhaltet zwei hochkonservierte Cys-X-X-Cys-Motive. Aul3erhalb dieser Bereiche
sind die E6-Proteine der einzelnen HPV-Typen sehr sequenzheterogen (Bravo et al., 2010).
Ein besonderes Merkmal der high-risk Typen ist ein vier Aminosiure (ETQL) umfassendes

PDZ-Bindemotiv am C-Terminus, auf das spiter noch eingegangen werden soll.

E6 kooperiert mit E7 und dessen proliferationsstimulierenden Eigenschaften hauptsichlich
in der Art, dass es einer p53-abhingigen Apoptoseinduktion entgegenwirkt. Dies wird durch
die Komplexierung mit der Ubiquitinligase E6-AP ermdglicht, wodurch p53 einer
ubiquitinvermittelten Degradation tiber das Proteasom zugefuhrt wird (Scheffner et al., 1993;
Scheffner et al., 1990). Besonders interessant hierbei ist, dass diese Fahigkeit nur Hochrisiko-
Typen besitzen, wihrend die Niedrigrisiko-Typen zwar p53 binden, aber keinem Abbau
zufthren (Hiller et al., 2006). Auch konnte gezeigt werden, dass durch eine Inhibierung von E6
in HPV-positiven Zellen dann Apoptose wieder initiierbar ist (Butz et al., 2000). Die
herausragende Rolle von p53 in der Ausbildung menschlicher Tumore (Hanahan and
Weinberg, 2000) zeigt sich somit auch eindricklich im Verlauf der HPV-induzierten zervikalen
Karzinogenese. Jedoch ist die Prisenz von EG allein nicht ausreichend, um Zellen zu
immortalisieren. Vielmehr verstirkt es den Einfluss von E7 (Hawley-Nelson et al., 1989;
Munger et al., 1989a). Mit dem Ausfall der zentralen Kontrollfunktion von p53 tber die
Genomintegritit hdufen HPV-infizierte Zellen im Laufe einer persistierenden Infektion
chromosomale Aberrationen an, die letztendlich bis zur malignen Entartung fithren kénnen

(Thomas and Laimins, 1998).

Fir E6 konnte eine Interaktion mit den Transkriptionskoaktivatoren CBP und p300
nachgewiesen werden, die unabhingig von einer Bindung an p53 die Expression p53-
regulierter Gene reduziert (Patel et al, 1999). Ebenfalls p53-unabhingig erscheint der
inhibierende Einfluss auf Apoptosesignalwege via Bak, das - analog zu p53 - auch einer
Degradation zugefthrt wird (Thomas and Banks, 1998). Antiapoptotisch wirkt sich ebenso

eine stimulierte Expression der Inhibitoren c-IAP2 und Survivin via NF-xB aus (Borbely et al,,
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2000; James et al., 2006). Die Fahigkeit von E6 zur Transformation infizierter Wirtszellen wird
aullerdem iber das bereits erwihnte PDZ-Bindemotiv vermittelt. Hiertiber steuert E6 eine
Degradation von Mitgliedern der Familie membranassoziierter Guanylatkinasen. Dies fihrt zu
einem Verlust des Zell-Zell-Kontaktes und der Zellpolaritit. Deletionen des PDZ-Motivs
fihren zu einer starken Reduktion der transformierenden Eigenschaften sowohl iz vitro als
auch 7z vivo (Nguyen et al., 2003; Watson et al., 2003). Unterstiitzt wird dieser Befund durch
den Umstand, dass /ow-risk Typen (mit bekanntermallen eingeschrinkter Fihigkeit zur
Transformation von Wirtszellen) nicht tber ein solches Motiv verfigen. E6 aktiviert aulerdem
die Transkription der humanen Telomerase (h"TERT) und erhilt somit die Kontrolle iiber die

Linge der Telomere und damit die Lebenspanne von Keratinozyten (Klingelhutz et al., 1996).
1.7.3 E5

Im Vergleich zu E7 und EG6 ist der Wissensstand beztglich der Funktionen und
Eigenschaften von E5 geringer. Das schon umfinglich studierte E5 Protein ist jenes von
HPV16, ein kleines, 83 Aminosdure umfassendes Peptid (Bubb et al., 1988), welches im Golgi-
Apparat, in der perinuklearen Membran und im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert
erscheint (Conrad et al., 1993; Leechanachai et al., 1992; Oetke et al.,, 2000). Auffilligstes
Merkmal des Proteins, besonders von E5 der high-risk Typen, ist die starke Hydrophobizitit in
drei Clustern. Diese Proteinanteile besitzen jeweils eine alphahelikale Struktur und damit die
Transmembranelemente fiir eine Lokalisation in den eben aufgefithrten Kompartiment-
membranen (Alonso and Reed, 2002). Ebenso wie die Proteine E6 und E7 besitzt auch E5
keine intrinsische Enzymaktivit und vermittelt seine Funktionen ausschlieBlich tber die

Interaktion mit intrazelluliren Proteinen und Proteinkomplexen (Bravo and Alonso, 2004).

Erste Hinweise auf eine moégliche onkogene Eigenschaft ergaben sich aus Studien mit E5
des Bovine Papillomavirus (BPV). Dieses Molekil stellt eines der kleinsten bekannten, unabhingig
translatierten Proteine dar und ist das kleinste bekannte Onkoprotein (Ubersicht in Talbert-
Slagle and DiMaio, 2009). Lange umstritten, ob E5 der Humanen Papillomaviren auch den
Status eines Onkoproteins erfiillt, lassen die Studien der letzten Jahre den Schluss zu, dass E5
eine gleichwertige, wenn nicht sogar eine héhere Bedeutung als E6 in der zervikalen
Karzinogenese zukommt (Maufort et al., 2010). Woraus ergibt sich dieser Bedeutungswandel
in der onkogenen FEinstufung? Schon frith konnte gezeigt werden, dass E5 fihig ist,
Mausfibroblasten und Keratinozyten in Zellkulturmodellen zu transformieren sowie der
Immortalisierung dieser Zellen durch HPV16 E6 und E7 zuzuarbeiten (Bouvard et al., 1994;
Stoppler et al.,, 1996; Straight et al., 1993). Eine Vielzahl von Mechanismen ist in diese E5-
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vermittelten Prozesse involviert. Zentrales Target ist hierfiir die Modulation des EGFR-
Signalweges. Iz vivo Studien transgener Mause zeigten die Wichtigkeit eines intakten EGFR in
E5-induzierten Hyperplasien und spontanen Hauttumoren (Williams et al., 2005). E5 bindet
die 16 kDa Untereinheit der vakuoliren ATPase und inhibiert damit die Azidifizierung der
Endosomen. Dies wirkt einer Degradation internalisierter EGFR-Rezeptoren entgegen und
fihrt zu einem erhéhten Recycling dieser transmembranalen Proteine in die Zellmembran
(DiMaio and Mattoon, 2001; Straight et al., 1995). Neben diesem Effekt auf die Anzahl aktiver
Rezeptoren an der Zelloberfliche kann E5 direkt die Titigkeit des Signalweges entscheidend
pragen und somit die Aktivitit von EGFR, MAPK p38 und ERK1/2 in EGF-abhingiger und
-unabhingiger Weise erhohen (Crusius et al., 1998; Crusius et al., 2000; Pim et al., 1992). Die
Aktivierung findet tiiber zwei unterschiedliche Wege statt, zum einen tGber einen Proteinkinase-
C-abhingigen und zum anderen tber einen Rezeptortyrosinkinase-involvierten Weg (Crusius
et al., 1997; Gu and Matlashewski, 1995). Dadurch entsteht eine erhéhte Transkription von
immediate early genes wie c¢fos und c¢jun, die dann die Expression von Genen der
Zellzyklusprogression regulieren (Chen et al., 1996). Auch hat E5 Einfluss auf das Signalling
via G-Protein-gekoppelter Rezeptoren wie dem Endothelinrezeptor (ET,) (Venuti et al., 1998).
Die Beeinflussung der zentralen Signalwege tiber die EGFR-angeschlossenen Mediatoren hat
weitreichende Folgen in der Biologie der infizierten Zellen. So erscheint Cyclooxigenase-2
(COX-2) uberexprimiert in CIN-Lisionen und Zervixkarzinomen und steht fir Radio- und
Chemiotherapieresistenz und damit als schlechter Prognosemarker fiir den Patienten
(Ferrandina et al., 2002). Bekanntermalen unterliegt COX-2 auch einer Regulation durch E6
und E7 (Subbaramaiah and Dannenberg, 2007). E5 ist ebenfalls in der Lage, tiber EGFR zu
NF-«B und AP-1 eine erhohte COX-2 Expression zu initileren (Kim et al, 2009). Die
erthohten COX-2 Aktivititen fihren zu einem erhéhten Prostaglandin-E,-Level, einem
Gewebshormon und wichtigem Vermittler von Inflammationssignalwegen, die ebenfalls in
Zellproliferation, Invasion und Angiogenese involviert sind (Greenhough et al., 2009).
Letzteres geschicht Uber eine transkriptionelle Aktivierung der VEGF Expression via ERK1/2
und tiber den PI3K-Akt-Weg (Kim et al., 2000).

Zweil weitere von den soeben beschriebenen Vorgingen unabhingige Funktionen tragen
zum onkogenen Gesamtpotential von E5 bei: ein positiver Effekt auf die G1/S-Transition und
die Inhibierung von Apoptose. Der Einfluf3 auf den Zellzyklus geschieht, dhnlich wie bei E7,
durch die Reduktion der Tumorsuppressoren p21 und p27. Die Verringerung von p21 ist
dabei auf Transkriptionsebene und die von p27 durch die Reduktion seiner Halbwertszeit auf

Proteinebene reguliert (Pedroza-Saavedra et al., 2010; Tsao et al., 1996). Die Unterdriickung
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extrinsischer Apoptoseinduktion erfolgt durch die Modulation der Fas-Expression und DISC-
Formation via TRAIL (Kabsch and Alonso, 2002).

1.8 Experimentelle Modellsysteme zur Untersuchung der HPV Biologie

Die Untersuchung der HPV Biologie unter 7z vitro Bedingungen gestaltet sich in vielerlei
Hinsicht schwierig und stellt damit besondere Anforderungen an die Etablierung von experi-
mentellen Modellsystemen. Dies ist den spezifischen Anforderungen geschuldet, die
Papillomaviren an ihre Wirtszellen stellen. So repliziert das Virus ausschlieflich in
Keratinozyten und dies hauptsichlich in solchen in undifferenziertem Status. Demgegentiber
ist der virale Lebenszyklus strikt an das Differenzierungsprogramm der Keratinozyten
gebunden, um die virale Genexpression unter der Kontrolle der viralen Promotoren zu
vollziehen. Da Modellsysteme, die diese eben beschriebenen Anforderungen erfiillen, einen
sehr hohen labortechnischen Aufwand bedingen, stammt der Grofiteil der uns heute zur
Verfugung stehenden biologischen Daten aus experimentellen Ansitzen unzulinglicher
Vereinfachung. Die wesentlichen Bedingungen der natiirlichen HPV-Infektion werden
unzureichend widergespiegelt. Zumeist wurde der Fokus auf die Untersuchung der beiden
Hauptonkogene E6 und E7 gelegt, die isoliert oder in Kombination, unter der Kontrolle
heterologer Promotoren in Zellen Gberexprimiert wurden. Dabei wurden derartige Arbeiten
hauptsichlich in Zellkulturmodellen durchgefithrt, die die Prozesse der Differenzierung in

Zusammenhang mit der viralen Genexpression aufler Acht lassen.

Der folgende Abschnitt soll nun kurz umreillen, welche Modelle bisher Eingang in die
Erforschung der Papillomavirusinfektion unter naturnahen Bedingungen gefunden haben.
Hierzu geh6ren vorranglg natirliche Tiermodelle. Sie demonstrieren hauptsichlich die
Beteiligung der Papillomaviren im Zusammenspiel mit genetischen und umweltbedingten
Kofaktoren bei der Tumorentstehung (Ubersicht in Campo, 2002). Vertiefte Einblicke in diese
komplexen Vorginge wurden durch Untersuchungen der bovinen Papillomaviren (BPV)
erreicht. Ahnlich der HPV induzieren BPV unterschiedlicher Typen sowohl Warzen als auch
Neoplasien in verschiedenen Organen: BPV4 im Gastrointestinaltrakt, BPV1, 5 und 6 am
Euter bzw. Penis, BPV1 und 2 der Harnblase von Rindern (Campo, 1997). Interessant ist
hierbei die Korrelierbarkeit einer infektionsbedingten Tumorinduktion in Kombination mit
Nahrungszusammensetzung und Immunsuppression, mit einer guten Ubertragbarkeit der
Erkenntnisse auf die Rolle von HPV-Infektion und Genese des Speiserdhrenkarzinoms (de
Villiers et al., 1999). Das Modell der Infektion mit Cotfon tail rabbit Papillomaviren (CRPV) des

Baumwollschwanzkaninchens  ($y/ilagus) gilt fur das Austesten antiviraler, immun-
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potenzierender und immuntherapeutischer Strategien fiir Papillomavirusinfektionen und die
Untersuchung der Entwicklung von Hauttumoren als besonders gut geeignet (Christensen,

2005).

Zellkulturmodelle zur Untersuchung von HPV-Infektionen und deren onkogene Folgen
unter naturnahen Bedingungen sind bisher selten geblieben. Da auch die Einschleusung von
HPV-DNA sowohl mittels adenoviraler Infektion oder Transfektion sich auf Grund geringer
Effizienz und Selektierbarkeit in Keratinozyten schwierig gestaltet, basierten erste 2 vivo-
dhnliche Modelle auf Zellen, welche von HPV-positiven Neoplasien isoliert wurden. Dabei
handelte es sich um Zellen mit episomalen Kopien von HPV6, HPV11, HPV31b, HPV18 und
HPV16. Ein weiterer Fortschritt wurde dadurch erreicht, diese Zellen als Xenograftmodelle
auf Nacktmiusen zu etablieren. Hierdurch war es mdglich, das differenzierungsabhingige
Transkriptom mit dem der Monolayerkultur zu vergleichen. Ebenfalls gelang es hierbei, den
Lebenszyklus bis hin zur Expression der Strukturproteine I.1 und L2 abzubilden (Howett et
al., 1997; Stanley et al., 1989; Sterling et al., 1990).

Seit Anfang der 1980er Jahre ist es moglich, menschliche Haut % vitro als organotypische
Raftkultur zu ziichten und damit die Differenzierung von Keratinozyten abzubilden
(Asselineau and Prunieras, 1984; Bell et al., 1983). Diese Entwicklung floss in die HPV-
Forschung ein und ermdglichte auch erstmals die Produktion von Virionen des Typs 11 und
31b in vitro (Dollard et al, 1992; Meyers et al, 1992). Dabei wurden, wie bei den
Xenograftmodellen, explantierte HPV-tragende Plattenepithelkarzinomzellen verwendet
(Rader et al., 1990). Aber immer hdufiger kamen auch mit HPV16 und HPV18 immortalisierte,
primire Keratinozyten (Durst et al., 1987; Pirisi et al., 1988) im Raftsystem zum Einsatz. Mit
diesen Zellkultursystemen konnte eine neoplastische Charakteristik von Vorstufen und
Karzinomen 7 vitro abgebildet werden (Blanton et al., 1991; Hutlin et al., 1991; McCance et al.,
1988). Die Gruppe von Laimonis Laimins praparierte erstmals Raftkulturen aus transfizierten,
primiren Keratinozyten. Hierzu verwendeten sie das rezirkularisierte Genom von HPV31b in
Kombination mit einem resistenztragenden Plasmiden. Im Vergleich mit Kulturen aus der
etablierten Zelllinie CING612, welche HPV31b episomal trigt, zeigten sich sowohl
morphologische Unterschiede als auch Differenzen beztiglich der Expression der Kapsid-
proteine (Frattini et al., 1996). Da die von Frattini et al. (1996) verwendete Lipofektion eine
cher ineffiziente Methode zu Einschleusung von Fremd-DNA in Keratinozyten darstellt,
wurden verschiedene Konstrukte amphotrophischer retroviraler Vektoren entwickelt (Blanton

et al.,, 1992; Cheng et al., 1995; Woodworth et al., 1992). Dieser Zugang erwies sich als deutlich
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effizienter in der erreichten Transduktionsrate, blieb mit Inserts von max. 5 kb aber auf
partielle Humanpapillomasequenzen beschriankt. Fine Annaherung an die natiirlichen viralen
Gegebenheiten wurde durch Konstrukte der E6 und E7 ORF unter Einfluss der eigenen
Kontroll- und Promotorregionen erreicht (Cheng et al., 1995). Damit konnten erstmals die
differenzierungsabhingigen Funktionen von HPV, insbesondere deren Onkoproteine E6 und

E7, nachgewiesen und so die Daten aus Monolayerexperimenten bestitigt werden.

Trotz der beschriebenen Bemiihungen 7z vitro ein naturnahes Umfeld der HPV-Infektion
abzubilden, ist die generierte Erkenntnismenge daraus verschwindend im Vergleich zu den
stark vereinfachten Systemen, die zu Beginn dieses Abschnittes erwihnt wurden. Die Modelle
mit karzinomexplantierten, HPV-tragenden Zelllinien besitzen den Nachteil, dass diese Zellen
einen vorgeschalteten, bereits abgelaufenen selektiven Immortalisierungsprozess durchlaufen
haben. Es ist also nur moglich, das Ergebnis der HPV-Funktion zu untersuchen und nicht die
Wirkmechanismen, die hinter ihnen stehen. Ebenso erlaubt ihre Verwendung keine
Manipulation der HPV-Genome, da die Zellen bereits das HPV-Genom tragen. Bisher wurde
keines der beschriebenen 7z wvitro Modelle dazu genutzt, eine dezitierte Beschreibung der
Funktionen eines der viralen Proteine bei gleichzeitiger Anwesenheit der anderen viralen
Proteine zu erbringen. Dies konnte tiefere Einblicke in die kooperativen Wirkmechanismen
der HPV-Proteine sowohl beziiglich des viralen Lebenszyklus als auch bei der Induktion

neoplastischer Verdnderungen ermoglichen.
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1.9 Zielsetzung

Weltweit konnen derzeit ca. 20% aller Tumorfille einem Infektionserreger zugeordnet
werden, der fur die Neoplasie ursichlich ist bzw. eine permissive Rolle bei ihrer Entstehung
spielt (Bouvard et al., 2009; Zur Hausen and Fox, 20006). Innerhalb der bisher identifizierten
Erreger sind die high-risk HPV-Typen mit ca. 30% eine bedeutsame Gruppe (Sarid and Gao,
2010). Auch wenn die Einfithrung der beiden Vakzine Gardasil® und Cervarix" gegen die
hiufigsten zervixkarzinom-assoziierten HPV-Typen 16 und 18 vor Infektion und Ausbildung
von genitalen Warzen und CIN-Lisionen schiitzen (Ubersicht in Stanley, 2007), ist innerhalb
der nichsten 20 Jahre nicht mit einer deutlichen Verringerung der Inzidenz zervikaler
Karzinome zu rechnen (Nieto et al., 2010). Daneben zeigen epidemiologische Studien eine
Beteiligung verschiedener anderer HPV-Typen bei der Entstehung von z.B. Hauttumoren und
Tumoren des Kopf- und Halsbereiches (Akgul et al., 2006; Psyrri and DiMaio, 2008). Daher ist
es weiterhin bedeutsam, die Biologie einer HPV-Infektion sowie die Wirkmechanismen der
viralen Proteine zu untersuchen, um damit auch Therapieansitze fir bestehende Infektionen

und Tumorbehandlungen ableiten zu kénnen.

Der bislang deutlich iberwiegende Teil an Erkenntnissen, speziell beziiglich E6 und E7,
stammt aus Experimentsystemen, in denen die Proteine unter Kontrolle eines heterologen
Promotors in einer Zelllinie Gberexprimiert werden. Derartige Modelle korrespondieren
allerdings nur marginal mit einer natiirlichen HPV-Infektion und reflektieren dabei lediglich

die spiten Phasen der neoplastischen Verinderung nach HPV-Integration ins Wirtsgenom.

Fir die Etablierung eines den natiirlichen Bedingungen einer HPV-Infektion angeniherten
in vitro Modelles war es daher Ziel dieser Arbeit, die onkogenen Eigenschaften von HPV16 E7,
E6 und E5 bei einer Expression unter Kontrolle der viralen Promotoren und im Kontext des
als komplett vorliegenden Genoms, d.h. ohne artifizielle Uberexpression, zu untersuchen.
Hierzu sollten HPV16-Genome als Stoppmutanten dieser 3 Gene, sowie eine Doppelmutante
fir E6 und E7 hergestellt werden. Weiterfithrend war es Ziel, die so verinderten Genome
mittels zz witro produzierter HPV16-Virionen in Targetzellen einzuschleusen. Um die
differenzierungsabhingige Aktivitit der viralen Promotoren als entscheidendes Merkmal der
natirlichen HPV-Infektion und der daraus resultierenden Expression der Virusproteine zu
ermoglichen, sollten die HPV16-tragenden Zellen in organotypischer Raftkultur als epidermale

Aquivalente realisiert und nachfolgend analysiert werden.
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2 MATERIAL und METHODEN

Das folgende Kapitel orientiert sich in seiner Abfolge am Verlauf des Projektes. Um eine
bessere Ubersicht und einen anschaulicheren Vollzug der in dieser Arbeit etablierten
Methoden zu ermdglichen, werden vorangestellt die allgemein verwendeten Materialien und
Methoden aufgefithrt. Nachfolgend werden die zz wvitro Virionen-Produktion sowie die
Herstellung der Raft-Kulturen aus HPV16-Genom-tragenden NIKS und HaCaT-Zellen im

Detail entsprechend des zeitlichen Verlaufs der Arbeiten im Labor beschrieben.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Versuche der vorliegenden Arbeit, welche im Folgenden beschrieben werden, wurden
in einem molekularbiologischen Labor der Sicherheitsstufe 2 mit einer dafiir tblicher
Ausstattung durchgefithrt. Gerdte und Chemikalien, die zur Grundausriistung eines Labors
gehoren, werden deshalb nicht im Finzelnen aufgefithrt. Die benutzten Chemikalien wurden
im Reinheitsgrad p.A. von den aufgefithrten Firmen AppliChem (Darmstadt), Fluka (Buchs,
Schweiz), Gerbu (Gaiberg), Gibco (Katlsruhe), Invitrogen (Catlsbad, USA), J.T. Baker
(Deventer, Niederlande), Merck (Darmstadt), PAA (Pasching, Osterreich), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Steinheim), Thermo Scientific (Rockfeld, USA) und VWR
(Briare, Frankreich) bezogen und Losungen, soweit nicht anders beschrieben, mit ddH,O
angesetzt. Bei Verwendung von speziellen Geriten und Chemikalien, deren Verwendung das

Versuchergebnis beeinflussen kann, wird auf Hersteller bzw. Bezugsquelle hingewiesen.
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2.1.2 Gerdte

Gerit Typ Hersteller
Abbe-Refraktometer Carl Zeiss AG, Oberkochen
Agarosegelkammer AGS, Heidelberg
Analysewaage Kern EW 620 Kern & Sohn, Balingen
Bakterienschittler TR 125 Infors,Bottmingen (Schweiz)
Brutschrank Labotect, Gottingen
Elektroporationsgerit Gene Pulser II BioRad, Miinchen
Elektrophorese-Netzgerit PowerPac 1000 BioRad, Miinchen
Entwicklungsmaschine AGFA Classic E.O.S. AGFA, Kéln

AGFA Curix 60 AGFA, Belgien
Feinstwaage AB104-S/PH Mettler Toledo, (Schweiz)
Halbtrocken-Elektroblotter Cti GmbH, Idstein

Transblot SD BioRad, Miinchen
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Hybridisierungsofen PerfectBlot Peqlab, Erlangen
Kryomikrotom Leica CM1950 Leica Mikrosystems, Wetzlar
Magnetruhrer / Heizplatte IKAMAG RET IKA Labortechnik, Staufen
Mikro-Dismembrator U B.Braun Biotech, Melsungen
Mikroskope Leica DM LB2 Leica Mikrosystems, Wetzlar

Leica Leitz DMR Leica Mikrosystems, Wetzlar

Mikrotom
PCR-Maschine
pH-Meter
Schittelplatte
Spektrometer

Sterilwerkbank

Ultrazentrifugen

Ultrazentrifugen Rotoren

UV Crosslinker
Vortexer
Wasserbad
Zahlkammer
Zentrifugen

Leica T'CS SP

Zeiss LSM 710 ConfoCor 3
RM2235

M] Mini

PB-11

Heidolph Duomax 1030
Nanodrop ND-1000

Ultrospec 3100 pro
BSB 4A

(UZ a) Beckmann XL 70

(UZ b) Sorvall Dicovery 90 SE
(UZ ¢) Sorvall RC28S

(UZ d) Sorvall RC5C

HB-6 (UZ ¢, UZ d)

SLA 3000 (UZ d)

SW41Ti (UZ a, UZ b)
SWo60Ti (UZ b)

UV Stratalinker 2400

Reax 1 DR

Julabo PC

Neubauer

(TZ a) Tischzentrifuge 5417 R
(TZ b) Tischzentrifuge 5415 C
(27) Zellkulturzentrifuge 03400

Leica Mikrosystems, Wetzlar
Catl Zeiss AG, Oberkochen
Leica Mikrosystems, Wetzlar
BioRad, Munchen

Sartorius AG, Géttingen
Heidolph, Schwabach
Thermo Scientific,
Wilmington (USA)
Amersham Biosciences,
Freiburg

Gelair Flow Laboratories,
Opera (Italien)

Beckmann,

Thermo Electron Corporation
Thermo Electron Corporation
Thermo Electron Corporation
Thermo Electron Corporation,
Thermo Electron Corporation
Beckmann,

Thermo Electron Corporation,
Stratagene, La Jolla (USA)
Heidolph, Schwabach

Migge, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus Christ, Osterode
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2.1.3 Software

Software Hersteller

Endnote X2.0 Thomson Reuters, USA

Image] 1.45 (WCIF-Image] collection) Rasband, 1997-2004, NIH, Bethesda (USA)
Inkscape 0.48 OpenSource

Microsoft® Office Professional 2007 Microsoft® Corporation, USA

PerlPrimer Marshall, 2004

SigmaStat 3.5 Systat Software GmbH, Erkrath

SimVector 4.6 PREMIER Biosoft, USA

ZEN 2009 LE Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
BioCoat™ Deep Well Platten (Ger well) BD Biosciences, USA
Chemilumineszenztilm (Hyperfilm™ ECL) GE Healthcare, UK

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Deckglaser

Einfrierbox fir Zellen
Elektroporationskiivetten

Fluoprep™ Eindeckmedium
Kryo-Réhrchen

MaXtract™ High Density Tubes (1,5 mL)
Nylonmembran (GeneScreen Plus®)
Objekttriger

Objekttriger SuperFrost® Plus

Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets
Pipettenspitzen (gestoptt)

Pipettenspitzen Ultratip (1000 pL, 200 pL, 10 pL)
Plastikpipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)
Plastikréhrchen 15 mlL

Plastikrohrchen 50 mLL

PVDF-Membran Immobilon-P
Qiashredder Sdulen

ReaktionsgefiB3e (0,5 mL; 1,5 mL)
Reaktionsgefilie Protein low bind (1,5 mL)
Skalpelle

Spitzenfilter steril (0,2 um Porengrdfie)
Transwell® Permeable Inserts (& 24 mm)
Zellkulturflaschen (75 cm?2 150 cm?)
Zellkulturschalen (@ 10 cm, @ 15 cm)
Zellkulturschalen Ger wel/

Zellschaber

Zellschaber mit Gelenk

Roche Diagnostics, Mannheim
VWR International, Darmstadt
Nalgene®, USA

Invitrogen, Niederlande
bioMérieux®, Nirtingen
Nalgene®, USA

Qiagen, USA

DuPont®, USA

R. Langenbrinck,
Emmendingen

Menzel, Braunschweig
Pechiney, USA

WU, Mainz

Greiner Bio-One, Osterreich
Roche Diagnostics, Mannheim
Starlab GmbH, Ahrensburg
Greiner Bio-One, Osterreich
BD Labware, USA

BD Labware, USA

BD Labware, USA
Millipore, USA

Qiagen, Hilden

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Feather Safety Razor, Japan
Greiner Bio-One, Osterreich
Corning Inc., USA

TPP®, Schweiz

Sarstedt, USA

TPP®, Schweiz

Corning Inc., USA

Sarstedt, USA
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2.1.5 Kits

Kit

Hersteller

BCA™ Protein Assay Kit

CalPhos Mammalian Transfection Kit
Dako EnVision™ + System-HRP (DAB)
DC Protein Assay

DNeasy® Tissue Kit

Endofree Plasmid Maxi Kit

iSeript One Step RT-PCR Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit
QuikChange® II XL Site-Directed
Mutagenesis Kit

Rediprime I DNA labeling Kit
RevertAid ™ First Strand cDNA Synthesis Kit
RNeasy® Mini Kit

SilverQuest Silver Staining Kit

Western Lightning® Plus-ECL

Zuppy™ Plasmid Miniprep Kit
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit

Thermo Scientific, Rockford (USA)

Clontech, Saint-Germain-en-Laye (Frankreich)
Dako, Carpinteria (USA)

BioRad, Munchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Bio-Rad, Miinchen

Qiagen, Hilden

Stratagene, La Jolla (USA)

GE Healthcare, Minchen

Fermentas, St. Leon-Rot

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Perkin Elmer LAS, Rodgau-Jigesheim
Zymo Research, Freiburg

Zymo Research, Freiburg

2.1.6 Enzyme

Restriktionsenzyme und DNA-modifizierende Enzyme, sowie die dazugehorigen Puffer

wurden bei MBI Fermentas (St. Leon-Rot) oder New England Biolabs (Frankfurt am Main)

bezogen.

2.1.7 Plasmide

Name Beschreibung Quelle
E5_pBIluKS Subfragment von HPV16, kloniert tiber  diese Arbeit
Spel in pBlueskriptKS, AmpR,6069 bp,
fir Mutagenese PCR
EG6/E7_pBluKS Subfragment von HPV16, beinhaltet die  diese Arbeit

ORF von E6 und E7, kloniert tber Pstl
in pBlueskriptKS, AmpR, 4737 bp, tiir
Mutagenese PCR

HPV16_pBluescribe (Klon
114/2)
bp, zur bakteriel

HPV16_pBluKS

vollstindiges HPV16 Genom iiber
BamHI in pBlueskriptKS, AmpR, 10866

vollstindiges HPV16 Genom iiber

Prof. Dt. M. Diirst,

BamHI in pBlueskriptKS, AmpR,
10866 bp, zur bakteriellen Amplifikation

loxp_HPV16">_eGFP-NI1

Vektor auf Basis von p/HPV16/eGFP-

N1, Stopp-Mutante von E5, KanR,

NeoR, ~ 12,6 kb
loxp_ HPV16F6_eGFP-N1

Stopp-Mutante von E6

FSU Jena
len Amplifikation

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Name Beschreibung Quelle

loxp_ HPV16¥7_eGFP-N1 Stopp-Mutante von E7 diese Arbeit

loxp_HPV16ES/ET/-_eGFP-N1  Stopp-Mutante von E6 und E7 diese Arbeit

myc-Cre Expressionsplasmid Cre Rekombinase diese Arbeit
unter der Kontrolle des myc-Promotors

pl6L1L2 Expressionsplasmid sowohl von L1 als ~ PD Dr. M. Miiller,
auch L2, kodonoptimiert, AmpR, DKFZ Heidelberg
10,8 kb

peGFP-N1 Expressionsplasmid von eGFP unter BD Biosciences,

p/HPV16/eGFP-N1

Kontrolle des CMV-Promotors, KanR,
NeoR, 4,7 kb

HPV16 flankiert von 2 loxp
Erkennungssequenzen, kloniert in das
Rickrat von peGFP-N1, KanR, NeoR,

Heidelberg

Prof. Dr. J. Lee, lowa
(Us)

~ 12,6 kb
2.1.8 Oligonukleotidprimer
PCR / RT-PCR / nested PCR
Name Sequenz 5'- 3’
HPV16 LCR fwd. CTGCTTGCCAACCATTCC
HPV16 LCR rev. GTTGCTTGTAAATGTGTAACCC
B-Globin fwd. GTTGGCCAATCTACTCCCAG
B-Globin rev. CAACTTCATCCACGTTCACC
E1"E4 fwd. ATCCTGCAGCAGCAACGAAGTATC
E17E4 rev. GTTAAATGCAGTGAGGATTGGAGCA

E1"E4 fwd. nested
E17E4 rev. nested

CCTGAAATTATTAGGCAGCACTTGG
GTTTCCGGTGTCTGGCTCTGAT

B —Actin fwd. AGCCATGTACGTTGCTATCC

B-Actin rev. TTGGCGTACAGGTCTTTGC

Ortspezifische Mutagenese

Name Sequenz 5'- 3’

Ebstopp fwd. GTCTATATGACATAACTTGATACTGCATCCACAACATTACTGGCGTGC *
Ebstopp rev. GCACGCCAGTAATGTTGTGGATGCAGTATCAAG TTATGTCATATAGAC *
Eo6stopp fwd. GCACCAAAAGTGAACTGCAATGTTTCAGGACCCAC *

Eo6stopp rev. GTGGGTCCTGAAACATTGCAGTTCACTTTTGGTGC *

E7stopp fwd. CGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCATGCATTAAGATACACCTAC *
E7stopp rev. GTAGGTGTATCT TAATGCATGATTACAGCTGGGTTTCTCTACG *
Sequenzierung

Name Sequenz 5°- 3’

E5seq. ATGATAGTGAATGGCAACG

EO6E7seq. TAAAACTAAGGGCGTAAC

* fett markiert verinderte Kodon, gréBer hervorgehoben eingefithrte Basensubstitution
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2.1.9 Bakterienstdmme

Stamm Genotyp Hersteller

Dhb5a thuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 ®80 A (lacZ)M15  Invitrogen, Karlsruhe
gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

HB101« hsd20(tB-, mB-), recA13, tps.20, leu, proA2 Invitrogen, Karlsruhe

JM109 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (tk—, mk+), relAl, Invitrogen, Karlsruhe

supE44, A(lac-proAB), [F” traD306, proAB, laqglqZAM15]

2.1.10 Zelllinien

Name Charakteristika Quelle
293T humane, epitheliale Nierenzelllinie, ATCC-LGC, UK
exprimiert das grofle T-Antigen von
SV40
293TT humane, epitheliale Nierenzelllinie, Freundlicherweise von PD. Dr. M.
exprimiert 2 Kopien des grof3en T- Miiller (DKFZ, Heidelberg) zur
Antigen von SV40 Verfligung gestellt
Hela zervikale Adenokarzinomzelllinie, Freundlicherweise von Prof. Dr.
HPV18 positiv Hoppe-Seyler (DKFZ, Heidelberg) zur
Verfligung gestellt
HaCaT spontan immortalisierte Zellinie Freundlicherweise von Prof. Dr. P.
humaner Keratinozyten Boukamp (DKFZ, Heidelberg) zur
Verflgung gestellt
NHEK Primire humane Keratinozyten von ~ PromoCell, Heidelberg
neonataler Vorhaut verschiedener
Donoren
NIH/3T3 embryonale Mausfibroblasten (Swiss ~ Freundlicherweise von Prof. Dr. EM.
albino) deVilliers (DKFZ, Heidelberg) zur
Verfligung gestellt
NIKS spontan immortalisierte Zellinie Freundlicherweise von PD. Dr. 1. Nindl

humaner Keratinozyten

(DKFZ, Heidelberg) zur Verfigung
gestellt

2.1.11 Puffer und Lésungen

Immunhistochemie / Immunfluoreszenz

Antikérperverdinnungspuffer (DAKO,

Santa Cruz)

Antikérperverdiinnungspuffer

(Cell Signaling)

1% (w/v) BSA

0,05 % (v/v) Tween 20

in PBS

1,5 % (v/v) Normales Ziegenserum

0,3 % (v/v) Triton X-100

in PBS
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Immunhistochemie / Immunfluoreszenz

Blockpuffer (Santa Cruz)

Blockpuftfer (Cell Signaling)

PBS-T Waschputfer

TBS-T Waschpuffer

5 % (w/v) Normales Ziegenserum

0,05 % (v/v) Tween 20
in PBS

1% (w/v) BSA
0,05 % (v/v) Tween 20
in PBS

0.01 M PBS,
0.05 % Tween 20

0,05 mol/L Tris-HCI,

0,3 mol/L NaCl,
0,1% Tween 20
Zellkultur
Adenine (18 mM) 121,0 mg Adenine

5-Bromo-2-

Deoxyuridin (BrdU) Stock

(1000x)

Choleratoxin Stock (10 uM)

Choleratoxin (10 nM)

Earles salts

EGF Stock (100 pg/mlL)

EGF (1 pg/mL)

FKS

gelost in 50 mL 0,05 N HCl fiir 1 h
steril filtriert, aliquotiert, gelagert bei -20°C

50 mg/mL in PBS
Steril filtriert, aliquotiert, gelagert bei -20°C

1,0 mg Choleratoxin
gelost in 1,2 mL ddH>O
gelagert bei 4°C

50,0 pl Choleratoxin Stock
50,0 mLL HBES 0,1% BSA
steril filtriert, aliquotiert, gelagert bei 4°C

128,0 g NaCl

8,0 g KCl
74,0 ¢ NaHCO;3

2,5 g NaH,PO4- HO
4,0 g MgSO4- 6H.O
2,0 mg FeNOs3 - 9H,O
0,1 g Phenolrot

aufgefillt auf 2 L mit ddH»O, steril filtriert

1,0 mg EGF
gelost in 10 mL ddH>O
gelagert bei -20°C

1,0 mL EGF Stock
99,0 mL HBES 0,1% BSA
steril filtriert, aliquotiert, gelagert bei -20°C

hitzeinaktiviert bei 56°C fiir 30 min
aliquotiert, gelagert bei -20°C
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Zellkultur

HBES 2,5 ml 1 M HEPES Puffer
10,0 ml Earles salts

Hydrocortisone Stock (5 mg/ml) 25,0 mg Hydrocottisone
gelost in 5,0 mL eiskaltem Ethanol (100%)
gelagert bei -20°C

Hydrocortisone (40 pg/ml.) 0,8 mL Hydrocortisone Stock
100,0 mL. HBES 5% FKS
steril filtriert, aliquotiert, gelagert bei -20°C

Kollagen I (Rattenschwanz) 4,0 mg/mL in 0,02 N Essigsaure
Neutralisierungspuffer 2,2 ¢ NaHCO:s

4,8 ¢ HEPES

aufgefillt auf 100 mL 50 mM NaOH, steril filtriert
PBS-EDTA 0,05% (w/v) EDTA in PBS

autoklaviert

Southern Blot und radioaktive Hybridisierung

Depurinierungspuffer 0,25 M HCl
Denaturierungspuffer 0,4 M NaOH

1,5 M NaCl
Neutralisierungspuffer 1,5 M NaCl

0,5 M Tris pH 7,5
20 x SSC, pH 7,0 3 M NaCl

0,3 M tri-Natriumcitrat-2H,O
TNE 50mM Tris (pH 7.5)

140mM NaCl

5mM EDTA
Stopppuffer 2% TNE

0.1% BPB (w/v)
0.5% Blue Dextran (w/v)

Prihybridisierungspuffer 50 mM NaH,P04, pH 6.4
1% (w/v) SDS
1% Denhardt’s solution
5% SSC
0.1 mg/ml tRNA

Hybridisierungspuffer gleich Priybridisierungspuffer

Waschpuffer 2x SSC
0.1% SDS (w/v)
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Southern Blot und radioaktive Hybridisierung

50% Denhardt’s solution 1% (w/v) Ficoll 400

1% (w/v) Polyvinylpyrrolidone

1% (w/v) BSA

2.1.12 Medien fiir die Kultur von Bakterien

Medium Zusammensetzung

10 x TB-Phosphat 23,1 ¢ KH,PO,4

1254 ¢ K,HPO,

aufgefillt auf 1 L mit ddH>O

LB Medium 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

pH 7,0

aufgefillt auf 1 L mit ddH>O

LB Medium
1,5 % (w/v) Agar

LB Agar

TB Medium 12 g Trypton
24 g Hefeextrakt

4 ml Glycerol

aufgeftllt auf 900 mL ddH>O
vor der Verwendung Zugabe von

100 mL 10 x TB-Phosphat

NZY+ Broth
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
pH 75

10 g Casein Hydrolysat

aufgefillt auf 1 L mit ddH>O
vor der Verwendung Zugabe von

12,5 mL 1 M MgCl,

12,5 mL 1 M MgSOy4

10,0 mL. 2 M Glukose
Fir die Selektion Kanamycin 25 pg/mL
Ampicillin 100 pg/mL

2.1.13 Medien fiir die Kultur eukaryotischer Zellen

Medium Zusammensetzung Zelllinien

10 x DMEM DMEM 10-facher Konzentration NIH3T3 beinhaltende Kollagen-
matrix fiir organotypische Raftkultur
von NIKS- und HaCaT-Zellen

DMEM DMEM / 1 g/L Glc / 2 mM L-Gln HaCaT

10% FCS
1% Penicillin/Streptomycin-Lésung
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Medium Zusammensetzung Zelllinien

DMEM + DMEM / 4,5 ¢g/L Glc / 2mM L-Gln NIH3T3, 293T, 293TT, HaCaT
10% FCS
1% Penicillin/Streptomycin-Loésung

KGM 2 Keratinocyte Growth Medium 2 Primire Keratinozyten, HaCaT
1x SupplementMix
1% Penicillin/Streptomycin-Loésung

FAD 520 ml Ham’s F-12 medium NIKS,

200 ml DMEM

40 ml FCS

8 ml 0,8 ng/ml Hydrocortisone
8 ml 0,83 ng/ml Choleratoxin

organotypische Raftkultur von
NIKS, NHEK und HaCaT

8 ml
8 ml

18 mM Adenine
1 ug/ml EGF

400 pl 10 mg/ml Insulin
1% Penicillin/Streptomycin-Losung

2.1.14 Medien zur Kryoprdservierung eukaryotischer Zellen

Zelllinie Einfriermedium
HaCaT DMEM + 20% FCS + 10% Glycerol
NIKS FAD + 20% Glycerol

293T, 293TT, NIH3T3

NHEK

DMEM + 5% DMSO

Cryo-SFM (PromoCell, Heidelberg)

2.1.15 Primdre Antikérper

Antigen Klon / Isotyp Firma Verdinnung
(Anwendung *)
B-Actin (C4) Maus, monoklonal MP Biomedicals 1:15000 (WB)
BrdU (BU33) Maus, monoklonal Sigma-Aldrich 1:1000 (IF, IHC)
GFP Kanninchen, polyklonal  Cell Signaling 1:1000 (WB)
Histon H3 Kaninchen polyclonal Biozol, Eching 1:10000 (WB)

Involucrin (SY5)

pl 6TNK4/—\
(G175-405)

p53 (7F5)
pRb (4H1)
L1

11

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, monoklonal
Maus, monoklonal
Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Sigma-Aldrich

BD Phamingen

Cell Signaling
Cell Signaling
Freundlicherweise von

PD. Dr. M. Muller
BD Pharmingen

1:1000 (WB), 1:250 (IF)

1:250 (WB), 1:25 (IF,
THC)

1:1000 (WB), 1:200 (IF)
1:2000 (WB), 1:100 (IF)
1:10 (IF), 1:2500 (WB)

1:10 — 1:50 (IHC)
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Antigen Klon / Isotyp Firma Verdiinnung
(Anwendung *)

Zytokeratin 14 Kaninchen, polyklonal ~ SIGMA 1:5000 (WB),
1:1000 (IF)

* ... WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz, IHC: Immunhistochemie

2.1.16 Sekunddre Antikérper

Antigen (Stock) Klon / Isotyp Firma Verdiinnung
(Anwendung *)

anti-Kaninchen- Ziege, polyclonal, anti-  Upstate, 12-348 1:10000 (WB)

IgG-HRP IeG

anti-Maus-IgG-HRP  Ziege, polyklonal, anti- ~ Upstate, 12-349 1:10000 (WB)
IeG

anti-Kaninchen- Ziege, polyklonal, anti-  Invitrogen 1:900 (IF)

Alexa488 IgG

anti-Maus-Alexa488  Ziege, polyklonal, anti-  Invitrogen 1:900 (IF)
IeG

anti-Kaninchen- Ziege, polyklonal, anti-  Invitrogen 1:900 (IF)

Alexa594 IgG

anti-Maus-Alexa594  Ziege, polyklonal, anti-  Invitrogen 1:900 (IF)
1eG

*. .. WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Kultur und Lagerung von Bakterien

Bakterienkulturen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit hauptsichlich zur
Amplifikation von Plasmid-DNA eingesetzt. In einem Nebenprojekt kamen sie auch fir die
Expression und Aufreinigung der viralen Proteine E6 und E7 zum Einsatz. Bakterien wurden
fir die Selektion von FEinzelklonen auf soliden LB-Agarplatten angezogen und fiir die
Amplifikation in 250 mL bis 1 L. Flissigkultur von LB- oder TB-Nihrmedium gehalten. Die
Kulturzeit betrug dabei zwischen 12 h und 18 h bei einer Temperatur von 37°C. Zum Erhalt
von Einzelklonen wurden transformierte Bakterienvorkulturen mittels eines Drigalskispatels
auf einer Agarplatte mit prasentem Selektionsantibiotikum (Kanamycin, Ampicillin) ausge-
strichen. Die Flissigkulturen wurden mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte bzw. aus
einer Glycerinkultur angeimpft. Eine Langzeitlagerung von Bakterienklonen erfolgte als

Agarstab oder Glycerinkultur. Fir ersteres wurden Kryoréhrchen zu einem Drittel mit
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LB-Agar (0,6 % w/v) befillt und nach dem Aushirten Einzelkolonien mittels sterilem
Zahnstocher in die Kryoréhrchen tberfithrt (Einstechen in den LB-Agar). Die Lagerung
erfolgte bei 4°C. Fur die Herstellung von Glycerinkulturen wurden 0,5 mL  frische
Bakterienkultur mit 0,5 mL Glycerinlésung (65% Glycerin / 0,1 M MgSO, / 25 mM TrisHCI)

sorgfiltig gemischt und in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgt bei -70°C.

2.2.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Die Bakterienkultur zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurde durch die
Inokulation von 15 ml Vorkultur in 500 mI. LB-Medium und einer Inkubation bei 37°C
rotierend bis zu einer OD¢,, von 0,5 bis 0,7 gewonnen. AnschlieBend wurde diese Kultur auf
Eis 15 min inkubiert. Die Bakterien wurden in 2 Zentrifugenflaschen iiberfithrt und ein Pellet
der Bakterien durch Zentrifugation bei 4°C mit einem SLLA3000-Rotor 5 min bei 6000 x g
erhalten. Nachfolgend wurde das Pellet einmal mit 500 mL eiskaltem ddH,O und zweimal mit
20 mL eiskaltem 10%igem Glycerin gewaschen. Final wurden die Bakterien in 2,5 mL eiskalten
10%igem Glycerin aufgenommen und Aliquote sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die

Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.3 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Das Einschleusen fremder DNA in Bakterien erfolgt bei dieser Methode durch den kurzen
Aufschluss der bakteriellen Zellmembran durch einen Elektropuls (2,5 kV, 25 uF, 200 Q).
Hierzu wurden 40 pl elektrokompetente Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 1 — 2 uL eines
Ligationsansatzes bzw. 50 — 200 ng Plasmid-DNA vermischt und in eine auf Eis gekihlte
Elektroporationskiivette —transferiert. Die Transformation erfolgte durch den oben
aufgefithrten Impuls. Der Transformationsansatz wurde in 1 mL auf 37°C vorgewirmtem LB-
Medium ohne Antibiotika aufgenommen und eine Stunde bei 37°C und 225 Upm inkubiert.
Dies erlaubt die Rekonstitution der Zellmembran und die Expression der Antibiotikaresistenz.
AbschlieBend wurden die Bakterienkulturen abzentrifugiert, in 100 — 200 uL. LB-Medium
aufgenommen, auf Agar mit entsprechender Selektion (Kanamycin, Ampicillin) ausplattiert

und tber Nacht (min. 10 h) bei 37°C inkubiert.
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2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Mini-Priparation

Im Falle von DNA-Priparationen aus Mini-Bakterienkulturen (< 5 mL), zumeist fir die
Kontrolle neu generierte Plasmidklone, kamen entweder der QIAprep” Spin Miniprep Kit
(Qiagen) bzw. der Zuppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) zum FEinsatz. Dabei

wurde nach den jeweiligen Herstellerprotokollen verfahren.

Maxi-Priparation

Nach der Amplifikation eines entsprechenden Plasmiden in Bakterienkulturen von 250 mL
bis zu 1 L, die fiir eine Verwendung in subsequenten Experimenten in eukaryotischer
Zellkultur vorgesehen waren, wurde der Endofree® Plasmid Maxi Kit (Qiagen) verwendet.

Dies geschah wiederum nach den Angaben des Herstellerprotokolls.

2.2.5 Isolierung von DNA aus humanen Zellen

Gesamt-DNA aus humanen Zellen

Zellen aus Monolayer-Kultur wurden entsprechend ihres Kultivierungsprotokolls (2.4.1)
von der Kulturschale geerntet und zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellpellet bei -80°C bis zur Verwendung gelagert bzw. die DNA sofort unter Verwendung des

DNeasy Tissue Kit nach Herstellerangaben isoliert.

Niedermolekulare DNA aus humanen Zellen (Hirt-Extraktion)

Die Methode diente in der vorliegenden Arbeit spezifisch HPV16-DNA aus infizierten
HaCaT-Zellen fiir eine nachfolgende Dot-Blot-Southern Analyse zu extrahieren. Dabei kam
ein vereinfachtes Protokoll unter hinzuziehen des QIAprep® Spin Miniprep Kit nach (Ziegler
et al. (2004) zur Anwendung. Hierfir wurden die Zellen in der Kulturschale einmal mit
eiskaltem PBS gewaschen, 500 uL. (10 cm Schale) P1/P2-Mix (1:1) des Qiagen Kits direkt auf
die Schale gegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen
abgeschabt, in ein 1,5ml Eppendorf Tube uberfihrt und mit 20 ul. Proteinase K
(800 pg/mL) bei 55°C fiir 1-2 h inkubiert. Zur Prizipitation wurden Puffer N3 hinzugegeben
und vorsichtig gemixt und weitere 5 min auf Eis gehalten. Das Prizipitat wurde bei
13000 Upm fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine Qiagen-Siule transferiert
und fir 1 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Die Sdule wurde nach den Angaben des Qiagen-
Protokolls gewaschen und die DNA eluiert.
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Gesamt-DNA aus organotypischer Raftkultur

Nach dem Auswachsen des organotypischen Epidermalgewebes wurde dieses vorsichtig
von der darunterliegenden Kollagenmatrix befreit. Das Gewebe wurde in ein 1,5 mL
Eppendorf-Gefil3 tberfiihrt und sofort in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur Isolation
der DNA wurde das Probenmaterial bei -80°C gelagert. Bevor die Extraktion nach
Herstellerangaben anhand des DNeasy Tissue Kits erfolgte, wurden die tiefgefrorenen
Gewebeproben fiir ca. 10 min auf Raumtemperatur dquilibriert und wenn notwendig grof3ere
Gewebestiicke mit einem Skalpell zugeschnitten. Die Lyse des Gewebes durch eine Inkubation
in 180 uL. ATL Puffer und 20 uL. Proteinase K (600 mAU/ml) erfolgte auf Grund der
Robustheit des Gewebes immer fiir mind. 12 h bei 55°C tber Nacht. Die DNA wurde durch 2

Elutionsschritte gewonnen.

2.2.6 Isolierung von RNA aus humanen Zellen

Gesamt-RNA aus humanen Zellen

Zellen aus Monolayer-Kultur wurden entsprechend ihres Kultivierungsprotokolls (2.4.1)
von der Kulturschale geerntet und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet
wurde sofort fiir die Extraktion der RNA aufgearbeitet. Die Isolierung erfolgte nach dem
Protokoll des RNeasy Mini Kit. Hierbei wurde immer ein zusitzlicher DNA-Verdau durch
DNase I auf den Sdulen ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefihrt. Dieser sollte mogliche
Kreuzkontamination durch HPV16-DNA unterbinden werden, welche inhibierend
nachfolgende Transkriptionsanalysen beeinflussen hitte kénnen. Isolierte RNA wurde bei

-80°C gelagert.

Gesamt-RNA aus organotypischer Raftkultur

Nach dem Auswachsen des organotypischen Epidermalgewebes wurde dieses vorsichtig
von der darunterliegenden Kollagenmatrix befreit. Alle erhaltenen Gewebeproben wurden
zuerst fur die Stabilisierung der RNA mit RNA/aer Stabilization Reagent (Qiagen) behandelt.
Hierzu wurden Kryoréhrchen mit 500 ul RNA/azer befillt und die zugeschnittenen
epidermalen Gewebeproben sofort in diese R6hrchen tiberfithrt. Nach einer Inkubation von
24 h in RNA/ater wurden die Gewebe in ein 1,5 mL Eppendorf-Gefil3 tberfuhrt und sofort in
flissigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur Isolation der DNA wurde das Probenmaterial bei
-80°C gelagert. Die Extraktion der RNA erfolgte nach Herstellerangaben des RNeasy Mini

Kits. Mit der Ausnahme, dass zur Homogenisierung des Gewebes ein Mikro-Dismembrator
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nach dem Protokoll von Reno et al. (1997) Einsatz fand. Hierzu wurden mit einer Mahlkugel
bestiickte, PTFE-beschichtete Dismembratorschiittelbehilter in fliissigem Stickstoff vorge-
kiihlt. Die tiefgefrorene Gewebeprobe wurde schnell in diese Gberfihrt und bei 2000 Upm fiir
1 min homogenisiert. Das erhaltene Gewebepulver wurde in RLT-Puffer aufgenommen und
die Aufarbeitungsprozedur nach Angaben des Kits fortgefihrt. Auch hier wurde ein
zusitzlicher DNA-Verdau durch DNase I durchgefiihrt. Isolierte RNA wurde bei -80°C

gelagert.

2.2.7 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Eine Bestimmung von Konzentration und Reinheit Lésungen von DNA und RNA ist
mittels Absorptionsspektrometrie der Wellenlingen A=260 und A=280 moglich. Die
Absorption wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem Nanodrop ND-1000 gemessen.
Quotienten der A,/ Ao zWischen 1,8 und 2,0 bestimmt reine DNA. Die Konzetration

der Losung ergibt sich aus:

dsDNA = A ... x 50 pg/mL RNA = A, x 33 pg/mL

2.2.8 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen des Typs II schneiden innerhalb spezifischer Erkennungs-
sequenzen doppelstringice DNA. Dies kann fiir die Analyse von DNA als auch fir die
Klonierung von DNA-Fragmenten verwendet werden. Die Restriktion der DNA erfolgte in
Reaktionsansitzen mit einer oder auch zwei Endonukleasen nach Protokollangaben des
Herstellers in entsprechendem Puffer und bei 37°C fir 1 — 24 h. Ein Reaktionsansatz

entsprach folgendem typischen Schema:

1-10 g DNA

5ull 10x Enzympuffer
5-10U Restriktionsendonuklease
auf 50 uL. ddH>O

Bei einer weiteren Aufarbeitung und Bedarf wurden die Restriktionsendonukleasen durch
cine Inkubation bei 65°C — 85°C hitzeinaktiviert. Der Verdau wurde durch Agarose-

gelelektrophorese kontrolliert.
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2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation erfolgte bei einem Molverhiltnis von linearisierten Plasmiden zu Insert-DNA
zwischen 1:3 und 1:8 bei einer eingesetzten Menge Vektor-DNA von 50 - 150 ng. Dieses
Gemisch wurde zusammen mit T4-DNA-Ligase inkubiert. Ein typischer Ligationsansatz

erfolgte nach folgendem Schema:

50 — 150 ng Plasmid-DNA

X ng Insert-DNA

2 uL 10x T4-DNA-Ligase Puffer
5U0 T4-DNA-Ligase Puffer

auf 20 puL. ddH,O

Die Ligationsreaktion etfolgte tber Nacht bei 16°C. Fir die Transformation in

elektrokompetente E.co/f wurden anschlieBend 1 uL. des Ansatzes verwendet (Abschnitt 2.2.3).

2.2.10 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zu klonierende DNA-Fragmente und die jeweiligen Zielvektoren wurden mit
entsprechenden Restriktionsendonukleasen zur Bildung kompatibler Enden behandelt
(Abschnitt 2.2.8), anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese separiert (Abschnitt 2.2.14)
und aus dem Gel aufgereinigt (Abschnitt 2.2.15). Durch eine Ligationsreaktion wurden die
kompatiblen Enden von Zielvektor und Insert verbunden (Abschnitt 2.2.9). Das erhaltene
Klonierungsprodukt wurde in elektrokompetente E.co// (HB101, DH5a oder JM109) trans-
formiert (Abschnitt 2.2.3) und als Bakterien Minikultur (< 5 mL) amplifiziert. Zur Kontrolle
der Klonierung wurde das erhaltene Produkt entweder von GATC Biotech AG (Konstanz)
sequenziert oder die erhaltene DNA durch einen Restriktionsverdau mit anderen als den zur

Klonierung verwendeten Endonukleasen anhand der erhaltenen Fragmentlingen analysiert.

2.2.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion diente in der vorliegenden Arbeit zum einem dem
Nachweis von episomal etabliertem HPV16 in transfizierten Zellen und zum anderen
gespleiiter E1"E4 mRNA in HPVl16-infizierten und —transfizierten Zellen tber die
Amplifikation entsprechender cDNA. Alle PCR-Reagenzien wurde von Fermentas (St. Leon-

Rot) bezogen. Ein typischer PCR-Ansatz sah folgendermallen aus:
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10 ng zelluldire DNA

5,00 puL. 10 x Taq buffer (ohne MgCly)
1,00 uL. 10 mM dNTP mix

1,00 uL. Primer_fwd (10 uM)

1,00 pLL Primer_rev (10 uM)

4,00 puL. 25 mM MgCl,

1,25 pl. Taq Polymerase (1 U/pl)

auf 50 L. ddH>O

Das Reaktionsprogramm bestehend aus den Stufen DNA-Denaturierung, Primer-

hybridisierung und Primerelongation entsprach folgendem Schema:

95°C 3 min 1x

95°C 30 s

°C abhingig von Primerry 30's 28 — 40x
72°C 30 s

72°C 5 min 1x

Die PCR erfolgte in einem M] Mini Personal Cycler (BioRad, Miinchen).

2.2.12 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

RT-PCR wurde in der Analyse von sowohl HPV16-Virionen infizierter HaCaT- und
NHEK-Zellen als auch loxp_HPV16_eGFP-N1 transfizierter HaCaT und NIKS zur
Detektion gespleiiter E1"E4 mRNA als Nachweis eciner aktiven viralen Transkription
verwendet. Hierfir wurde der iScript One Step RT-PCR Kit verwendet. Er gewahrleistete die
cDNA-Synthese von extrahierter, zellulirer Gesamt-RNA (2.2.6) und eine anschlieSende
spezifische Amplifikation in einem Reaktionsansatz. Dieser wurde nach dem Protokoll des
Kits auf Eis zusammen mit spezifischen Primern fur E17"E4 (2.1.8) pipettiert. Als interne
Kontrolle wurde B-Actin mit spezifischen Primern amplifiziert (2.1.8). Fir den Nachweis von
E17"E4 mRNA infizierter Zellen wurden bis zu 2 ug Gesamt-RNA in der Reaktion eingesetzt,
bei transfizierten Zellen 250 ng. Die Reaktion fand unter den folgenden Bedingungen in einem

M] Mini Personal Cycler statt:

50°C 10 min 1x
95°C 5 min 1x
95°C 15s

60°C 30 s 32x
72°C 30s

72°C 3 min 1x
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Die amplifizierten DNA-Produkte (E1"E4 & B-Actin) wurden vereinigt und zusammen in

einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt (0). Die Visualisierung erfolgte unter UV-Licht.

Bei infizierten HaCaT- und NHEK-Zellen war es fiir einen Nachweis von E17E4
erforderlich, eine nested-PCR der RT-PCR anzuschlieBen. Hierfiir wurde ein Primerpaar mit
Hilfe der PerlPrimer Software (Marshall, 2004) erstellt, welches innerhalb des amplifizierten
Bereiches der RT-PCR lag [E17E4 nested (2.1.8)]. Fir die nested-PCR wurden 5% — 20% der

RT-PCR eingesetzt. Das Reaktionsschema sah folgendermaf3en aus:

95°C 3 min 1x

95°C 30s

60°C 30s 32 — 40x
72°C 30s

72°C 3 min 1x

Die amplifizierten DNA-Produkte (E1"E4 & 3-Actin) wurden vereinigt und zusammen in

einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt (2.2.14). Die Visualisierung erfolgte unter UV-Licht.

2.2.13 Ortspezifische Mutagenese

Die Einschleusung von Stopp-Codons in die ORF von E5, E6 und E7 erfolgte PCR-basiert
unter Verwendung des QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA).
Hierzu wurden Primer nach den Angaben des Herstellerprotokolls mit Hilfe der Software
SimVector (Premier Biosoft, USA) ausgewihlt und nochmals mittels PerlPrimer auf
Sekundirstrukturen und Schmelztemperatur kontrolliert. Die so designten Primer wurden bei
Eurofins MWG (Ebersberg) synthetisiert. Je nach Primer wurden 1 oder 2 Basensubstitutionen
(2.1.8) fur die Einschleusung eines Stopp-Kodons benétigt. Die PCR-Reaktion, der Dpnul-
Verdau der Ausgangs-DNA, Transformation und Selektion der hochkompetenten XI.10-Gold
E.coli erfolgte nach dem Protokoll der Kits. Die extrahierte Plasmid-DNA aus Minikulturen
der erhaltenen Klone wurde von GATC Biotech AG (Konstanz) sequenziert und auf die

Prisenz der Basensubstitutionen hin untersucht.

2.2.14 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse und Priparation von DNA-Fragmenten wurden diese mit Hilfe der
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. IThre Auftrenngeschwindigkeit verhilt sich dabei
umgekehrt proportional zu ihrer Fragmentgro3e und beruht auf ihrer stark negativen Ladung.

Die Auftrennung der DNA kann mit der Wahl der Agarosekonzentration spezifisch auf die
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Fragmentgrof3e eingestellt werden. In der vorliegenden Arbeit varrierte sie hauptsichlich
zwischen 0,8% (> 6kb) und 1,5% (< 1 kb). Zur Herstellung des Gels wurde die entsprechende
Menge (w/v) Agarose (low melting Agarose im Fall priparativer Gele) mit 1x TAE in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach dem Abkiihlen wurde die homogene Losung mit 0,3 pg/mL
(0,1 pg/ml. priparative Gele) versetzt, in eine GelgieBkammer der gewiinschten Grofe
verbracht und ein Gelkamm eingesetzt. Die Proben wurden mit 10x Ladepuffer versetzt, gut
gemischt sowie kurz abzentrifugiert und anschlieBend das erstarrte Gel in 1x TAE-Puffer
beladen. Die Laufzeit betrug je nach Gelgro3e und angelegter Spannung (80 — 120 V) zwischen
45 min und 120 min (priparative Gele bei 4°C). Als GroBenstandard fungierten 100 bp oder
1 kb DNA ladder. Die Auftrennung der DNA-Fragmente konnte unter UV-Licht tber das

interkalierende Ethidiumbromid verfolgt werden.

2.2.15 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Je nach Gréle der zu priparierenden DNA-Fragmente wurden verschiedene Agarosegele
verwendet. Fir die Aufreinigung von kleineren PCR-Produkten und Restriktionsfragmenten
(< 4kb) wurden normale Agarosegele eingesetzt. Bei groBeren DNA-Fragmenten, speziell bei
der Aufarbeitung des HPV16-Genoms, hingegen wurde Agarose eines niederen Schmelz-
punktes (low melting Agarose) gewiahlt. Nach dem Auftrennen der DNA im Gel, wurden die
Fragmente entsprechender Grof3e mit Hilfe einer Visualisierung auf dem UV-Tisch mit einem
Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein Eppendorf Reaktionsgefa3 (1,5 mL) diberfiihrt.
Die Aufarbeitung erfolgte anhand des Zymoclean Gel DN.A Recovery Kits nach Angaben des
Herstellers.  Leichte Modifikationen wurden eingefithrt, wenn es einer hohen
Rickgewinnungsquote der DNA bedurfte. Dabei wurde zum Binden der DNA die
Agarosesuspension zweimal Gber die Sdulen aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit auf 65°C
vorgewiarmten Puffer (ddH,O, TE), welcher 1 min auf der Siule inkubierte. Auch dieser

Schritt wurde zweimal wiederholt.

2.2.16 Alkalischer Kapillar-DNA-Transfer (Southern Blot)

Direkt nach dem Gellauf und der Aufnahme des Geles unter UV-Licht wurde das
Agarosegel kurz in ddH,O gesptlt. Fir eine partielle Depurinierung der DNA, die zu einem
besseren Transfer groBerer DNA-Fragmente (> 4 kb) beitragt, wurde 10 min in 0,25 M HCl
inkubiert. AnschlieBend wurde kurz in ddH,0O gewaschen und die DNA mit

Denaturierungspuffer fiir 2 x 15 min denaturiert. Die Neutralisierung erfolgte mit 1,5 M NaCl
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/ 0,5 M Tris pH 7,5 fir 25 min. All diese Prozesse konnten durch den Farbumschlag des
Bromphenolblaus aus dem DNA ILadepuffer von blau nach gelb und zuriick nach blau
kontrolliert werden. Wihrend der Neutralisierung wurden 6 Whatmann Filterpapiere und eine
Hybond-N" Nylonmembran auf die GréBe des Geles zugeschnitten. Die Nylonmembran
wurde mit ddH,O fir 5 min befeuchtet und wie auch die Filterpapiere anschlieBend in

10 x SSC fur mindestens 15 min dquilibriert.

Gewicht
~ 7509

Stapel Papiertiicher

3x Whatman Filterpapier

] Hybond-N* Nylonmembran
e —————  ——— Gel
——~" " — Frischhaltefolie

—————————————————————— 3x Whatman Filterpapier

| Transferspuffer
10 x SSC

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau Southern Blot
Das Schema stellt den Aufbau des alkalischen Kapillar-DNA-Transfers dar, wie er in der
vorliegenden Arbeit durchgefiithrt wurde.

Der Aufbau des Blottes erfolgte wie im Bild zu sehen (Abbildung 2.1), er wurde mit ca.
750 g beschwert und der Transfer erfolgte iiber Nacht. Wihrend des Transfers wird die DNA
durch den hochmolaren Salzpuffer aus dem Agarosegel gel6st und durch den Kapillarfluss auf
die Nylonmembran tbertragen. Aufgrund der positiven Ladung der Membran bindet die DNA
stark an diese. Nach dem Blot wurden die Geltaschen und die DNA Marker auf der Membran
markiert. Die DNA wurde durch UV-B crossiinking mit 1200 k] kovalent an die Membran

gebunden und diese abschlieSend luftgetrocknet.

2.2.17 Radioaktive Markierung von DNA-Proben

Die radioaktive Markierung der eingesetzten Sonden (HPV16, hAlu) erfolgte nach den
Herstellerangaben des Protokolls des Rediprime I DNA labeling Kits (GE Healthcare,
Miinchen). Hierzu wurden die aufgereinigten dsDNA-Fragmente auf eine finale Konzentration
von 0,55 ng/ul. in DNase-freiem Wasser verdiinnt und fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Die auf
diese Weise denaturierte DNA wurde auf Eis fiir 5 min abgekiihlt und abzentrifugiert. Jeweils
45 uL. wurden in ein Reaktionsgefi3 mit Rediprime II reaction mixture Gberfihrt sowie 5 uL
(50 uCi) von [«-P]dCTP hinzugefiigt und gut vermischt. Die Markierungsreaktion erfolgte bei
37°C fir 30 min. Der Stopp der Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 uL. Stopppuffer

erzielt. Parallel zur Markierungsreaktion wurde eine entsprechende Menge an MicroSpin G-25
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Saulen (GE Healthcare, Miinchen) zur Aufreinigung der markierten Sonden via Gelfiltration
nach Herstellerangaben vorbereitet. Zur Aquilibration der Siulen wurden 200 pl. 1% TNE
Puffer aufgebracht und kurz abzentrifugiert. Vor dem Aufbringen der Markierungsreaktion
wurde diese nach Zugabe des Stopppuffers mit 75 ul. 1% TNE gemischt und auf die Siule
transferiert. Die Aufreinigung erfolgte durch einen Zentrifugationsschritt bei 3000 Upm fir
1 min. Die inkorporierte Radioaktivitit wurde durch die Entnahme eines Aliquoten bestimmt.
Die Sonden wurden entweder sofort fiir die Hybridisierung verwendet oder bei 4°C bis

maximal 3 Tage gelagert.

2.2.18 Hybridisierung von DNA mit radioaktiv markierten Sonden

Die Detektion spezifischer DNA-Sequenzen auf einem Southern Blot erfordert
hochstringente Hybridisierungstemperaturen, wie im vorliegenden Fall von 68°C. Die
luftgetrockneten, DNA-tragenden Membranen wurden hierfur in eine Hybridisierungsflasche
Uberfiihrt und vorsichtig gewidssert. Fur eine Reduzierung mdglichen Hybridisierungs-
hintergrundes wurden die Membranen mit Prihybridisierungspuffer (5 mL kleine Flaschen,
10 mL grof3e Flaschen) rotierend bei 68°C fiir mindenstens 1 h dquilibriert. Danach wurde der
Puffer durch auf 068°C vorgewirmeten Hybridisierungspuffer ersetzt, welcher eine
entsprechende Menge radioaktiver Sonde enthielt. Die Sonde wurde vor ihrer Zugabe mit
0,2 M NaOH (finale Konzentration) fiir 10 min denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte iiber
Nacht bei 68°C: Am Folgetag wurde die Hybridisierungslésung abgenommen und konnte fiir
weitere Verwendungen innerhalb der Halbwertzeit von [x-*P]dCTP bis zu 14 Tagen gelagert
werden. Die Membran wurde abschlieBend mit Waschpuffer [2x SSC; 0.1% SDS (w/v)]
weiterhin sehr stringent bei 68°C dreimal fiir 30 min gewaschen. Danach wurde die Membran

luftgetrocknet und in Frischhaltefolie verpackt.

Aufnahme der Hybridisierungssignale mittels Autoradiographie

Die in Folie verpackten Blots wurden in eine Autoradiographiekassette tberfithrt. Bei
bekannt schwachen Signalen wurde zusitzlich eine Verstirkerfolie mit aufgelegt. Die
Aufnahme erfolgte mittels eines BioMax"™ Maximum Resolution (MR) Autoradiography Films
(Kodak, Stuttgart), welcher abhingig von den Signalintensititen 24 h bis 7 Tage bei —80°C
exponiert wurde. Der Film wurde mit der automatischen Entwicklungsmaschine Curix 60

(AGFA, Belgien) entwickelt.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten
RIPA-Extrakte

RIPA-Puffer ist einer der bewihrtesten und gebriduchlichsten Lysepuffer zum Aufschluss
von kultivierten Zellen. Er ist kompatibel mit vielen nachfolgenden Methoden der
Proteinanalyse. Zum Aufschluss der Zellen wurden adhirent wachsende Zellen von der
Kulturschale/-flasche abgelost (Abschnitt 2.4.1), in ein 15 mL Falcon-Tube uberfiihrt und
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde anschlieBend in RIPA-Puffer
resuspendiert und auf Eis bei 4°C fir 20 min inkubiert. Das erhaltene Lysat wurde zur
Aufreinigung von Zelldepris in ein 1,5 mL Reaktionsgefi transferiert und 15 min bei 14000
Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 mL protein low bind Tube
tberfithrt. Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration (Abschnitt 2.3.2) wurden 5 puL. oder

10 uLL Lysat abgenommen. Die Lagerung der so gewonnen Extrakte erfolgte bei -80°C.

SDS-Extrakte

Die Gesamtzellproteinextraktion mittels SDS-Puffer zeichnet sich durch eine einfache und
schnelle Anwendung direkt auf dem Kulturgefi3 aus. AuBlerdem eignen sich SDS-Extrakte
optimal fur eine lange Verwendung, da sie aufgrund der hohen SDS-Konzentration inert sind
gegentiber Proteindegradation auch bei hdufigem Auftauen und Einfrieren. Vor der Lyse der
Zellen wurden diese zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden
entsprechend der Kulturfliche 500 pl. (10 cm Schale) bzw. 200 pl. (6we//-Platte) auf 95°C
erhitzter 1%ige SDS-Losung hinzugegeben und kurz inkubiert. Die Zellen wurden nach dem
Abschaben in eine QIAshredder-Siule tberfiihrt und zweimal 1 min bei 14000 Upm
zentrifugiert, wobei die zellulire DNA geschert wurde. Fir die Bestimmung der
Proteinkonzentration (Abschnitt 2.3.2) wurden 5uL oder 10 pul. Lysat abgenommen. Die

Lagerung der so gewonnen Extrakte erfolgte bei -80°C.

RIPA-Extrakte aus organotypischer Raftkultur

Nach dem Auswachsen des organotypischen Epidermalgewebes wurde dieses vorsichtig
von der darunterliegenden Kollagenmatrix befreit. Die Gewebe wurden in ein 1,5 mL
Eppendorf-Gefill iberfithrt und sofort in flussigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur
Proteinextraktion wurde das Probenmaterial bei -80°C gelagert. Eine Homogenisierung des

Gewebes erfolgte mit Hilfe eines Mikro-Dismembrators nach dem Protokoll von Reno et al.
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(1997). Hierzu wurden mit einer Mahlkugel bestiickte, PTFE-beschichtete Dismembrator-
schiittelbehilter in fliissigem Stickstoff vorgekihlt. Die tiefgefrorene Gewebeprobe wurde
schnell in diese uberfuhrt und bei 2000 Upm fir 1 min homogenisiert. Das erhaltene
Gewebepulver wurde in RIPA-Puffer aufgenommen und die Aufarbeitungsprozedur wie oben
beschrieben fiir Zellen aus einfacher Zellkultur fortgefiihrt. Die so erhaltenen Proteinextrakte

wurden bei -80°C bis zu einer weiteren Verwendung gelagert.

2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Der Gehalt an Protein von zelluliren Extrakten wurde anhand des Bio-Rad DC Protein
Assays bestimmt. Dieser beruht auf der Folinreaktion nach Lowry et al. (1951). In einer
zweistufigen Reaktion komplexieren im ersten Schritt Peptidbindungen der Proteine in
alkalischer Losung mit Kupfer(Il)-Ionen, wihrend diese in der zweiten Stufe das Folin-
Reagenz reduzieren, wobei ein blauer Farbstoff entsteht. Dieser kann bei einer Wellenlinge
von 750 nm ausgemessen werden, da die Intensitit in einem definierten Bereich linear mit dem
Proteingehalt steigt. 5 uL. oder 10 pL erhaltenen Proteinextraktes wurden mit ddH,O auf 45 uL.
aufgefiillt und mit 255 uL. eines Gemisches von Reagent A und Reagent S (50:1) versetzt und
anschlieBend unter Vortexen mit 2 ml. Reagent B gemischt. Die Farbreaktion erfolgte
wihrend einer Inkubation von 20 min bei Raumtemperatur. Die Absorption wurde bei 750 nm
im Spektralphotometer gemessen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im
Vergleich zu einer Kalibrierungsgerade erhalten von einer Verdunnungsreihe von bovinem

Plasma y-Globulin.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE etlaubt die Auftrennung von Proteinen im Gel umgekehrt proportional
zum Logarithmus ihrer Molekularmasse. Um dies zu ermdglichen und den Einfluss der
Sekundir- und Tertidrstruktur zu 16schen, werden Disulfidbricken durch Mercaptoethanol
denaturiert und die Eigenladung der Proteine durch die Anlagerung des SDS abgeschirmt.
Unterschiedliche ~ Verhiltnisse von Acrylamid und Bisacrylamid bewirken dabei
unterschiedliche  Vernetzungsgrade des Gels und damit unterschiedlich scharfe
Auftrennungsbereiche in Bezug auf die MolekilgréBe. Hauptsachlich kamen in dieser Arbeit
4 - 12%ige NuPAGE Novex Bis-Tris Gradientenfertiggele (Invitrogen, Karlsruhe) zum
Einsatz. Die Proteinproben wurden als jeweils gleiche Gesamtvolumina mit 4x LDS Sample

Buffer und 10x Reducing Agent versetzt, 10 min bei 70°C denaturiert, kurz zentrifugiert (TZ,
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11000 Upm, 1 min) und auf das Gel aufgetragen. Der Lauf erfolgte beginnend bei 80 V fir 30
min, gefolgt von ca. 1,5 h bei 150 V in einer XCel/ Surelock Mini-Elektrophoresekammer
befillt mit MOPS-Puffer, dem in der oberen Kammer 500 ul. NuPAGE Antioxidant
hinzugegeben waren. Als Molekulargewichtsmarker wurde ColorPlus Prestained Protein Ladder
(NEBiolabs, Frankfurt am Main) verwendet. Alle anderen Gele basierten auf der modifizierten
Methode nach Lammli (Laemmli, 1970). Die Auftrennung der Proteine ereignet sich in diesen
Gelen in 2 Stufen. Eine Konzentrierung der Proteine erfolgt in einem 4,5%igen Sammelgel,
wihrend die Auftrennung in einem 7,5%igen bis 12,5%igem Trenngel erfolgt. Der
Prozentanteil Bisacrylamid bestimmt dabei die Porengréfie, welche der Molekulargro3e der
Proteine angepasst ist. Die Losungen wurden entsprechend der Tabelle jeweils frisch
prapariert, die Polymerisation mit APS und TEMED gestartet und die Lésungen beginnend
mit dem Sammelgel zwischen die Glasplatten gegossen. Das Sammelgel wurde bis zum
Abschluss der Polymerisation mit Isopropanol tiberschichtet (ca. 45 min), danach wurde dieser
vorsichtig abgegossen und Reste mit Whatman Filterpapier (Schleicher & Schull, Dassel)
abgezogen. Auf das Trenngel wurde abschlieBend das Sammelgel gegossen, der Probenkamm
eingesetzt und mit Klammern fixiert. Nachdem auch dieser Teil vollstindig ausgehirtet war,

konnte das Gel verwendet werden, oder bei 4°C verpackt in Folie gelagert werden.

2.3.4 Coomassie-Fdrbung von Proteinen im Gel

Fir die Firbung der Proteine wurde das Ge/Code™ Blue Stain Reagent (Thermo-Scientific,
Schwerte) verwendet. Hierzu wurden Gele nach dem Lauf in ddH,O abgespilt und 3 x 15 min
mit ddH,O gewaschen. Das Gel wurde fiur 30 min mit der Firbelésung auf Basis des
kolloidalen Farbstoffes Coomassie G-250 schwenkend inkubiert. Nach einem Abspiilen der
Farbelosung mit ddH,O wurde das Gel unter mehrmaligen Wechsel von ddH,O bis zu einem

deutlichen hervortreten der Proteinbanden entfirbt (ca. 1 h).

2.3.5 Silberfdrbung von Proteinen im Gel

Auch bei einer hohen Sensitivitit der Coomassie-Farbung mit dem Ge/Code™ Blue Stain
Reagent im Nanogrammbereich (Abschnitt 2.3.4) ist die Silberfirbung noch sensitiver (bis zu
30fach). Sowohl Polyacrylamidgele als auch NuPAGE- Gradientenfertiggele wurden nach
Protokollangaben des Herstellers mit dem SzverQuest Silver Staining Kit angefirbt. Voran wurde
das Gel mit ddH,O kurz gespilt, anschlieBend 20 min mit 100 mL Fixierlésung fixiert und
10 min mit 30% EtOH gewaschen. Nach erfolgter 10 minitiger Inkubation mit 100 mL
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Sensitivierungslosung wurde nochmals 10 min mit 30% EtOH und 10 min mit ddH,O
gewaschen. Nach einer Farbung mit 100 mL Farbelosung fir 15 min wurde 1 min mit ddH,O
gewaschen. In Folge wurde das Gel 3 — 7 min mit 100 mL Entwicklerl6sung inkubiert bis eine
gewiinschte Intensitit erreicht war. Darauthin wurde mit 10 mL Stoplésung die Férbereaktion
unterbrochen. AbschlieSend wurde das Gel 10 min in ddH,O gewaschen. Fur eine Lagerung

des Gels wurde es in Folie eingeschweil3t.

2.3.6 Immunblot (Western Blot)

Das Verfahren des Western Blots ermdéglicht den Transfer von in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteinen auf eine PVDF-Membran, was eine subsequente immunologische
Detektion dieser gestattet. Hierzu wurden PVDF-Membran und Whatman-Filterpapiere auf
die GroBe des Geles zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde fiir 20 s in Methanol aktiviert,
ausgiebig mit ddH,O gewaschen und ebenso wie die Filterpapiere in EMBL-Transferpuffer
20 min 4quilibriert. Das Gel wurde nach dem Lauf ebenfalls ausgiebig mit ddH,O gewaschen
und 20 min in EMBL-Puffer priinkubiert. Der Aufbau des Blottes erfolgte nach folgendem

Schema:

Kathode (-)

1 Whatman-Filterpapier (1,5 mm)
Gel

PVDF-Membran

1 Whatman-Filterpapier (1,5 mm)
Anode (+)

Der Transfer erfolgte im ,,sezi-dry“-Verfahren bei 20 V fir 1 h — 1 h 50 min abhingig von
dem Molekulargewicht des spiter zu detektierenden Proteins. Die Membran wurde nach dem
Transfer in Waschpuffer gewaschen und zur Maskierung unspezifischer Membran-
wechselwirkungen 1 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4°C mit Blockpuffer (auf
PBS- oder TBS-Basis) nach den Herstellerangaben des primiren Antikérpers inkubiert. Fir die
spezifische, immunologische Detektion des interessierenden Proteins wurde der Erstantikbrper
in Blockpuffer verdiinnt und je nach bekannter Stirke des erhaltenen Signals fir 1 -2h bei
Raumtemperatur oder bei 4°C iber Nacht auf der Membran inkubiert. Fiir einen sparsamen
Einsatz der Antikérperlésung wurden die Membranen entweder in Folie eingeschweilit und
schiittelnd inkubiert, oder die Membranen wurden in einen 15 ml. Falcon Tube tUberfiihrt und
rotierend mit der Antikérperlésung inkubiert. Fur eine mehrmalige Verwendung der
Antikdrperlésung wurde diese nach der Verwendung bei -20°C eingefroren. Dabei konnte auf

das sehr giftige Natriumazid verzichtet werden. Die Membran wurde nach der Inkubation kurz
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mit Waschpuffer gespiilt und anschlieBend 2x 15 min und 3 x5 min mit Waschpuffer
gewaschen. Der HRP-gekoppelte Zweitantikorper entsprechender Verdiinnung in Blockpuffer
wurde fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde wiederum kurz mit
Waschpuffer gesptilt und anschlieBend 2 x 15 min und 3 x 5 min mit Waschpuffer sowie
1 x5 min mit PBS bzw. TBS (entsprechend dem verwendeten Waschpuffer) gewaschen.
Mittels Chemiluminiszenz wurden die Protein-Antikérper-Komplexe auf der Membran
sichtbar gemacht. Hierzu wurde die Membran fir 30 s mit 5 mL. Western Lightning Plus-ECL
behandelt und abschlieBend ein Audioradiographiefilm je nach Signalstirke 1 s bis 30 min
innerhalb einer Expositionskartusche auf der Membran exponiert. Der Film wurde

anschlieend entwickelt in einer AGFA Classic E.O.S. Entwicklungsmaschine.

Entfernung von Antikérperkomplexen von der Blotmembran

Um einen Immunblot mehrmals beztiglich unterschiedlicher Proteine untersuchen zu
konnen, bedarf es einer Entfernung der Erstantikorper-Zweitantikbrper-Komplexe von der
Membran. In der vorliegenden Arbeit kamen mehrere Methoden zum Einsatz. Hauptsichlich
wurde aber ein einfaches Protokoll mit 0,2 M NaOH verwendet. Dazu wurde der zuvor
exponierte Blot mit ddH,O 5 min gewaschen und dann mit 0,2 M NaOH fiir 5 min gestrippt.
Nach abschlieBendem Waschen fiir 5 min mit ddH,O und 2 x 5 min Waschpuffer wurde die
Membran erneut geblockt und wie oben beschrieben mit einem anderen Erstantikorper

inkubiert.

2.3.7 Densitometrische Quantifizierung von Immunblot-Analysen

Fir eine Auswertung der Immundetektion wurden die exponierten Filme in hoher
Auflésung und ohne Manipulation seitens der Scansoftware aufgenommen. Die
densitometrische Auswertung erfolgte mit der Image-Software (Rasband, 1997-2004). Die
Signalintensitit der erhaltenen Proteinbanden wurde unter Substraktion des Hintergrundwertes
gemessen. Proteinbanden wurden quantitativ miteinander verglichen. Die Unterschiede aus 3
unabhingigen Experimenten wurden mittels einseitiger ANOVA-Analyse (Software

SigmaStat 3.5) auf statistische Signifikanz hin Gberpruft.
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellkultur

Bei allen verwendeten Zelllinien handelte es sich um adhirent wachsende Zellen, deren
Kultivierung bei 37°C und einer 5%igen CO,-Athmosphire erfolgte. Zellspezifische

Kultureigenschaften werden in den folgenden Abschnitten dargestellt.

Kultur von 293T-, 293TT- und NIH3T3-Zellen

293TT-, 293T-, NIH3T3-Zellen wurden in DMEM mit hohem Glucosegehalt (4500 mg/1),
10% fotalem Kalberserum und 1% Penicillin und Streptomycin Antibiotika gehalten. Alle
Zellen wurden bei einer Konfluenz von maximal 80% geteilt. Hierzu wurde das Medium
abgesaugt, mit PBS/0,05% EDTA gewaschen, die Zellen mit Trypsin/EDTA uberdeckt und
5 - 8 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Trypsin-Reaktion mit frischem DMEM Medium
gestoppt, die Zellen resuspendiert und je nach Bedarf 1:3 bis 1:15 geteilt. NIH3T3-Zellen

wurden bis zu Passage 20 verwendet und danach neue Zellen niederer Passage aufgetaut.

Kultur von HaCaT-Zellen

HaCaT-Zellen wurden in 2 verschiedenen Medien gehalten: zum einen in DMEM mit
hohem Glucosegehalt (4500 mg/1), 10% fétalem Kilberserum und zum anderen in kompletten
KGM2-Medium jeweils mit 1% Penicillin und Streptomycin Antibiotika. KGM2 hat eine
keratinozytenspezifschere Zusammensetzung als DMEM, wodurch die Zellen eine
Morphologie zeigen, die normalen Keratinozyten stirker entspricht. Ebenfalls befinden sich
die Zellen in einem niedereren Differenzierungsgrad, was entscheidend ist fur die weitere
Verwendung dieser Zellen in dreidimensionaler Kultur. Bei HaCaT Zellen, die in DMEM
kultiviert wurden, erfolgte das Teilen ca. 3 Tage nach Erreichen der Konfluenz. Somit wurde
sichergestellt, dass keine Selektion zu Gunsten schnell proliferierender Zellen der Mischkultur
erfolgte. Die Zellen in KGM2 wurden bei einer Konfluenz von ca. 80% geteilt, dies
verhinderte die Induktion von Differenzierung durch Erreichen der Konfluenz. Hierzu wurde
das Medium abgesaugt, mit PBS/0,05% EDTA gewaschen und fir 18 Minuten mit
PBS/0,05% EDTA inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA tberdeckt
und weitere 5 bis 7 Minuten bis zum Abldsen inkubiert. Die Trypsin-Reaktion wurde mit
frischem DMEM Medium gestoppt, die Zellen resuspendiert und je nach Bedarf 1:3 bis 1:10
geteilt. Der geringe Serumgehalt des KGM2 Mediums erforderte eine Aufnahme der Zellen in
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DMEM. AnschlieSend wurden die Zellen pelletiert (1000 Upm, 3 min) und in KGM2 Medium

aufgenommen und neu ausplattiert.

Kultur von NIKS-Zellen

NIKS-Zellen wachsen in FAD-Medium auf einer Schicht von NIH3T3 Mausfibroblasten,
die zuvor durch Bestrahlung (30 Gy) oder Behandlung mit Mitomycin C (4 ng/mL) mitotisch
inaktiviert wurden. 12 bis 24 Stunden vor dem Passagieren der NIKS-Zellen wurden 1,5x10°
Zellen/cm?® behandelte Fibroblasten ausgesit. Zum Teilen der NIKS-Zellen wurden die
Fibroblasten nach einer Behandlung von 5 min mit PBS/0,05% EDTA abgespult und die
NIKS-Zellen durch 8 miniitige Inkubation mit Trypsin/EDTA abgelst. Die Zellen wurden in
DMEM aufgenommen, abzentrifugiert und in FAD Medium im entsprechendem Verhiltnis

neu ausgesat.
Kultur von primaren Keratinozyten (NHEK

Primire Keratinozyten wurden entsprechend den Herstellerangaben (PromoCell,
Heidelberg) in KGM2 Medium kultiviert. Fiir Subkultivierungen bzw. Ernten der Zellen wurde
das DetachKit des Herstellers verwendet. Die Zellen wurden ca. 14 Tage und bzw. nicht linger

als 15 Verdopplungszyklen in Kultur gehalten.

2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

24 h Stunden vor dem FEinfrieren wurde das Medium fiir eine Proliferationsstimulation
gewechselt und die Zellen bei einer Konfluenz von 80% bis 90% trypsiniert. AnschlieBend
wurden die Zellen bei 1000 Upm fiir 3 min pelletiert und in der gewtinschten Konzentration in
Einfriermedium resuspendiert. Bei DMSO-haltigem Einfriermedium wurden die Zellen zuerst
in 50% des Endvolumens der gewtinschten Zellkonzentration in normalem Medium aufge-
nommen. Zur Vermeidung eines starken osmotischen Schockes wurde dann tropfenweise das
Einfriermedium hinzugegeben. 1 mL der Zellsuspension wurde in 2 mL Kryoréhrchen
tberfiihrt und in einem Nalgene-Freezer tiber Nacht bei -80°C langsam eingefroren und zum
lingerfristigen Priservieren in fliissigem Stickstoff bei -196°C gelagert. In der Tabelle in
Abschnitt 2.1.14 sind die Einfriermedien der einzelnen Zelltypen aufgefithrt. Zum Auftauen
der Zellen wurden die Kryoréhrchen aus flissigem Stickstoff entnommen und sofort in einem
37°C Wasserbad die Zellsuspension aufgetaut und in Kulturmedium aufgenommen. Darauthin

wurden die Zellen zentrifugiert in frischem Medium ausplattiert.
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2.4.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer unter dem
Lichtmikroskop. Es wurden jeweils 4 Grof3quadrate ausgezihlt. Die Zellzahl ergibt sich daraus

nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellzahl pro GroBquadrat x 10000

2.4.4 Transfektion von Zelllinien

Eine Reihe von verschiedenen Transfektionsmethoden wurde im Rahmen dieser
vorliegenden Arbeit ausgetestet. Hauptsichlich kamen aber Lipofektion mit Fugene® HD

(Roche, Mannheim) bzw. Lipofectamine” 2000 (Invitrogen™, Darmstadt) sowie

b

Kalziumphosphat-Transfektion unter Verwendung des CalPhos Mammalian Transfection Kits

(Clontech, Frankreich) zum Einsatz.

Transfektion von 293T- und 293TT-Zellen

Lipofectamine™ 2000 sowie die Kalziumphosphat-Methode fanden ihre Verwendung in der
Transfektion von 293T bzw. 293TT-Zellen in der iz witro Virionen-Herstellung. Bei der
Verwendung von Lipofectamine” 2000 wurde zunichst ein DNA-Lipofectamine-KKomplex
hergestellt. Dies geschah nach Angaben des Herstellerprotokolls. Fir die Verdinnungen
wurde Opti-MEM® Minimalmedium (Invitrogen™, Darmstadt) verwendet. Die 80 — 90%ig
konfluente Zellkultur wurden mit dem Transfektionsansatz 4 — 6 h inkubiert und anschlie3end

das Medium gewechselt.

Auch bei der Verwendung des CalPhos Mammalian Transfection Kits wurde nach den
Vorgaben des Herstellers verfahren. Die 80 — 90%ig konfluente Zellkultur wurden mit dem
Transfektionsansatz 6 h inkubiert und anschlieBend das Medium gewechselt. Alle genauen

Angaben in Bezug auf die 7 vitro Virionen-Produktion finden sich im Abschnitt 2.5.2.

Transfektion von HaCaT- und NIKS-Zellen

Fiir die Transfektion von Keratinozyten mit Fugene® HD wurden nach den Angaben des
Herstellers optimale Bedingungen fiir die verwendete DNA-Menge und das Verhiltnis von
DNA zu Fugene” HD-Reagenz (ug/ul) ausgetestet. Die genauen Bedingungen beziiglich der
Kotransfektion von loxp_HPV16_peGFP-N1 und myc-Cre finden sich in Abschnitt 2.6.2.
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2.4.5 Organotypische Raftkultur

Organotypische Raftkultur ist die Standardmethode fur die Untersuchung von
Keratinozytendifferenzierung 7z vitro. In einem ersten Schritt wird eine Kollagen-Fibroblasten-
Matrix als dermales Aquivalent, auf welchem spiter die Keratinozyten wachsen sollen,
pripariert. Hierzu wurde die gewiinschte Menge NIH3T3 Mausfibroblasten (2,5 x 10°/mlL. fiir
NHEK und NIKS, 5 x 10°/mL fiir HaCaT) in 0,25 mL/Raft 10x DMEM resuspendiert, mit
weiteren 0,25 mlL unter Vermeidung von Luftblasen 10x Rekonstitutionspuffer gemischt und
anschlieBend homogen in 2 mL einer Lésung von Rattenschwanzkollagen (4 mg/ml) aufge-
nommen. Fir einen besseren Ansatz unter Vermeidung von Luftblasen wurden Ansitze fur
mindestens 4 Rafts angesetzt, wobei auf Grund der Zihflissigkeit immer das Volumen fir
eine Raft extra einkalkuliert wurde. Je 2,5 mL dieser Suspension wurden in 24 mm Transwell
Einsitze einer 6 Loch Kulturschale tberfithrt und zur Aushirtung fir 30 -60 min im 37°C
Brutschrank inkubiert. AbschlieBend wurden in den duleren Raum 3 ml und auf die
Kollagenmatrix 2 mL. FAD Medium gegeben. Die Matrizen werden so 2 - 4 Tage kultiviert, um

ein Auswachsen der Fibroblasten und deren Produktion von Wachstumsfaktoren zu

gewahrleisten.
Keratinozyten
Nach Erreicfl'%en der Konfluenz
wird die Raftkultur an die
l 02%0/ No N ! Medium-Atmosphéren-Grenze

NIH3T3 -~ Kollagen- FAD angehoben

Mausfibro- Matrix Medium

blasten

N2 00 o
I Eine Kultivierung erfolgt fir
10 bis 21 Tage. Das Medium

wird alle 2 Tage gewechselt.

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der organotypischen Raftkultur

Zum Aussien der Keratinozyten wurde neues Medium in die dullere Schale gegeben, das
Medium auf der Matrix entfernt und darauf 1,6 bis 3,0 x 10° Zellen/cm® in 2 mI. FAD
Medium gegeben. Die Zellen wurden auf diese Weise 2 —4 Tage bis zum Erreichen der
Konfluenz kultiviert. Danach wurden die Transwell-Einsitze in Deep well Kulturplatten
Uberfihrt, das Medium auf der Matrix entfernt und der dullere Bereich mit 14 ml. FAD

Medium befillt. Die Zellen wachsen somit an der Grenze von Medium und umgebender
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Atmosphire und werden nur aus dem unteren Reservoir durch Diffusion mit Medium
versorgt. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt und die Raft so fir 10 (NHEK), 14
(NIKS) oder 21 Tage (HaCaT) in Kultur gehalten.

2.4.6 Prdparation der organotypischen Gewebe
Fixieren

Nach Abschluss der im vorigen Abschnitt angegebenen Wachstumsdauer wurden die
Gewebe zusammen mit der unterliegenden Kollagenmatrix vorsichtig aus dem Transwell-
Einsatz ausgeschnitten und die tragende Membran, auf welcher die Raft auflag, entfernt. Je
nach Verwendung wurde das Gewebe in kleinere Proben mit einem Skalpell zugeschnitten. Fir
unfixierte Frischgewebeschnitte wurde die Proben sofort in Tissue-Tek” O.C.T.™ Compound
Einbettmedium tberfihrt und in flissigem Stickstoff fur ca. 1 min tiefgefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -80°C. Fir eine folgende Paraffineinbettung des Gewebes wurde die Proben in

PBS gepuffertem Formalin (10%ig) tiber Nacht fixiert.

FEinbettung in Paraffin und Anfertioung von Mikrotomgewebeschnitten

Fir die Einbettung in Paraffin wurden die fixierten Proben in folgender Weise vollstindig

entwassert:
70% EtOH 1h
96% EtOH 1h
96% EtOH 1h
100% EtOH 30 min
100% EtOH 30 min
100% EtOH 30 min
100% EtOH 45 min
Aceton 1h
Aceton 1h
Paraffin (fliissig) 30 min
Paraffin (fliissig) 40 min
Paraffin (flissig) 30 min

AbschlieBend wurde das Gewebe in einem Blockschilchen mit Paraffin senkrecht
eingegossen. Wenn gesamte Raftkulturen zur Aufarbeitung kamen, wurden diese in 3 bis 4 ca.
gleichbreite Streifen mit einem Skalpell geschnitten. Diese Streifen wurden dann parallel
zueinander eingebettet. Dies ergab beim Anfertigen der Schnitte dann eine Pridsenz von

Querschnitten aus unterschiedlichen Regionen der Raft auf einem Objekttriger.

Die Anfertigung von 5 um dicken Mikrotomschnitten erfolgte mit einem gekiihlten Leica-

Mikrotom RM2235 (Leica Mikrosystems, Wetzlar). Die Schnitte wurde auf SuperFrost® Plus
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Objekttriger (Menzel, Braunschweig) aufgebracht. Uberschiissiges Wasser wurde mit
Filterpapier vorsichtig abgezogen und auf einer Heizplatte bei 45°C  vorgetrocknet.
AbschlieBend wurde sie fiir mind. 6 h in einem Trockenofen ausgetrocknet. Im weiteren
Verlauf wurden die Schnitte hauptsichlich durch das Pathologische Institut des

Universititsklinikums Heidelberg aufbereitet.

2.4.7 Hdmatoxylin-Eosin Fdrbung

Fir eine histologische Bewertung der erhaltenen Gewebe wurden diese mit Himatoxylin
und Fosin gefirbt. Himatoxylin farbt dabei nukledre Strukturen bldulich, wihrend Eosin das
Zytoplasma rétlich farbt. Hierfiir mussen die Gewebeschnitte zuerst rehydriert werden. Dies

geschieht mit einer aufsteigenden Alkoholreihe, insgesamt nach folgender Prozedur:

Xylol 2x 5 min
100% EtOH 2 x kurz
96% EtOH 1 x kurz
70% EtOH 1 x kurz
ddH,O 1 x kurz
Himatoxylin 3 min
HC1 0,1% kurz
flieBendes Leitungswasser 5 min
Eosin 30s
Essigsaure 0,02% kurz
70% EtOH 1 x kurz
96% EtOH 1 x kurz
100% EtOH 1 x kurz
Xylol 1 x kurz

Die Schnitte wurden dann mit Eindeckmedium und einem Deckglischen iiberschichtet.

2.4.8 Entpardffinierung und Rehydrierung von Gewebediinnschnitten

In Vorbereitung immunhistochemischer Analysen und Immunfluoreszenzfirbungen
wurden die auf Objekttrager aufgezogenen Dinnschnitte einer Stirke von 5 pum

entparaffinisiert und rehydriert. Dies geschah tber folgende Alkoholreihe und Waschschritte:

Xylol 2x 3 min

Xylol/EtOH (1:1) 3 min Entparaffinierung
100% EtOH 2 x 3 min

96% EtOH 3 min

70% EtOH 3 min Rehydrierung
50% EtOH 3 min

Leitungswasser (laufend) 5 min
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2.4.9 Immunhistochemische Untersuchung von Gewebedtinnschnitten

Fir die Immunhistochemie wurden 5 pum dicke Schnitte der Paraffin-eingebetteten
Raftkulturen verwendet. Zu Beginn wurden diese Schnitte entparaffiniert und rehydriert
(2.4.8). Ausgenommen der Behandlung fir die Detektion von BrdU wurden alle
Gewebeschnitte mit dem DAKO Puffer (Tris/EDTA, pH 9,0) fir 20 Minuten in einem
Dampfgarer vorbehandelt. Dies ermdéglicht die Offnung der durch den Fixierungsprozess
maskierten Antigene innerhalb des Gewebes. Danach wurden die Objekttrager verbleibend im
DAKO Puffer langsam fiir 20 min in einem Wasserbad abgekuhlt und anschlieSend 2 x 5 min
mit PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden, wie im Handbuch des DAKO EnVision
Kits beschrieben, durchgefiihrt. Die endogene Peroxidase wurde mit der Peroxidase Block
Solution fir 5 min bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieBend wurde der Primirantikérper in
der ausgetesteten Verdinnung aufgetragen und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, es wurde
3x5 min mit TBS-T Puffer gewaschen. Der gekoppelte sekundire Antikorper wurde fiir
30 min bei Raumtemperatur aufgebracht und wiederum 3 x5 min mit TBS-T Puffer

gewaschen.
Immunhistochemische Detektion von BrdU

Da BrdU ein nukleares, DNA assoziiertes Antigen ist, bendtigt es eine abgewandelte
Vorbehandlung, hauptsichlich um eine Denaturierung der DNA zu ermodglichen. Hierzu
wurden die Schnitte wie oben beschrieben entparaffinisert und rehydriert. Daran anschlieBend
erfolgte die DNA-Denaturierung durch 2 M HCI fiir 30 min bei 37°C. Die Schnitte wurden
neutralisiert durch 2 x 5min in Boratpuffer pH 9,0 und 2 x 5 miniitiges Waschen in PBS. Die
Auflockerung des Gewebes wurde durch die Behandlung mit Trypsin/EDTA fir 20 min bei
37°C erreicht. Danach wurde ebenfalls 2 x 5 min mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde

weiter nach dem Protokoll des DAKO EnVision Kits verfahren.

2.4.10 Immunfluoreszenzfédrbung von Gewebediinnschnitten

Fir die Immunfluoreszenzfirbungen wurden 5 um dicke Schnitte der Paraffin-
eingebetteten Raftkulturen verwendet. Zu Beginn wurden diese Schnitte entparaffiniert und
rehydriert (2.4.8). Beziiglich der Protokolle sowie der Wasch- und Antikérperverdiinnungs-
puffer (2.1.11) wurde sich an die Angaben der Hersteller des jeweiligen Antikérpers gehalten.
Die Inkubation mit dem Erstantikérper entsprechender Verdunnung (2.1.15) erfolgte tber

Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Die Inkubation mit dem korrespondierenden

Seite | 54



MATERIAL und METHODEN

Zweitantikorper (2.1.16) bei Raumtemperatur fir 1 h. Fir eine Gegenfirbung der Zellkerne

wurde vor dem letzten Waschschritt 5 min mit 1,0 ng/mL DAPI in PBS inkubiert.

2.5 Invitro Herstellung und Analyse von Humanen Papilloma Virionen und
peGFP-N1 Pseudovirionen

Die Etablierung dieser Methode in unserem Labor und nachfolgende Analyseanwendungen

erfolgten auf der Grundlage des Protokolls von Buck et al. (2004).

2.5.1 Aufreinigung und Religation des HPV16-Genoms sowie der Genommutanten

Das vollstindige HPV16-Genom lag tber die BamHI Schnittstelle kloniert im pBluescribe
Vektor vor (Klon 114/B). Da grofe Mengen der HPV16-DNA benétigt wurden und
pBluescribe nur ein /ow copy Plasmid ist, wurde das Genom zu Beginn in pBluescriptKS
(Fermentas, St. Leon-Rot) einen Aigh copy Plasmiden ebenfalls iiber BamHI kloniert (2.2.10).
Dieses Plasmidkonstrukt wurde fiir den weiteren Verlauf der Arbeit verwendet. Das lineare
HPV16-Genom wurde iber eben diese BamHI Schnittstellen durch folgenden

Reaktionsansatz aus dem Plasmidriickrat entlassen:

HPV16_pKS (1,4 pg/ul) 8,9 ul
BamHI Puffer (10x) 5,0 ul.
BamHI (10 U/uL) 1,0 ul.
ddH,0 35,1 ul

50,0 pL

Wegen der hohen Menge benétigter DNA wurden jeweils 20 dieser Reaktionen angesetzt.
Im Anschluss wurden die Ansitze in einem /ow melting Agarose Gel aufgetrennt (2.2.14), das
lineare HPV16-Genom aus dem Gel aufgereinigt (2.2.15) und der DNA Gehalt der Lésung
bestimmt (2.2.7). Fur die Religation des HPV16-Genoms wurden verschiedene
Reaktionsansitze ausgetestet mit unterschiedlichen DNA-Konzentrationen, eingesetzten T4-

Ligaseeinheiten und Inkubationszeiten. Folgend ist der Ansatz mit den besten Ergebnissen

aufgefithrt:
HPV16 linear (40 ng/pul) 50,0 pL
T4 Ligase Puffer (10x) 20,0 pL
T4 Ligase (5 U/ul) 2,0 ul
ddH>O 128,0 pL
200,0 ul
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Die Ligation erfolgte bei 16°C fiir mindestens 16 Stunden. Die DNA wurde mit 1 Volumen
7,5 M Ammoniumacetat und 2 Volumen Isopropanol fiir 10 min bei Raumtemperatur gefallt
und 10 min und 10000 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 80% Ethanol gewaschen,

nochmals zentrifugiert und in 200 uL. TE Puffer aufgenommen.

2.5.2 Transfection von 293T und 293TT Zellen

293T und 293TT Zellen wurden iiber 2 unterschiedliche Methoden transfiziert: zum einen
Uber Lipofection mit Lipofectamine2000 und zum anderen tber die Kalziumphosphat
Methode (2.4.4). Fiir beide Methoden wurden 16 — 24 h vor der Transfektion 9 x 10° Zellen in
einer 75 cm® Kulturflasche ausplattiert. Das Medium enthielt weder Hygromycin B noch
Antibiotika. Fir die Transfektion wurden 13 ug des L1/L2-Expressionsplasmiden p16L11.2
sowie die gleiche Menge an aufgereinigter, rezirkularisierter HPV16-DNA verwendet. Fir die
Produktion von Pseudovirionen wurden dementsprechend 13 pg des peGFP-N1 Plasmiden
eingesetzt. Die Priparierung der Transfektionsansitze und die Zugabe zu den Zellen erfolgten
nach den jeweiligen Herstellerprotokollen. Die Zellen wurden mit den Transfektionsansitzen
4—6h inkubiert und anschliefBend das Medium zu entsprechendem normalem DMEM
(2.1.13) gewechselt. Von diesem Zeitpunkt wurde aseptisch gearbeitet und es kamen nur noch
Einwegplastikartikel zum Finsatz, welche nach der Verwendung griindlich mit Incidin® Plus
gewaschen wurden. Nach einer Wachstumsphase tiber Nacht wurden die Zellen, je nach
Dichte der Kultur 1:2 oder 1:3 geteilt. Zirka 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen

geerntet.

2.5.3 Extraktion von Virionen aus 293T und 293TT Zellen und Virionmaturierung

24 Stunden nachdem die Zellen geteilt wurden, erfolgte ihre Kollektion in 15 mL Falcon-
Rohrchen. Die Zellen wurden gezihlt und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 uL. DPBS-
Mg aufgenommen und in ein silikonisiertes 2 ml Kryorohrchen uberfihrt. Das Falcon-
Réhrchen wurde nochmals mit 500 ul. DPBS-Mg gewaschen und diese mit den ersten 500 pl.
vereinigt. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und in einer Konzentration von
1 x 10° Zellen/mlL in DPBS-Mg mit 0,25% Brij58, 0,3% Benzonase, und 2 U/100 uL
Exonuklease resuspendiert. Spiter wurden die beiden Nukleasen nicht mehr im Lysepuffer
verwendet und somit eine Enkapsidierung zellulirer DNA-Fragmente verhindert. Diese
Zelllyse-Suspension wurde 24 Stunden bei 37°C inkubiert, um die Zellen vollstindig

aufzuschlieBen und den Virionen die Moglichkeit zu geben, in ihre natiirliche ikosaedrische
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Struktur zu maturieren (Buck et al., 2005b). In den ersten Stunden wurde dabei mehrmals die
Zellsuspension gut gemischt. Nach Ablauf der 24 Stunden wurde das Zelllysat fir 10 min auf
Eis abgekiihlt und Zelldepris im Anschluss durch Zentrifugation bei 10000 Upm und 4°C fiir
10 min pelletiert. Der Uberstand wurde in eines neues Reaktionsgefil3 iiberfiihrt. Das erhaltene
Pellet wurde nochmals mit 250 ul. DPBS gewaschen und rezentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit dem aus dem ersten Extraktionsschritt vereint. Es folgte ein nochmaliger
Zentrifugationsschritt bei 10000 Upm und 4°C fir 10 min um letzte Zelldepris zu entfernen.

Der Uberstand wurde auf einen linearen OptiPrepTM—Gradienten geladen.

2.5.4 Aufreinigung der Virionen (lber Dichtegradientenzentrifugation

Zur Aufreinigung der Virionen wurde ein linearer OptiPrep  -Dichtegradient mit Hilfe
eines Gradientenformers durch Unterschichten vorgefertigt. OptiPrep (Sigma-Aldrich,
Steinheim) ist eine 60%ige wissrige Losung einer Dichte von 1,32 g/cm’ auf Basis des
Rontgenkontrastmittels Iodixanol. Fiir die Aufreinigung von Virionen eignet es sich besonders,
da es keine Toxizitit auf mammale Zellen hat und es damit keiner weiteren Aufreinigung der
erhaltenen Fraktionen des Dichtegradienten bedarf (Hermens et al, 1999). Als
Ausgangslosungen zur Priparation des Gradienten wurde OptiPrepTM mit DPBS/0,8 M NaCl
auf 27% (v/v) und 39% (v/v) verdinnt. In das 13,2 mL Zentrifugenrohrchen fur den SW41Ti-
Rotor wurde ein 3 ml , Kissen® von 46% OptiPrepTM/DPBS vorgelegt. Dies diente zur
Verkleinerung des  Gradienten und damit einer geringeren Verdinnung der
Virionenaufreinigung. In diese so vorbereiteten Zentrifugenrohrchen wurden 27% (v/v) und
39% (v/v) OptiPrep” /DPBS mit Hilfe cines Gradientenformers durch Unterschichten
eingefillt. Die korrekte Etablierung eines linearen Gradienten wurde anhand der Kontrolle der
Refraktionsindizes (2.5.5) verschiedener Bereiche des Gradienten kontrolliert. Die Gradienten
wurden 8,5 h bei 38000 Upm (SW41Ti-Rotor, Beckmann Coulter) und 16°C zentrifugiert.
Nachfolgend der Zentrifugation wurde vorsichtig das Zentrifugenrdhrchen am Boden
punktiert und die Fraktionen mittels einer Vakuumpumpe gesammelt. Das 3 mL ,Kissen®
wurde verworfen. Fraktionen eines Volumens von ca. 500 ul. wurden in Protein low bind Tubes
(Eppendorf, Hamburg) gesammelt. Die Lagerung der Fraktionen erfolgte bei -80°C. Jeweils
10 puLL jeder Fraktion wurden fiir die Analyse mittels SDS-PAGE (2.3.3) und Western Blot

(2.3.6) auf Prisenz von L1 untersucht.
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2.5.5 Dichtebestimmung durch Refraktionsmessung

Hierbei ist die Ablenkung des einfallenden Lichtes ein Mal3 fiir die Brechungseigenschaften
einer Losung in einem Refraktometer. Aus dem Refraktionsindex kann die Dichte der Losung

berechnet nach folgender Formel:
Dichte p = (10,5416 x n (gemessener Index) — 13,059) g/cm’

Fur den hier verwendeten OptiPrepTM—Dichtegradienten wurde eine Eichkurve anhand der
Dichte und Brechungsindices von 46%, 39%, 33%, 27% und 21% OptiPrepTM/ DPBS erstellt.
Mittels diesem war es im Anschluss moglich, fir die gewonnenen Fraktionen die Dichte

anhand der Refraktion zu bestimmen.

2.5.6 Extraktion von DNA aus aufgereinigten Virionen

Fir die Extraktion wurden 100 uL. Virionenfraktion in ein neues 1,5 mlL Reaktionsgefil3
Uberfihrt, mit 10 pL 0,5 M EDTA und 2,5 mL Proteinase K (800 ug/mL) gemischt und
30 min bei 56°C inkubiert. Danach wurden 5 pul. 10% SDS hinzugegeben und weitere 30 min
bei 56°C inkubiert. Das Lysat wurde mit 10 ng ecines 1 kB groBen Fragment von
pBlueskriptKS (erhalten durch BspHI-Verdau) markiert. Dies ermdglichte spiter eine
Einschitzung der Aufreinigungseffizienz. Das Lysat wurde in ein MaXtract High Density
Tube (1,5 mL) tberfithrt. Die weitere Aufreinigung folgte dem normalen Protokoll einer
Phenol:Chloroform-DNA Aufreinigung. Die MaXtract -Reaktionsgefile erlauben dabei eine
einfache Bearbeitung der wissrigen Phase in einem Tube iber die gesamte Fillung hinweg.
Am Ende wurde die wisstige Phase in ein neues Tube uberfihrt, 2 ul. Pellet Paint® Co-
Precipitant sowie 2,6 Volumen 95% EtOH hinzugegeben und tber Nacht bei 4°C die DNA
gefillt. Ein DNA-Pellet wurde durch Zentrifugation bei 14000 Upm fir 1 h und
Raumtemperatur erhalten. AbschlieBend wurde einmal mit 70% EtOH gewaschen und das
Pellet in 40 uL. TE-Puffer aufgenommen. Fir das weitere Vorgehen wurde die gewonnene
DNA im Agarosegel aufgetrennt (2.2.14) und mittels Southern Blot (2.2.16) und radioaktiver
Hybridisierung (2.2.18) analysiert.

2.5.7 Infektion von 293T- und HaCaT-Zellen sowie primdren Keratinozyten

Eine Infektion von Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Mengen der erhaltenen
Virionenfraktionen (1 pl. — 200 pl)) mit dem hochsten Gehalt an L1-Protein. Hierzu wurde

subkonfluenten als auch konfluenten Zellkulturen in 6-well-Platten die jeweilige Menge
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Virionen in 1 mL frischem Kulturmedium hinzugegeben und fiir mindestens 12 h bei 37°C
inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen, 2 mL
frisches Medium hinzugegeben und weitere 48 h bis zur jeweiligen Analyse weiterkultiviert.
Die Auswertung einer aktiven Infektion erfolgte fiir Pseudovirionen anhand der eGFP-
Fluoreszenz oder der Expression von GFP im Western Blot (2.3.0), fir eine Infektion mit

HPV16-Virionen anhand der Prisenz von E17E4-Transkripten mittels RT-PCR (2.2.12).

2.5.8 Elektronenmikroskopie von in vitro produzierten HPV16-Virionen

In Vorbereitung zur Elektronenmikroskopie wurden 50 ul. OptiPrep-Fraktionen auf einem
Rundfilter (Porengrofie 0,22 um) gegen PBS tber Nacht dialysiert. Die Probenvorbereitung
und Mikroskopie erfolgte in der Zentralen Einheit fur Mikroskopie des DKFZ, Heidelberg
durch Herrn Dr. K. Richter. Die Virionen wurden auf ein karbonummanteltes Probengitter
aufgebracht und mit 2% Uranylacetat gefirbt. Die negativ kontrastierten Virionen wurden
mittels eines Transmissionselektronenmikroskops (Phillips CM200 FEG) bei 200 kV, einer
40000fachen VergroBerung durch eine 2k X 2k CCD-Kamera aufgenommen.

2.6 Etablierung des in vitro Modells auf der Basis HPV16-tragenden CRE-LOXP-
Vektorsystemen in HaCaT

2.6.1 Klonierung der mutierten HPV16-Genome in den loxp_HPV16 _peGFP-N1-Plasmiden

Den Ausgangsvektor erhielten wir von Prof. Dr. J. Lee. Aufgrund der uns nicht zur
Verfigung stehenden Sequenz und der nicht mehr méglichen Nutzung der Sphl-Schnittstelle
des Gesamtvektors, wurde der Vektor nach den Angaben von Lee et al. (2004) neu kloniert
(2.2.10) und dabei die fur die 7 wvitro Virionen-Produktion hergestellten HPV16-Genom-
mutanten verwendet. AbschlieBend wurde die Pridsenz der Basensubstitutionen im
Gesamtvektor nochmals mittels Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech AG

(Konstanz) verifiziert.

2.6.2 Kotransfektion und Selektion von NIKS- und HaCaT-Zellen mit dem CRE-LOXP-
Vektorsystem

Zu Beginn wurden mit anhand einer einfachen Transfektion des peGFP-N1 Plasmiden
verschiedene Transfektionsreagenzien ausgetestet fiir die Einschleusung von Fremd-DNA in
Keratinozyten ausgetestet. Hierbei zeigte Fugene® HD die besten Ergebnisse sowohl in NIKS

als auch HaCaT bei einem Verhiltnis Fugene® HD : DNA von 3,5:1 (ul:ug). Die Austestung
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der optimalen DNA-Menge fiir eine Transfektion in Kulturen einer 10 cm Schale ergab 12 pg
DNA. Bei der Kotransfektion von myc-Cre zusammen mit den loxp_HPV16_eGFP-N1-
Plasmiden ergab sich ein optimales Verhiltnis von 5:1 (ug:ug), was einem Molverhiltnis von
2:1 entsprach. In Vorbereitung aller Experimente basierend auf dem CRE-LOXP-System
wurden darauthin 24 h vor der Transfektion 1,8 x 10° Zellen auf 10 cm Schalen ausplattiert.
Zwei Stunden vor der Transfektion wurde das KGM2 durch 5 mL frisches ersetzt. Der
Transfektionsansatz wurde nach den Herstellerangaben mit den ausgetesteten Parametern mit
2 pg myc-Cre, 10 pg loxP_HPV16_peGFP-N1 und 42 pul Fugene® HD in einem
Gesamtvolumen von 500 ul. mit serumfreien KGM2 angesetzt. Fir die Transfektion von
NIKS wurden 2 h vor der Transfektion die Feederzellen entfernt (2.4.1) und 12 h nach der

Transfektion 8 x 10° neue Feederzellen wieder hinzugefiigt.

Die Selektion mit G418 erfolgte im Falle der NIKS mit 100 pg/mL, fiir HaCaT unter den
optimierten Kulturbedingungen mit 50 pg/mlL fir ca. 60 h. AbschlieBend wurden die Zellen
neu ausplattiert und fiur weitere 2 Tage zur Regeneration kultiviert, bevor sie als

organotypische Raftkultur (2.4.5) weiterkultiviert wurden.

2.6.3 Bestimmung der Gewebestdrke der organotypischen Raftkulturen

Zur Analyse wurden mindestens von 2 verschiedenen Kulturen jeder Mutante und den
Kontrollen, jeweils 3 verschiedene H/E-gefirbte Schnitte mit 9 Sichtfeldern 10facher
VergroBerung ausgemessen. Zuvor wurde das Durchlichtmikroskop Leica DM LB2 mit einem
Objekttisch-Mikrometer  kalibriert. Die Analyse erfolgte im Vektorgrafikprogramm
Inkscape 0.48 in dem in die erhaltenen Bilder jedes Sichtfeldes an 4 MeBpunkten
Querschnittsgeraden eingefiigt und ihre Linge ins Verhiltnis zum Malibalken gesetzt wurden.

Die statistische Auswertung erfolgte mit SigmaStat 3.5.

2.6.4 BrdU-Inkorporationsassay zur Detektion proliferierender Zellen

Zur Detektion proliferierender Zellen diente die Inkorporation des Nukleotidanalogs BrdU
in die zellulire DNA von Zellen, die die S-Phase des Zellzyklus durchlaufen. Hierzu wurde
12 h vor dem Aufarbeiten der organotypischen Raftkulturen dem FAD-Kulturmedium BrdU
einer finalen Konzentration von 50 pg/ml zugegeben. Die Detektion von BrdU erfolgte
mittels eines monoklonalen Antikérpers in der Immunhistochemie (2.4.9). Zur Analyse
wurden in mindestens 2 verschiedenen Kulturen jeder Mutante und den Kontrollen, jeweils 3

verschiedene Schnitte mit 9 Sichtfeldern 5facher VergroBlerung die BrdU-positiven Zellen im
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basalen Bereich und im suprabasalen Bereich des Gewebes ausgezahlt. Dabei wurde aufgrund
der dysplastischen Morphologie der HPV-positiven Raftkulturen die Grenze des Basal-
bereiches bei 3 Zellrethen oberhalb der Basallamina gesetzt. Zur Veranschaulichung der
Ergebnisse wurde der Quotient aus BrdU-positiven Zellen im suprabasalen Bereich (S) zu
BrdU-positiven Zellen im basalen Bereich (B) gebildet (S/B-Quotient). Die Unterschiede
wurden mittels einseitiger ANOVA-Analyse (Software SigmaStat 3.5) auf statistische

Signifikanz hin tberpriift.

2.6.5 Semi-quantitativer Multiplex-Papillomavirus-Genotypisierungsassay (MPG)

Der MPG-Assay (Schmitt et al., J Clin Microbiol 2006; 2008) amplifiziert HPV DNA
mittels PCR auf Basis der Weitspektrum-Primer BSGP5+/6+, wobei der reverse GP6+-
Primer biotinyliert ist. Als interne DNA-Qualititskontrolle fungiert 8-Globin. Der aus der
PCR erhaltene biotinylierte Strang wird anschlieend mit spezifischen Oligonukleotidproben,
die mit fluoreszenzmarkierten Polystyrenbeads gekoppelt sind, in einem Luminex-Gerit
detektiert. Fir die PCR wurden 10 pl aus organotypischer Raftkultur extrahierter DNA (2.2.5)
verwendet. Fur die oben beschriebene Hybridisierung kamen 10 pl des PCR-Produktes zum
Einsatz. Der Assay wurde freundlicherweise von G. Halec in der Arbeitsgruppe von PD. Dr.
M. Pawlita (DKFZ, Heidelberg) durchgefithrt. Die Abschitzung der HPV16-Genomkopien-

zahl erfolgte anhand einer externen Standardkurve.

2.6.6 Qualitativer RT-PCR-Assay fiir das E6*I-Transkript von HPV16

Dieser RT-PCR-Assay beruht auf dem gleichen Prinzip wie der zuvor beschriebene MPG-
Assay mit einer fluoreszenzbasierten Detektion im Luminex-Gerit. Verschiedene
SpleiBvarianten von EG6 sind eine verbreitete Charakteristik von high risk HPV-Typen. Der RT-
PCR-Assay wurde von G. Halec entwickelt und freundlicherweise fiir die vorliegende Arbeit
von ihr durchgefihrt. Fur die RT-PCR wurden 1 ul aus organotypischer Raftkultur
extrahierter, DNase behandelter RNA (2.2.6) verwendet. 10 pl der RT-PCR-Produkte wurden
anschlieBend fur die Hybridisierung und Luminex-Analyse eingesetzt. Als interne positive

RNA-Qualititskontrolle diente Ubiquitin C.

2.6.7 Konfokale Laser-Scanning Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzfirbungen der Gewebeschnitte organotypischer Raftkulturen (2.4.10)

wurden mit Hilfe eines konfokalen ILaser-scanning-Mikroskops LSM710 (Carl Zeiss

Seite | 61



MATERIAL und METHODEN

Microlmaging GmbH, Jena) analysiert und aufgenommen. Dabei wurde immer das
Olimmersionsobjektiv 40facher VergréBerung verwendet (EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil
DIC M27). Mit diesem Objektiv wurde ein Ausschnitt von 353.90 pm x 353.90 pm erfasst.
Alle Aufnahmen erfolgten als Z-Stapel von 10 Ebenen tber annihernd die gesamte
Schnittdicke von ca. 5 um. Somit entsprachen die Abstinde zwischen den einzelnen Z-Ebenen
ca. 0,3 - 0,45 um. Fir die nachfolgende Aufarbeitung der erhaltenen Bilder wurde die Image]-
Software (Rasband, 1997-2004) verwendet. Die Darstellung der Bilder wurde je nach
Verwendung entweder als durchschnittliche oder als summierte Intensitit tiber den Z-Stapel

vollzogen. Die Methode ist jeweils unter den entsprechenden Ergebnissen aufgefiihrt.

2.6.8 Quantitative Analyse von p53-positiven Zellen und p53-Immunfluoreszenzintensi-
tdten im Gewebeschnitt

Fir eine vergleichende quantitative Analyse der p53-Expression in verschiedenen
Raftkulturen tber Immunfluoreszenz wurden die Schnitte einer Serie immer zusammen
aufgearbeitet. Fur die konfokale Fluoreszenzmikroskopie wurde eine Einstellung gesucht, die
fir alle zu untersuchenden Firbungen eine einheitliche Darstellung der Intensitit der
spezifischen Signale sowie einen geringen Hintergrund ermoglichte. Die Aufnahme der
Fiarbungen erfolgte dann wie oben beschrieben (2.6.7). In Image] wurden die erhalten Z-
Stapel-Immunfluoreszenzaufnahmen zu einer summierten Immunfluoreszenzaufnahme des

gesamten Z-Stapels umgewandelt.

Maske Particle Analyzer::: merge Maske p53 e

Abbildung 2.3: Aufarbeitung von Fluoreszenzbildern fiir eine quantitative Analyse

Erster Schritt der Analyse war eine Segmentation des erhaltenen Bildes der DAPI-
Zellkernfirbung. Hierzu wurde der Otsu-Allgorithmus (Otsu, 1979), der als Plugin fir Image]
vorliegt, verwendet. Das daraus erhaltene Bild (Abbildung 2.3) diente als Maske ftr das Particle
Analyzer-Plugin von Image]. Mit diesem wurden die Zellkernfliche, die Anzahl der Zellkerne

pro Sichtfeld und ihre mittlere Fluoreszenzintensitit beziiglich p53 bestimmt.
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2.6.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erhaltener quantitativer Daten erfolgte mit Hilfe der
SigmaStat 3.5-Software (Systat Software GmbH, Erkrath). Die Analyse erfolgte zuerst immer
als einseitige ANOVA um die statistische Signifikanz der Unterschiede der Gruppen
festzustellen. Fir eine paarweise Gegentberstellung einzelner Gruppen wurden in
Abhingigkeit von der Prisenz einer Normalverteilung bzw. gleicher Varianzen entsprechende

Verfahren nachgeschaltet. Diese sind bei den Ergebnissen explizit aufgefiihrt.
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Ubergeordnetes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines Systems zur
Untersuchung der Funktionen der Onkoproteine E5, E6 und E7 von HPV16. Diese viralen
Proteine sollten unter der Kontrolle ihrer eigenen Promotoren p670 bzw. p97 und aus dem
Kontext des vollstindig vorhandenen Genoms exprimiert werden. Dabei galt es, zwei Hiirden
zu Uberwinden: zum einen den effizienten Transfer von HPV16-Genomen, einschlieBlich
mutierter Genome in Targetzellen (primire Keratinozyten, immortalisierte Keratinozyten wie
NIKS und HaCaT) zu realisieren und zum anderen die Ausbildung eines differenzierten

Epitheliums aus eben diesen HPV-Episom-tragenden Keratinozyten zu erreichen.

Dieses Kapitel soll sich, dhnlich dem Kapitel ,,Material und Methoden®, an der Entwicklung
des vorliegenden Projektes orientieren. Dazu soll die Evolution beginnend mit der
Nutzbarmachung der 7z vitro Virionen Produktion bis zur Etablierung eines Cre-LoxP Systems

in HaCaT-Zellen und deren Kultur in dreidimensionaler Raftkultur beschrieben werden.

3.1 Etablierung der in vitro Virionen Herstellung

3.1.1 Herstellung mutierter HPV16-Genome

Ausgehend von einem klonierten HPV16-Genom (freundlicherweise bereitgestellt von
Prof. Dr. M. Dirst, Jena, Klon 114/B) wurden 4 mutierte Genome hergestellt. Diesen
Mutanten wurde innerhalb der ersten 5 Codons der ORF von E5, E6 und E7 sowie bei der
Doppelmutante jeweils in E6 und E7 ein Stopp-Codon eingefiigt. Diese geschah mittels
Mutagenese-PCR. Zur Vermeidung PCR-basierter Fehler in anderen Bereichen des Genoms
wurden Subfragmente in pBluescriptKS Vektoren kloniert, um somit die Linge der PCR-Liufe
zu verringern. Positive Klone wurden durch Sequenzierung auf Richtigkeit Gberprift und die
Fragmente in die Ausgangsgenome zuriickkloniert. Die Verwendung der Genome fiir die 7
vitro Virionen-Produktion in 293T bzw. 293TT-Zellen erforderte die Verwendung von
rezirkularisierten Genomen. Dazu wurden die HPV16-Sequenzen durch die BamHI-

Schnittstelle aus dem Vektorriickgrat entlassen, tiber Gelelektrophorese aufgetrennt und aus
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dem Agarosegel aufgereinigt. Verschiedene Techniken fir die Aufreinigung wurden
ausgetestet, um eine moglichst effektive Produktionsrate bei der Gewinnung von Genomen zu
gewihrleisten. Dabei stellte sich eine Kombination aus Auftrennung in einem 0,8%igen Low
Melting Agarose Gel und Aufarbeitung mit dem Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit als
optimal heraus. Hiermit wurde eine relativ hohe Wiedergewinnungsrate von ca. 50% der
Ausgangsmenge DNA mit einem geringen Verschmutzungsgrad an verbleibender Agarose, die
den folgenden Religationsprozess inhibierte, erreicht. Beste FErgebnisse bei der
Rezirkulatisierung ergaben sich bei einer Konzentration von kleiner 50 ng/pl. und
Anwesenheit von 2 U/mL T4 DNA Ligase (Fermentas). Trotzdem wurde nur ein Bruchteil als
monomeres zirkulares Genom zuriickgewonnen. FEin Teil blieb unligiert bzw. formte
Polykonkatemere. Die finale Effizienz der Herstellung zirkulirer HPV-Genome, bezogen auf

die Ausgangsmenge an Plasmid-DNA, lag damit unter 10%.

3.1.2 Produktion und Aufreinigung infektiéser Virionen

Die Entwicklung eines Neutralisationsassays fur infektiose HP-Pseudovirionen durch die
Gruppe von John T. Schiller (Buck et al., 2004, 2005a) und die Weiterentwicklung hin zur
Herstellung infektioser HP-Virionen des Typs 16 und 31 (Pyeon et al., 2005; Smith et al,,
2007a) eroftnete eine neue Méglichkeit fur die Erforschung der HPV-Biologie. Diese Methode
wurde in unserem Labor etabliert, um sie fir die Untersuchung mutierter HPV16-Genome

nutzbar zu machen.

Das System basiert auf der Kotransfektion eines Expressionsvektors fir die Kapsidproteine
L1 und L2 mit humanisierter Codonnutzung unter der Kontrolle des SV40-Promotors in
Kombination mit dem rezirkularisierten HPV16-Genom in 293T- bzw. 293TT-Zellen.
Innerhalb der Zellen kommt es zu einer Zusammenlagerung der Kapside und damit der
Umbhillung des Genoms. Dem Aufschluss der Zellen folgt eine Inkubation des Zelllysates bei
37°C fur 24 Stunden. In dieser Zeit maturieren die Virionenhiillen (Buck et al., 2005b). Zur
Aufreinigung der Viruspartikel wird das Zelllysat tber einen linearen Iodixanol-Gradienten
(Optiprep-Gradienten) eines Dichtebereiches von ca. 1,14 g/cm’ bis ca. 1,20 g/cm’
aufgetrennt. Die Fraktionen wurden durch Immunoblot gegen L1 sowie Southern Blot und

Hybridisierung von HPV16 nach dem hochsten Anteil an Virionen untersucht.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Fraktionen

S —— S - L1

1,185 1,182 1,175 1,175 1,175 1,169 1,169 1,160 1,158 1,152 1,152 1,144 g/cm3 Dichte

ITodixanol / DPBS NaCl gradient 27%

Fraktionen
HPV16

hAlu

hAlu

nukleasefreie
Lyse

Abbildung 3.1: Virionenfraktionen und EM Struktur
A: Western Blot Analyse der erhaltenen Virionenfraktionen von hoher (1) hinzu niederer Dichte
(12). Die Fraktionen entsprachen jeweils 500 pl aus einem Gesamtvolumen des Gradienten von
7 ml. Far die Elektrophorese wurden jeweils 10 pl jeder Fraktion verwendet.

B: Elektronenmikroskopische Aufnahmen priparierter Virionen als Negativfiarbung.

C: Southern Blot-Analyse der enkapsidierten DNA produzierter Virionen. Die enkapsidierte
DNA wurde aus den erhaltenen Virionen extrahiert und nach dem Southern Blot mit
spezifischen radioaktiv markierten Proben detektiert: oberes Bild HPV16, mittleres Bild humane
Alu-DNA-Sequenzen (hAlu), beides aus Virionenaufreinigungen nach der Zellllyse folgend dem
Protokoll von Buck et al. (2004). Das untere Bild zeigt den Southern Blot und die Detektion
von hAlu-Sequenzen nach einer angepassten Virionenaufreinigung ohne Nukleasen im
Zelllysepuffer.

Die Praktionen einer Dichte zwischen 1,16 g/cm’ und 1,17 g/cm’ (Fraktionen 7, 8 und 9)
enthielten den hochsten Anteil an L1 Protein tibereinstimmend mit den stirksten Signalen von
HPV16-DNA (Fraktion 8 und 9) (Abbildung 3.1 A & C). Durch den Vergleich mit einer
Verdiinnungsreihe aufgereinigtem L1-Proteins (freundlicherweise von Frau Dr. L. Schidlich
zur Verfiigung gestellt) in einem Silber-gefirbten Gel konnte der Virustiter dieser Fraktionen
bestimmt werden. Die Titer lagen iiber 3 Virionenpriparationen zwischen 9 x 10'/ul. und
4x10°/ul.. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten die strukturelle Integritit der
Partikel. Die Virionen zeigen die typische eicosahedrische Form (Abbildung 3.1 B). Deutlich
war der Aufbau aus Kapsomeren zu erkennen. Die KapsidgréBie lag bei ca. 50 nm. Bilder aus

verschiedenen Bereichen des Gradienten unterschieden sich nur geringfiigic voneinander. Aus

Seite | 66



ERGEBNISSE

den Fraktionen geringer Dichte (Fraktionen 10 — 12) konnten keine Bilder von Virionen
erhalten werden. Bei der Analyse der enkapsidierten DNA war bereits im Ethidiumbromid-
gefirbten Agarosegel eine sehr hohe Menge im GroBenbereich um 8 kb auffillig. Anhand der
Detektion mit radioaktiv markierten Sonden konnte auf dem Southern Blot gezeigt werden,
dass der Hauptteil dieser DNA genomischen Ursprungs der 293T Zellen war. Im weiteren
Verlauf konnte die Enkapsidierung zellulire DNA durch einer Verinderung des Lysepuffers
ohne Nukleasen unterbunden werden (Abbildung 3.1 C).

3.1.3 Infektion von Targetzellen mit in vitro produzierten Pseudo- und HPV16-Virionen

Um 2zu testen, inwieweit die produzierten Virionen auch infektiés waren, wurden
verschiedene Mengen an aufgereinigter Virionpraparation dazu genutzt, Zellen zu infizieren.
Als erste Kontrollen der Produktion und Aufreinigung dienten Pseudovirionen, die ein
peGFP-Plasmid trugen. Mit diesen wurden 293T bzw. HaCaT-Zellen infiziert. Bei der
Anwendung auf 293-Zellen konnte mit nur 1 ul der Fraktion hochster I.1-Menge eine sehr

hohe Transduktionsrate erreicht werden (Abbildung 3.2).

Durchlicht' = ¥
SR GI
A g

293TT Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen der Virusfraktion mit dem héchsten L1-
Gehalt infiziert. Exemplarisch hier gezeigt die Verwendung von 5 pl Virusfraktion und
Infektion fiir 4 Stunden in 500 ul serumfreien Medium. Mal3balken entspricht 50 pm.

Dieses Bild konnte in HaCaT-Zellen nicht bestitigt werden. Hier waren nur vereinzelt
Zellen mit GFP-Expression nachzuweisen. Die Immunoblotanalyse zeigte eine steigende
Expression mit der Erhéhung der eingesetzten Fraktionsmenge (Daten nicht dargestellt). Als
natirliches Zielmodell der Infektion mit HPV16-Virionen dienten primire Keratinozyten und
HaCaT-Zellen. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen beginnend mit 5 ul bis
maximal 100 ul der erhaltenen Virusfraktion hochsten 1.1-Gehaltes infiziert. Fur das Readout
wurde 4 Tage nach der Infektion die RNA aus den Zellen extrahiert und tiber RT-PCR das
early spliced Transkript E17"E4 detektiert. In HaCaT konnte bei einem hohen Einsatz an
aufgereinigter RNA, cDNA und hoher Zykluszahl die Transkription nur nach Nested-PCR
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gezeigt werden. Dabei war ein leichter Anstieg der Transkriptmenge mit anwachsender
Virionenmenge festzustellen. Bei primidren Keratinozyten konnte trotz erhohter
Virionenmenge fiir die Infektion, eingesetzter RNA fiir die RT-PCR sowie einer Erhéhung der
Zykluszahl keine Transkription und damit keine Infektion nachgewiesen werden. Desgleichen
erbrachten verdnderte Infektionsbedingungen mit héherer Konfluenz der Zellkultur und ein
Binden der Virionen bei 4°C fiir 30 Minuten keine besseren Ergebnisse.

‘OQ(
S NHEK HaCaT | der Fraktion
® 25 50 100 0 [ 5 10 20 40 80 0 hacheterll Gehaltes

E1~E4

éf

E1~E4

E1~E4

E1~E4

B Actin

Abbildung 3.3: Nachweis aktiver Infektion von Keratinozyten durch HPV16-Virionen mittels E1"E4
RT-PCR.
Fir die RT-PCR des frithen Transkripts E1"E4 wurden jeweils 1 pg extrahierter mRNA von
NHEK bzw. HaCaT Zellen verwendet, die zuvor mit unterschiedlichen Mengen (5 pl bis
100 pl) derjenigen Virusfraktion infiziert wurden, die den hoéchsten LL1-Gehalt im Western Blot
aufwiesen. a: einfache RT-PCR mit dulerem Primerpaar, 32 Zyklen; b: nested PCR inneres
Primerpaar, Einsatz von 5% des RT-PCR Ansatzes, 32 Zyklen; c: nested PCR, Einsatz von 10%
der RT-PCR, 36 Zyklen; d: nested-PCR, Einsatz von 20% der RT-PCR, 40 Zyklen;
e: Kontrolle 3-Actin, RT-PCR 1 pg mRNA, 32 Zyklen

3.2 Entwicklung eines in vitro Modells mittels HPV16-tragenden CRE-LOXP-
Vektorsystemen in HaCaT-Raftkulturen

3.2.1 NIKS bilden nur unzureichend epidermale Strukturen im Raft-Modell

Es erscheint wichtig schon hier darzustellen, dass NIKS nur unzureichend epidermale
Strukturen bei der Verwendung von transfizierten Zellen im Raft-Modell bilden, da es die
Zwangslaufigkeit der folgenden Abschnitte hin zu der finalen Verwendung der HaCaT-
Zelllinie begriindet. Zudem wird dadurch plausibel, warum alle weiteren Ergebnisse spezifisch

fir die HaCaT-Zelllinie dargestellt werden.

Als Ersatz fur primire Keratinozyten, besonders bei der Herstellung von hautihnlichen
3D-Modellen iz vitro, wird die immortalisierte Zelllinie NIKS auf Grund ihres konsetvierten
Differenzierungspotentials in der HPV-Forschung sehr hiufig verwendet (Allen-Hoffmann et
al., 2000; Flores et al., 2000; Hoffmann et al.,, 2006; Nakahara et al., 2005). Auch in dem
vorliegenden Projekt wurden alle Etablierungsschritte zunidchst mit NIKS durchgefithrt
(vergleiche 3.2.3). Wie in den folgenden Abschnitten ausfiihrlicher beschrieben wird, wurden

Zellen mit einer Kombination des entsprechenden loxp-HPV16-peGFP-N1-Plasmids, des
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myc-Cre-Expressionsplasmids und Fugene® HD im Verhiltnis 5 : 1 : 3,5 (m/m/V) transfiziert.
Dies entsprach einem Molverhiltnis der Plasmiden von 2 : 1. Die Zellen wurden anschlieBend
selektioniert und auf dermalen Aquivalenten aus Kollagen I und Mausfibroblasten mit einer
Dichte von 2 x 10° Zellen/cm® ausplattiert und bis zu 100%iger Konfluenz (max. 2 Tage) in
FAD-Medium kultiviert. Danach erfolgte das Anheben der Kultur an die Medium-
Atmosphiren-Interphase. Nach 14 Tagen wurde die Raft-Kultur mindestens 24 Stunden in
Formalin fixiert und abschlieBend in Paraffin eingebettet. Fiir die Histologie wurden 5 pm

dicke Schnitte angefertigt und mit Himatoxylin und Eosin gefirbt.

Kontrolle

58

R i | Sy

Abbildung 3.4: Histologie HPV-positiver NIKS Raft-Kulturen
Nicht-transfizierte sowie transfizierte und selektionierte NIKS-Zellen wurden mit einer Dichte
von 2x 105 Zellen/cm? auf dermalen Aquivalenten aus Kollagen T (Rattenschwanz) und
Mausfibroblasten (NIH3T3) ausgesit, bis zu einer geschlossenen Zellschicht (max. 2 Tage)
unter FAD-Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen an der Medium-
Atmosphiren-Grenze 14 Tage kultiviert. Die Rafts wurden zur Aufarbeitung in 10% Formalin
fixiert, in Paraffin eingebettet und 5 um Mikrotomschnitte mit Héimatoxylin und Eosin
gefirbt. SB Stratum basale, SS Stratum spinosum, SG Stratum grannlosum, SC Stratum cornenm.
MaBbalken entspricht 100 um.

Abbildung 3.4 zeigt ausgewihlte Beispiele der erhaltenen Hautmodelle. Das obere Bild
reprasentiert die Null-Kontrolle nicht-transfizierter NIKS, die sehr gut eine normale
Hautmorphologie aufwiesen. Deutlich war der Basalbereich (S#atum basale, SC), bestehend aus

einer Zellschicht, in der die Zellkérper grofer erschienen als im oberen Bereich des Gewebes

und palisadenartig aufgereiht waren, zu erkennen. Das Stratum spinosum (8S) und das Stratum

Seite | 69



ERGEBNISSE

granulosum (SG) bauten sich jeweils aus ca. 4 bzw. 2 Zellschichten auf. Das abschlieBende
Stratum  cornenmr  (SC), deutlich als Keratinschicht erkennbar, umfasste ca. Y4 des
Gesamtgewebes. Im Gegensatz hierzu war die Morphologie aller Raft-Kulturen von
transfizierten Zellen ungeordnet und lies keine Differenzierung der einzelnen Schichten zu.
Ein Stratum corneum war in keinem Fall ausgebildet. Zudem handelte es sich bei den erhaltenen
Geweben um sehr inhomogene Kulturen. Uber den gesamten Querschnitt einer Gewebekultur
waren verschiedenste Morphologien ausgebildet. Die Auswahl der oben dargestellten Bilder
(Abbildung 3.4) reprasentiert die Bereiche, die am chesten einer Hautmorphologie
entsprachen. Der GroBteil aller Kulturen war dem hier gezeigten Bild der HPV16""-Mutante
gleich mit einem sehr aufgelockerten Zellverband, der kaum 4 Zellschichten tberstieg.
Auffillig war ebenfalls eine erhohte Ansammlung von Mausfibroblasten unterhalb der

Basallamina bis hin zu einer Infiltration in das Hautgewebe, wie bei HPV1 6" erkennbar.

3.2.2 Optimierung der HaCaT-Kulturbedingungen

Da ecine epidermisihnliche Ausbildung von Raft-Kulturen bei Verwendung eines
transfektionsbasierten Ansatzes fiir NIKS-Zellen ausblieb, wurde als Alternative eine
Etablierung mit HaCaT-Zellen praferiert. Dazu war initial eine Optimierung der
Wachstumsbedingungen dieser Zellen als Monolayer-Kultur erforderlich. Dafiir wurde an vier
essentiellen Stellen Verinderungen in den Kulturbedingungen vorgenommen, die hinsichtlich
einer keratinozytenspezifischen Entwicklung der HaCaT-Zellen ungiinstig eingestellt waren.
Als erstes wurden Zellen einer sehr frihen Passage (33) des Originalisolates verwendet
[freundlicherweise von Prof. Dr. P. Boukamp zur Verfigung gestellt (Boukamp et al., 1988)].
Diese Zellen wurden in DMEM/10% FCS/1,8 mM Calcium gehalten, ca. alle 10 Tage
gesplittet bzw. frihestens 3 Tage nach dem Erreichen 100%iger Konfluenz subkultiviert. Dies
ermoglichte den Erhalt der ,,HaCaT-Mischkultur® und beugte einer positiven Selektion hinzu
hochproliferativen Zellfraktionen vor (mundliche Absprache des Kulturprotokolls mit Prof.
Dr. Boukamp). Bereits hier war ein deutlicher Unterschied der Morphologie im Vergleich mit
Zellen nach sehr hoher Passagerate (>100) zu erkennen. Sie erschienen nun gréBer und
deutlicher voneinander abgegrenzt. Diese Zellen bis maximal Passage 40 dienten als Stock-
Kultur fir alle weiteren Verfahren. Fuar die Experimente wurden Zellen in
Wachstumsbedingungen tberfiihrt, die der Kultivierung primirer Keratinozyten entsprachen

und nachfolgend weiter modifiziert.
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Abbildung 3.5: Einflufl der Kulturbedingungen auf den Differenzierungsgrad von HaCaT
A: Durchlichtaufnahmen von HaCaT Zellen kultiviert in unterschiedlichen Medien mit
verschiedenen Kalziumkonzentrationen (VergroBerung 10x). Der Vergleich zeigt von links
nach rechts als Referenz NHEK in KGM2 mit 0,15 mM CaCl,, HaCaT ebenfalls in KGM2
Medium mit niedrigstem Kalziumgehalt und HaCaT unter Standardkulturbedingungen in
DMEM mit 1,8 mM CaCl.. Jeweils untereinander befinden sich die entsprechenden Bilder bei
niedriger Zelldichte (sc) und bei hoher Zelldichte (c). Ma3balken 25 um.

B: Verinderung der Expression des Differenzierungsmarkers Involucrin. Dargestellt als
Western-Blot-Analyse von 10 pg SDS-Zellextrakt in Abhidngigkeit von der Kalzium-
konzentration des Mediums und der Konfluenz der Kultur. NHEK dienten wiederum als
Referenz fir primare Keratinozyten.

C: Erhéhung des Ca-Gehaltes induziert Auswachsen als Foci. HaCaT Zellen wurden wie
beschriecben unter den angepassten Bedingungen kultiviert. AnschlieBend wurde die
Kalziumkonzentration des KGM2 Mediums auf 1,8 mM (entsprechend der von DMEM
Medium) erhéht. Die Zellen bildeten fortan keine einheitliche Monolayer-Kultur mehr,
sondern wuchsen als Foci aus (markiert mit Pfeilen, rechtes Bild). Mabalken 25 pm.

Primires Ziel dieser Optimierung der Kulturbedingungen war es, den Differenzierungsgrad
zu beeinflussen. Zwei Faktoren, die differenzierungsinduzierend wirken, sind hierbei
maf3geblich bei der Kultur als Monolayer zu beachten: die Kalziumkonzentration und die

optimale Anzahl an Zell-Zell-Kontakten (Deyrieux and Wilson, 2007). HaCaT-Zellen wurden

fortan statt in DMEM in spezifischem Keratinozytenmedium [Keratinozyte Growth Medium 2
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KGM2), PromoCell GmbH, Heidelberg] kultiviert. Dieses Medium weist eine
Zusammensetzung auf, die fir die Zucht von primiren Hautzellen optimiert wurde. Die
Kalziumkonzentration des Mediums betrigt iiblicherweise 0,15 mM und wurde nochmals auf
0,03 mM reduziert (nach Deyrieux and Wilson, 2007). Ebenfalls wurde das Erreichen von
100%iger Konfluenz unterbunden indem die Kultur bei maximal 80% geteilt wurde. Wie
Abbildung 3.5 A darstellt, waren HaCaT Zellen im Medium mit hoher Kalziumkonzentration
relativ klein und besallen eine flache Zellform. Zellen in KGM2 hingegen waren deutlich
groBBer und wiesen eine rundere und erhabenere Struktur auf. Ebenfalls grenzten sich die
Zellen in 0,03 mM CaCl, durch groBlere Interzellularriume auffillig voneinander ab. Somit
bewirkten die Anderungen der Kulturbedingungen einen drastischen Morphologiewechsel der
HaCaT Zellen, die sich phinotypisch kaum noch von primiren Keratinozyten unterschieden

(Abbildung 3.5 A).

Anhand des Differenzierungsmarkers Involucrin, dessen Expressionsgrad die Reifung von
Keratinozyten kennzeichnet (primire Zellen zeigen niedrige, ausdifferenzierte Keratinozyten
hingegen hohe Expression), konnte der Einfluss der Kulturbedingungen auf die unter-
schiedliche Entwicklung von HaCaT-Zellen auf Proteinebene nachgewiesen werden. So wiesen
Zellen, die unter hoher Kalziumkonzentration (1,8 mM in DMEM) gehalten wurden, eine sehr
hohen Proteingehalt von Involucrin auf. Hingegen =zeigten Zellen in niederer
Kalziumkonzentration einen erniedrigten Involucringehalt. Da die Standardkultivierung jeweils
bei hoher Konzentration erfolgt, befinden sich diese Zellen in einem hohen Differen-
zierungsstatus. Das ist durch die Uberfiihrung in KGM2 und zusitzlich deutlicher Reduktion
von Kalzium umkehrbar. Die Menge an Involucrin ist dann der von primiren Keratinozyten
sehr dhnlich. Ebenfalls bemerkenswert ist der Expressionsanstieg bei Erreichen einer hohen

Dichte der Monolayer-Kultur (Abbildung 3.5 B).

Noch drastischer fiel die Verinderung des Differenzierungsgrades bei verinderten
Kulturbedingungen auf, wenn wenig differenzierte HaCaT-Zellen erneut einer hohen
Kalziumkonzentration ausgesetzt wurden. Dazu wurde dem optimierten Kulturmedium
(KGM2, 0,03 mM Ca) 24 Stunden nach Ausplattierung von 1,5 x 10* Zellen/ cm’ Kalzium bis
zu einer finalen Konzentration von 1,8 mM (normalem DMEM entsprechend) zugefiigt.
Bereits nach 12 Stunden wurden folgende Verinderungen sichtbar. Vereinzelt wachsende
Zellen erschienen unverindert in ihrer Morphologie, wihrend solche in Zellgruppen und damit
hoher Anzahl von Zell-Zell-Kontakten die regulire eindimensionale Kultur verlieBen und als

Foci auswuchsen. Damit ging auch eine Veridnderung der Zellgestalt hinzu geringerer Grof3e
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und inhomogener Struktur einher (Abbildung 3.5, rechtes Bild, Pfeilmarkierungen). Diese
Verinderungen manifestierten sich innerhalb der nichsten 24 Stunden weiter und waren nicht
reversibel, bestanden also auch bei erneuter Reduktion der Kalziumkonzentration im Medium

weiter (Daten nicht dargestellt).

3.2.3 Etablierung des CRE-LOXP-Systems

Zweil bisher nicht befriedigend geléste Probleme hemmen den Erkenntnisfortschritt im
Rahmen der HPV-Forschung, bei der ein 7z vitro System genutzt werden soll, das die nattirliche
Situation der viralen Infektion bzw. der viralen Proteinfunktionen realisieren soll. Zum einen
ist die Expression der viralen Proteine streng verkniipft mit dem Differenzierungsprozess der
Wirtszellen und zum anderen gestaltet sich die Etablierung episomaler Virusgenome in einer
groBen Fraktion der Zellen einer Kultur schwierig. Letzteres konnte bisher nur dadurch
umgangen werden, indem die Fahigkeit von Jligh-risk HPV ausgenutzt wurde, die

Lebensspanne primirer Keratinozyten zu verlingern oder sie zu immortalisieren.
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Abbildung 3.6: Plasmidkarte von loxp_HPV16_peGFP-N1

Das Plasmid setzt sich aus 2 Hauptbestandteilen zusammen, dem HPV16-Genom (bzw. deren
verschiedene Mutanten) und dem peGFP-N1 Rickgrat. Das HPV16-Genom ist an der Sphl-
Schnittstelle in der LCR ge6ffnet. Hier ist es zwischen zwei 34 Basenpaare bestehenden loxp-
Erkennungssequenzen (grin markiert) kloniert. Die Position der loxp-Sequenzen interfetriert
dabei nicht mit Bindestellen oder dem Promotor p97 in der LCR. Das so modifizierte HPV-
Genom ist in reverser Orientierung in den peGFP-N1-Vektor eingebunden. Damit stehen die
viralen Gene im unrekombinierten Zustand des Plasmiden nicht unter der Kontrolle des
CMV-Promotors von peGEFP-N1. AuBlerdem trennt das HPV16-Genom den ORF von eGFP
vom Einfluss des CMV-Promotors.

Da die vorliegende Arbeit aber die Verwendung mutierter HPV16-Genome einschlieBen
sollte, die tber die Fihigkeit der Lebensverlingerung bzw. Immortalisierung nicht mehr

verfiigten, war ein anderer Ansatz fur die Etablierung von HPV16-Episomen in grof3er Anzahl

erforderlich. Hierfir bot sich die Cre/LoxP-Methode an. Die Arbeitsgruppe Lee verwendete
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erstmals ein Cre/LoxP-System auf der Basis von 2 adenoviraler Shuttle-Vektoren, welches die
Schwierigkeit sehr geringer Transfektionsraten in Keratinozyten umging. Ein Vektor tragt
dabei das HPV16-Genom flankiert von 2 LoxP-Sequenzen in reverser Orientierung zum
CMV-Promotor vor und dem eGFP-ORF hinter diesen. Der andere Vektor den open reading
frame ftir die Cre-Rekombinase ebenfalls unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Nach
Transduktion in die Keratinozyten bewirkt die Rekombinase das Ausschneiden und die
intrazellulire, homologe Rekombination der Sequenzen, die von LoxP eingeschlossen werden.
Das Rekombinationsereignis ldsst sich anhand der Expression von GFP verfolgen. Das HPV-
Genom persistiert somit in den infizierten Zellen als Episom (Lee et al., 2004). Um dieses
System nutzen zu kénnen, musste es in der Art modifiziert werden, dass es moglich war, auch
mutierte Genome mit hoher Effizienz und hoher Kopienzahl in Keratinozyten zu etablieren.
Als Grundlage fir diesen Ansatz wurde ein Zwischenprodukt der Klonierung des
Ad/HPV16/eGFP gewihlt, das uns freundlicherweise von Dr. Lee zur Verfigung gestellt
wurde. Dieses Plasmid bestand aus dem Grundgertst des peGFP-N1-Vektors in das das
beidseits durch loxP flankierte HPV16-Genom kloniert war. Der entscheidende Vorteil bei der
Verwendung dieses Vektors besteht in der Moglichkeit zur Selektion durch eine vorhandene

Neomycin-Resistenz auf dem peGFP-N1-Plasmid.
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Abbildung 3.7: GFP Expression nach Rekombination des loxp_HPV16_peGFP-N1 Vektors in HaCaT
A: ¢GFP Fluoreszenz nach intrazellulirer Rekombination des Plasmiden. 32 Stunden nach
erfolgter Transfektion mit 10 pug loxp_ HPV16¥_peGFP-N1, 2 pg myc-Cre, 42 pl Fugene HD
wurden die Zellen am Durchlichtfluoreszenzmikroskop begutachtet. DI = Durchlicht,
Objektiv 20x.

B: Nachweis der Rekombination durch eGFP-Expression im Western Blot. Jeweils 10 ug
SDS-Zellextrakt gewonnen 32 Stunden nach Transfektion aus Zellen kotransfiziert mit
Rekombinase (+ Cre) bzw. ohne Rekombinase (- Cre).
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Wir klonierten die bereits vorhandenen HPV16-Genommutanten in dieses Konstrukt und
verifizierten das Vorhandensein der entsprechenden Stopp-Kodons nochmals durch
Sequenzierung. Die Klone wurden dann in rekombinationsinhibierte (recA’) JM109 E. coli
Bakterien zur Amplifikation transformiert. Trotz recA” zeigten die Praparationen der Plasmide
jedoch geringfiigice Verunreinigungen rekombinierter peGFP-N1-Plasmide. AnschlieBend
wurden die Bedingungen fiir eine Kotransfektion von loxP_HPV16_peGFP-N1-Plasmid und
myc-Cre-Plasmid optimiert. Dies erfolgte wegen der eGFP-Expression nach Rekombination
durch  eine einfache visuelle Begutachtung. Insgesamt wurden  verschiedene
Transfektionsreagenzien (Fugene® 6, Lipofectamine2000, Transfect Plus, Superfect)
ausgetestet, wobei Fugene® HD die besten Ergebnisse erbrachte. Weiterhin wurde auch das
optimale Verhiltnis der beiden Plasmide zueinander und zur Menge Transfektionsreagenz
verifiziert. Optimal fir eine Transfektion von NIKS als auch HaCaT war das Verhiltnis
Fugene® HD : DNA von 3,5 : 1 (ul : ug) und von myc-Cre : loxP_HPV16_peGFP-N1 von 5:1
(ng : pg), entsprechend einem Molverhiltnis von 2 : 1. Fir alle weiterfilhrenden Experimente
wurden 24 Stunden vor der Transfektion 1,8 x 10° Zellen auf 10 cm Schalen ausplattiert. Zwei
Stunden vor der Transfektion wurde das Medium durch 5 mL frisches ersetzt und danach die
Zellen mit 2 pg myc-Cre, 10 pg loxP_HPV16_peGFP-N1 und 42 ul Fugene HD in 500 pL
serumfreien KGM2 behandelt. Auf diese Weise konnte eine Transfektionseffizienz von bis zu
50% erreicht werden. Wie in Abbildung 3.7 A ersichtlich, wurde eine effiziente Transfektion
anhand der Expression von eGFP nach erfolgter Rekombination durch Cre, hier in einer nicht
selektionierten Kultur, nachgewiesen. Auch bei fehlender Cre waren sehr vereinzelt eGEFP-
positive Zellen vorhanden. Dies ist auf die bereits erwihnten Verunreinigungen der DNA-
Priparationen zuriickzufiihren. Im Western Blot zeigte sich nochmals deutlicher die GFP-
Expression nach erfolgter Rekombination (Abbildung 3.7 B). Die Expression von GFP war
frihestens ca. 24 Stunden nach Transfektion schwach nachweisbar und erreichte innerhalb
von ca. 48 Stunden ein Maximum. Deshalb wurde mit der Selektion 48 - 54 h nach der
Transfektion begonnen. Dabei fiel ein weiteres Phinomen der verinderten Kulturbedingungen
fir HaCaT auf: Die ublicherweise etforderliche Konzentration von 1 mg/ml G418 zur
Selektion konnte auf 50 ug/mlL reduziert werden, so wie bei primiren Keratinozyten tblich.
Die Selektionsdauer betrug ca. 60 Stunden. Trotz dieser deutlichen Reduktion waren danach
etwa die gleiche Anzahl vitaler GFP-negativer Zellen und abgeloster GFP-positiver Zellen zu
erkennen. Die selektionierten Zellen wurden nach dieser Zeit neu ausplattiert und fiir weitere 2

Tage kultiviert, um eine Regeneration zu gewihftleisten.
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Abbildung 3.8: Nachweis von episomaler HPV16-DNA und frither HPV16-Transkripte
PCR: Die PCR wurde mit 10 ng Gesamt-DNA durchgefithrt. Fir HPV16 mit 28 und fiir
B-Globin mit 40 Zyklen. Aufgetragen wurden jeweils 10% der PCR-Reaktion.

RT-PCR: Die RT-PCR wurde mit 250 ng RNA durchgefiithrt und sowohl fir E1"E4 und fir
B-Globin mit 36 Zyklen durchgefithrt. Aufgetragen wurden jeweils 50% der RT-PCR-
Reaktion.

Die Etablierung episomaler Genome und der Start der viralen Transkription wurden durch
PCR bzw. RT-PCR nachgewiesen. Dazu wurde aus selektionierten Kulturen die DNA bzw.
RNA extrahiert. Der Nachweis episomaler Genome von HPV16 erfolgte mittels spezifischer
Primer der LCR-Region an 10 ng extrahierter Gesamt-DNA. Als interne Kontrolle fungierte
das Gen fir B-Globin. Wie aus Abbildung 3.8 hervorgeht, waren allen transfizierten und
selektionierten Zellen positiv fir HPV16. Wenn man berticksichtigt, dass mit 28 Zyklen
deutlich weniger Zyklen notig waren, um das HPV16-Genom nachzuweisen als B-Globin
(40 Zyklen), konnte davon ausgegangen werden, dass durchschnittlich mehr als 2 HPV-
Kopien pro Zelle vorhanden waren. Die Kontrolle war immer negativ. Die Aktivierung einer
Transkription der early Gene von HPV wurde mit spezifischen Primern fir die spliced Form
von E17E4 nachgewiesen. Sowohl HPV16™ als auch alle Mutanten zeigten Transkripte auf
einem relativ hohen Niveau (Abbildung 3.8). Dieses lag deutlich hoher als bei der Infektion
mit HPV16-Virionen (vergleiche Abbildung 3.3).

Weiterhin wurden die Kulturen auch auf Proteinebene hinsichtlich mdglicher friher
Verinderungen untersucht. Als Marker fiir Prasenz und Funktion der Onkoproteine wurden
pRb, p53 und pl6 gewihlt. Der Differenzierungsstatus nach Transfektion wurde durch
Involucrin und K14 erfasst. Die Zellen wurden in gleicher Weise behandelt und kultiviert wie
fir die Gewinnung von DNA und RNA beschrieben. Die Proteine wurden als RIPA-Extrakte
gewonnen. Beziiglich der Differenzierungsmarker waren kaum Unterschiede zwischen den

einzelnen Kulturen nachweisbar. Die Expression von K14 blieb gleich, wihrend bei Involucrin
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ein leichter Anstieg der Proteinmenge aller transfizierten Zellen gegeniiber der Kontrolle

auftrat (Abbildung 3.9 A).
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Abbildung 3.9: Nachweis von Markern von Differenzierung und HPV-Funktion in HPV16-positiver
HaCaT-Monolayer-Kultur
A: Western Blot-Analyse HPV16-positiver HaCaT beziiglich K14, Involucrin, p16, p53 und
pRb. Die Zellen wurden wie im vorliegenden Abschnitt beschrieben als Triplikate transfiziert
und selektioniert. Nach weiteren 3 Tagen Expansion wurden mit RIPA-Puffer die
Proteinextrakte hergestellt und jeweils 25 pg Protein aufgetragen.

B: Densitometrische Auswertung der Expression von pRb und p53. Die Blots aus jeweils
unabhingigen Triplikaten wurden mit der Software Image] (Rasband, 1997-2004)
densitometrisch quantifiziert und auf 8-Actin normalisiert. Dargestellt sind die auf die Kontrolle
normierten Mittelwerte + Stabw einer Aktivierung (> 1) bzw. Reduktion (< 1).

Der CDK-Inhibitor p16 ist tblicherweise in HPV-positiven Tumorzellen bzw. Zelllinien
wie Hela stark erhoht. Dies war jedoch in den hier analysierten Zellen nicht der Fall. Das
schwache Expressionsniveau wat bei den Zellen mit HPV16™, allen Mutanten, der mock-
Kontrolle peGFP-N1 sowie der Kontrolle tbereinstimmend. Bei den Hauptmarkern der
viralen Onkoproteinfunktion p53 und pRb ergab sich ein weniger eindeutiges Bild. Insgesamt
waren die Unterschiede beider Proteine in allen HPV-positiven Zellen im Vergleich mit den
Kontrollen im Immunblot jedoch nur minimal (Abbildung 3.9 A) und nicht signifikant

gegentiber der Kontrolle verindert (Abbildung 3.9 B).
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3.2.4 Morphologie der HaCaT-Raftkultur

Wie bereits in Abschnitt 2.5 beschrieben, ist der ILebenszyklus aller Humanen
Papillomaviren untrennbar verknipft mit dem Differenzierungsprozess des infizierten
Epitheliums. Deshalb ist es fiir den hier gewihlten Ansatz notwendig, diesen Zusammenhang
in einem 7z wvitro Modell abzubilden. Die Kulturbedingungen, um mit Keratinozyten
verschiedener Herkunft ein Hautmodell herzustellen, sind bereits seit langem bekannt und
wurden auch héufig fir die Untersuchung des HPV-Lebenszyklus eingesetzt (siche Einleitung
2.8). Das Gros der Forschungsergebnisse wurde allerdings auf der Basis von Modellen aus
Zelllinien gewonnen, in denen die Proteinfunktionen ohne Einbezug der verschiedenen Stufen

der Epitheldifferenzierung analysiert wurden.

Als Keratinozytenmodelle werden routinemifig hauptsichlich 3 verschiedene Zelltypen
verwendet. Die beste Abbildung der nattrlichen Abliufe gelingt mit primiren Keratinozyten
verschiedener Urspriinge. Jedoch hat die Verwendung primirer Keratinozyten fiir eine
alleinige Nutzung im Labor den gravierenden Nachteil einer eingeschrinkten Verfiigbarkeit
und sehr aufwendigen Pflege. Deshalb ist der Finsatz von spontan immortalisierte Zelllinien,
die wesentliche Merkmale der natiirlichen Ablidufe aufweisen, fur die Effektivierung der
Forschungsarbeit erforderlich. Gegenwirtig bieten sich hierfir die beiden spontan
immortalisierte Zelllinien NIKS und HaCaT an. Letztere unterscheiden sich von primiren
Keratinozyten in ihrer verinderten Fihigkeit zur Differenzierung und in den immanenten
genetischen Aberrationen. Beide Zelllinien kamen in der vorliegenden Arbeit vorrangig zur

Anwendung.

Fir NIKS Zellen bestehen ausftihrliche Protokolle zur Ausbildung von dreidimensionaler,
organotypischer Raftkultur, da diese Zellen ein deutlich ausgeprigtes Differenzierungspotential
trotz Immortalisierung beibehalten haben (Allen-Hoffmann et al., 2000). Ihre Verwendung in
diesem hier beschriebenen transfektionsbasierten System konnte jedoch nicht etabliert werden
(Abschnitt 3.2.1). Das Ausrichten auf die HaCaT-Zelllinie war daher zwangsliufig erforderlich.
Bei diesen Zellen ergab sich jedoch die methodische Herausforderung, dass sie auf Grund
ithres eingeschrinkten Differenzierungspotentials bisher auflerst selten in 3D-Kulturen
verwendet wurden. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Breitkreutz wiesen allerdings darauf
hin, dass auch HaCaT Zellen durch geeignete Anpassung der Kulturbedingungen in die Lage
versetzt werden konnen, als differenziertes Gewebe auszuwachsen (Breitkreutz et al., 1998;
Schoop et al., 1999). Durch weitere Modifikationen des Protokolls von Schoop ef al. in

Kombination mit den Anpassungen der Kulturbedingungen in Monolayer (Abschnitt 3.2.2)
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war es nun moglich, aus HaCaT-Zellen Raftkulturen zu erhalten, die in Ausdifferenzierung

und Morphologie denen von NIKS weitgehend entsprachen (Abbildung 3.10).

HaCaT NIKS NHEK

-~

Abbildung 3.10: Vergleichende Histologie der Raft-Kulturen von HaCaT, NIKS sowie primiren
Keratinozyten (NHEK)
Die angegebenen Keratinozyten wurden auf dermalen Equivalenten bestehend aus einer
Kollagen I Matrix und Fibroblasten (NIH3T3, Maus) ausgesit und an der Luft-Medium-Grenze
tber 10 — 21 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden die Kulturen in 10% Formamid fixiert und in
Paraffin eingebettet. 5 um dicke Schnitte wurden mit Himatoxylin und Eosin gefirbt.
Maf3balken entspricht 100 um.

Die entscheidenden Bedingungen sollen hier nochmal kurz zusammengefasst dargestellt
werden (weitere Details sieche Abschnitt 2.4.5). Als dermales Aquivalent diente eine Matrix aus
Rattenschwanzkollagen des Typs I, in der dermale Fibroblasten (NIH3T3) der Maus
auswachsen. Diese wurden in unterschiedlicher Dichte fiir primire Keratinozyten (NHEK)
und NIKS einerseits (2,5 x 10°/ml) und HaCaT (5 x 10°/ml) andererseits eingesetzt. Um
Auswachsen und Produktion von Wachstumsfaktoren hinreichend zu erméglichen, wurden die
NIH3T3-Zellen fir 4 Tage in der Kollagenmatrix in FAD-Medium kultiviert. AnschlieBend
wurden die jeweiligen Keratinozyten mit einer Dichte von 2 x 10°/cm” aufgebracht. Es erfolgte
eine weitere Inkubation von 2 - 3 Tagen, um eine konfluente Keratinozytenschicht zu
erreichen, bevor die Rafts an die Interphase von Medium und Luft angehoben wurden.
Kultiviert wurden die Gewebe fiir unterschiedliche Zeitraume: NHEK fiir 10 Tage, NIKS fur
14 Tage und HaCaT fir 21 Tage.

Abbildung 3.10 zeigt einen den Vergleich von HaCaT, NIKS und primiren Keratinozyten
(NHEK) als Raftkultur. Zu erkennen ist, dass alle Kulturen annihernd die gleiche Stirke
aufwiesen. Dabei entsprach wiesen die Raftkulturen trotz der unterschiedlichen
Wachstumsdauer (10 — 21 Tage) auch eine tbereinstimmende durchschnittliche Anzahl von
6—9 Zellschichten auf. Alle 3 Kulturen bildeten auch eine deutlich abgezeichnete
Basalzellschicht mit ausgeprigter Polarisierung der Zellen aus. Die Unterschiede in der
HaCaT-Kultur zu den anderen beiden Systemen bestanden in einer schwicheren

morphologischen Unterscheidung der Zellen des Stratum spinosum zu denen des Stratum
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granulosum und einer weniger starken Ausbildung der Parakeratinschicht des S#atum cornenm.

Auffallig war auch die partielle Vakuolisierung der Zellen aller Schichten.

Somit waren grundsitzlich die Voraussetzungen geschaffen worden, HaCaT-Raftkulturen

als Basis eines naturnahen  vitro HPV-Modells zu nutzen.

3.2.5 HaCaT Raftkulturen unterstiitzen den Erhalt episomaler HPV16-Genome und die
virale Gentranskription

Auf der Basis der Optimierungen zur Nutzung von HaCaT-Zellen als epidermales Modell
konnten auch HPV16-positive Zellen als Raftkulturen kultiviert werden. Sie wurden dazu nach
Transfektion und Selektion 2 Tage in normalem KGM2-Medium zur Regeneration kultiviert,
bevor sie mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm?® auf die dermalen Aquivalente aufgebracht
wurden. Die Rafts wurden dann fir 21 Tage kultiviert. Der Nachweis etablierter HPV16-
Genome und viraler Transkription im Gewebe erfolgte mittels eines semi-quantitativen
Multiplex Papillomavirus Genotypisierung (MPG) Assays (Schmitt et al., 2006; Schmitt et al.,
2008) bzw. eines qualitativen RT-PCR Assays fur E6*I. Fur die PCR wurden 10 ul DNA-
Extrakt verwendet und anschlieBend 10 pl dieser Reaktion fur die Hybridisierung und
Multiplex-Analyse. Als interne DNA-Kontrolle fungierte 3-Globin. Die Abschitzung der
viralen Kopienzahl pro Reaktion erfolgte anhand einer externen Standardkurve.

Tabelle 3.1: Semiquantitativer MPG-Assay und qualitative RT-PCR zum Nachweis viraler Episome
und viraler Transkription
Alle Hybridisierungsergebnisse sind als mittlere Fluoreszenzintensititen oberhalb des Grenz-
wertes unspezifischer Signale dargestellt. Als interne Kontrollen dienten B—Globin fiir die DNA
und Ubiquitin C fiir die RNA. Im Falle von 8—Globin sind die Signale reziprok zu denen fur

HPV16 auf Grund kompetitiver Reaktionseffekte. Die virale Kopienzahl entspricht einer
Abschitzung auf Grundlage einer externen Standardkurve.

DNA RNA
Sample HPV16 B-Globin Kopienzahl E6*I Ubiquitin C
Null 155 805 1-10 0 728
HPV16»t 2034 1 106 - 107 225 1001
HPV16Es- 1793 33 105 - 1060 362 882
HPV16Es- 1961 9 106 - 107 366 861
HPV16E™ 1839 17 106 - 107 199 975
HPV1GESET-/- 1668 0 105 —10¢ 200 896
peGFP-N1 750 1001 10 - 100 0 679

In Tabelle 3.1 wird ersichtlich, dass alle erhaltenen Gewebe positiv fir HPV16 waren.
Sowohl die Kontrolle als auch die Mock-Kontrolle zeigten unerwartet positive Signale fur
HPV. Im Falle des nicht-transfizierten Gewebes lieB die mittlere Fluoreszenz auf eine
Kopienzahl in der Reaktion von max. 10 schlieBen, wohingegen bei peGFP-NT1 mit 750 bis zu

100 Kopien anzunehmen waren. Diese beiden Werte lagen aber deutlich unter denen aus
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Gewebe transfizierter HaCaT-Zellen und konnten auf Grund der negativen Ergebnisse fiir das
Eo6*I-Transkript als falsch positiv gewertet werden. Wie erwahnt, waren alle transfizierten
Gewebe stark positiv fiir HPV16. Die Werte von HPV16™ mit 2034, HPV16™ mit 1961 und
HPV16"" mit 1839 lassen Kopienzahlen zwischen 10° und 10" vermuten. Bei HPV16™ mit
1793 und HPV16"*""”" mit 1668 lag diese Abschitzung um den Faktor 10 niedriger. All diese
Kulturen waren ebenfalls positiv fir das gespleite frithe Transkript E6*I, dessen Signale

positiv mit der hohen HPV16-Kopienzahl korrelierten.

3.2.6 E17E4 als Marker zur Kennzeichnung der Vervollsténdigung des viralen
Lebenszyklus

Eines der Probleme in der HPV-Forschung ist das Fehlen hochreaktiver, spezifischer
Antikérper gegen die frithen viralen Proteine, die eine Detektion auf 7z ziwo dhnlichem
Expressionslevel erlauben. Zwar stehen Antikérper gegen E7 der Typen 11, 16 und 18 zur
Verfigung. Diese konnten bei Immunofluoreszenz und Immunoblot bisher aber nur in der
Zelllinie Hel.a bzw. Neoplasien bei votliegender Uberexpression des Onkoproteins nach
Integration ins Wirtsgenom erfolgreich verwendet werden. Mit dem Einsatz eines spezifischen
Antikorpers gegen das E17°E4 Protein ist es jedoch moglich die Prisenz viraler Protein-

expression unter zz vivo Bedingungen nachzuweisen (Doorbar et al., 1992).

E17E4 ist eine Splice-Variante des E4 Proteins, die die ersten 5 Codons des
Replikationsproteins E1 beinhaltet. Es ist das am stirksten exprimierte der viralen Transkripte
mit einem Anteil von tber 80%. Das Protein wird im gesamten Bereich des infizierten
Epitheliums exprimiert, akkumuliert aber hauptsichlich in den oberen Schichten und damit in
der spiten Phase des viralen Lebenszyklus. Es geht der Expression der Strukturproteine L1
und L2 voraus. Die Beteiligung des Proteins in Vorginge des Lebenszyklus sind nicht
vollstindig verstanden. Es ist jedoch offensichtlich an der Auflockerung des
Keratinfilamentnetzwerk beteiligt und damit fir die Freisetzung und Infektitsitit der neu

gebildeten Viruspartikel bedeutsam (Mclntosh et al., 2010).

Um herauszufinden, inwieweit das organotypische Kulturmodell auf Basis der
immortalisierten Zelllinie HaCaT, den viralen Lebenzyklus unterstiitzt, wurde die Detektion
der E1"E4-Expression genutzt. Hierzu wurden 5 um dicke Schnitte 21 Tage gewachsener,
formalinfixierter und paraffineingebetteter Raftkulturen von HPV16™, aller Mutanten und der

Kontrollen durch den Antikorper TVG405 gegen E17E4 mittels Immunfluoreszenz gefirbt.
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Abbildung 3.11: E1*"E4-Nachweis als Marker der Vervollstindigung des Lebenszyklus in der HaCaT-
Raftkultur
Immunfluoreszenzfirbung gegen E1"E4 (griin) und DAPI (blau) an 5 pm dicken Schnitten
formalinfixierter und paraffineingebetteter HaCaT-Raftkultur. Aufgenommen als Z-Achsen-
Projektion von 10 Schichtaufnahmen. Hier dargestellt als Summe der Intensititen aller
Schichtaufnahmen. VergroBerung 40x, Maf3balken entspricht 50 um.

Eine deutliche Expression des Proteins erschien dabei nur in den HPV16™-Kulturen. Hier
zeigte sich die Expression in den oberen Bereichen der Rafts schwach in den Zellkernen.
Dabei verstirkte sich das Signal in den obersten Regionen und akkumulierte hauptsdchlich
zytoplasmatisch. Die Expression war jedoch nicht homogen tiber den gesamten Bereich eines
Schnittes vorhanden, sondern trat punktuell in kleinen Bereichen auf. Dies war in 2 der 3
untersuchten Kulturen und jeweils in verschiedenen Schnitten reproduzierbar. Ein sehr
schwach positives Signal zeigten die Kulturen von HPV16™. Dieses konnte allerdings nicht
reproduziert werden. Alle anderen Mutanten sowie die Kontrollen blieben negativ fiir E17°E4.
Ein Nachweis des Proteins im Western Blot blieb ohne Ergebnis. Ebenso konnte L1 als
Protein der spdaten Phase des produktiven, viralen Lebenszyklus weder in der

Immunfluoreszenz oder Immunhistochemie, noch im Western Blot nachgewiesen werden.
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3.2.7 HPV16 induziert stérkeres Auswachsen der HaCaT-Raftkulturen

Fir eine vergleichende histologische Analyse wurden die Gewebe, wie unter Abschnitt 3.2.1
bereits fir die NIKS-Kulturen beschrieben, aufgearbeitet. Im Gegensatz zu NIKS-Kulturen
(Abbildung 3.4) konnten mit HaCaT-Zellen fir alle transfizierten Zellen epidermale
Aquivalente erhalten werden (Abbildung 3.12). Sie waren iiber den Grofteil ihrer Fliche von
ca. 4,5 cm’® morphologisch homogen. Aber im Vergleich zur Kontrolle zeigten alle Kulturen
aus transfizierten Zellen ein stirker variierendes Bild und eine geringer strukturierte
Morphologie. Die Basalzellschicht erschien weniger gut zu den oberen Schichten abgegrenzt
und war nur schwach palisadenartig aufgebaut. Dazu waren die einzelnen morphologischen
Schichten nur schwer voneinander zu differenzieren. Dies lag in der stark ausgeprigten
Hyperkeratinisierung begrundet, auffillig durch eine starke FEosinfirbung, die in allen
Bereichen der Rafts vorhanden war. Dieses Merkmal war jedoch weniger stark in der

Doppelmutante HPV16"/""

sowie der Mock-Kontrolle peGFP-NT1 ausgeprigt. Dadurch trat
bei diesen beiden Geweben ein abgegrenzteres S#ratum corneum hervor, das dem der Kontrolle
annihernd entsprach. Besonders ausgeprigt und hiufig zeigten sich bei HPV16™- und
HPV16"-Kulturen eindrehende Zellpopulationen, die bis in die obersten Bereiche des
Gewebes reichten und einen basalzellihnlichen Phinotyp aufwiesen (Abbildung
3.12, Pfeilmarkierungen). Diese Zellen zeigten charakteristisch hyperchromatische Zellkerne
groB3en Querschnitts und entsprechen damit Koilozyten. Auch in den anderen HPV-positiven
Rafts waren solche Strukturen erkennbar, jedoch nicht in solch starker Ausprigung und nicht
mit einer vergleichbar hohen Anzahl im Stratum cornenm. Die Kulturen der E5-Mutante waren
am stirksten dysmorph strukturiert mit basalzellihnlichen Einfaltungen, grofler Varianz der
Raftstirke (siche nachster Abschnitt), hohem Grad von Vakuolisierung und Aufbrechen der
Gesamtstruktur. Insgesamt spiegelten am ehesten die Rafts von HPV16"" und der
Doppelmutante HPV16"*"" die Struktur der Kontrolle wieder. Ebenfalls auffillig war die
betrichtliche Varianz im Querschnitt der einzelnen Kulturen, wie es auch anhand der
prasentierten Beispiele deutlich hervorgeht (Abbildung 3.12). Um dies zu quantifizieren,
wurden von mindestens 2 verschiedenen Kulturen jeder Mutante und den Kontrollen, jeweils
3 verschiedene Schnitte mit 4 Messpunkten aus 3 Sichtfeldern (10fache VergroBlerung)
ausgemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.13 zusammengefasst. Die Kontrolle wies
eine mittlere Gewebedicke von 138 um (126 um/154 um) auf. Mit Ausnahme der HPV16""-
Mutante wiesen alle anderen Kulturen einen gréfleren Querschnitt auf. Das epidermale
Aquivalent von HPV16™ war mit mittleren 207 um (201 um/225 um) ca. 50% stirker

ausgeprigt als die Kontrolle. HPV16™ zeigte eine starke Varianz innerhalb der einzelnen
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Kulturen und bildete die Rafts mit den stirksten Querschnitten bei einem Mittel von 217 pm

(188 um/261 um) aus, die teilweise > 300 um erreichten.

Kontrolle

HPV16E

Abbildung 3.12: Histologie HPV-positiver HaCaT Raft-Kulturen
Die Gewebe wurden fir 21 Tage kultiviert mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.
5um starke Schnitte wurden mit Himatoxylin und Eosin gefirbt. Die Pfeile markieren
Zellpopulationen der obersten Zellschichten mit basalzellihnlichem Phinotyp. Maf3balken
entspricht 100 pm.

Demgegentiber war bei der E7-Mutante im Vergleich mit allen HPV-positiven Kulturen
eine deutliche Verringerung der Raftdicke auf 134 pm (100 um/165 pm) zu verzeichnen. Diese
lag im GroBenbereich der Kontrolle. Die Eo6-Mutante mit durchschnittlichen 201 pm
(143 um/221 pm) sowie die E6/E7-Doppelmutante mit 169 um (153 um/180 um) wiesen
Querschnitte zwischen den beiden Extremen auf. Die peGFP-N1-Kontrolle wies ebenfalls
eine maBige Zunahme der Strukturdicke um ca. 33% auf 180 um (166 um/191 pm) im
Vergleich zur Kontrolle auf. Die aufgefithrte Tabelle 3.2 prisentiert zusammenfassend die
Daten numerisch und liefert damit den detaillierten Vergleich der einzelnen Gewebe
zueinander. Im Folgenden sollen einige auffillige Fakten aufgefiihrt werden. So betrigt die
deutliche Zunahme der Gewebestirke bei HPV16™ und HPV16" im Mittel 69 um bzw. 79

um, wobeti sie sich statistisch nicht voneinander unterscheiden.
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Tabelle 3.2:

Gewebedicke in pm

Abbildung 3.13: Gewebedicke in Abhingigkeit der viralen Onkoproteinexpression

Quantifizierung des Gewebequerschnittsdicke in Abhingigkeit der viralen Onko-
proteinexpression
Die Gewebedicke der unterschiedlichen Kulturen wurde ausgemessen wie bei Abbildung
beschrieben. Die Daten entsprechen den Durchschnitten von mind. 18 Datenpunkten (N)
beziiglich mind. 2 unabhingiger Raftkulturen. Ein Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus 4
Messpunkten eines Sichtfeldes.
Median Q25 Q75 N
Kontrolle 137,8 um 126,4 um 154,2 um 26
HPV16™ 206,6 um 201,4 um 225,0 um 18
HPV16F>- 217,0 pm 188,4 pm 261,8 um 24
HPV16Es- 201,4 um 1427 pm 221,2 ym 27
HPV16F£7- 134,0 pm 100,0 pm 165,3 um 18
HPV16E¢E?-/- 169,4 um 153,2 pm 180,1 pm 18
peGFP-N1 179,9 um 166,3 pm 191,8 um 27
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Zur Analyse wurden von mindestens 2 verschiedenen Kulturen jeder Mutante und den
Kontrollen, jeweils 3 verschiedene Schnitte aus 3 Sichtfeldern 10facher VergroBerung
ausgemessen. 4 Messpunkte aus jedem Sichtfeld gingen als Durchschnittswert in die Analyse
ein. Die Unterschiede wurden mittels Bonferroni-Dunn-Test auf ihre Signifikanz getestet.
*p < 0,05 zur Kontrolle, # p < 0,05 zu peGFP-N1, § p < 0,05 zu HPV16F7, A Extremwerte

Weiterhin zeigt sich, wie schon deutlich im Boxplot wird, die stetige Abnahme der

Gewebedicke mit dem Verlust der jeweiligen Onkoproteinexpression von E6 und E7. Dabei

witd deutlich, dass nicht, wie primir vermutet, die Doppelmutante von E6/E7 den Endpunkt

darstellte, sondern das Gewebe von HPV16"". Der Querschnitt beider unterscheidet sich

dabei nicht mehr statistisch zueinander und ebenfalls nicht zur Kontrolle.

Seite | 85



ERGEBNISSE

3.2.8 HPV16 induziert Proliferation in suprabasalen Zellschichten

Als weiteren indirekten Nachweis fiir das Vorhandensein viraler Genexpression wurde der
Zellzyklusstatus der Zellen in den Raft-Kulturen untersucht. Eine bekannte Funktion von E7
ist die Fihigkeit, tber die Inhibition von pRb betroffene Zellen aus der G-Phase zurtck in
einen aktiven Zellzyklusmodus zu iiberfithren (McLaughlin-Drubin and Miinger, 2009). Um zu
Uberprifen, ob wir dies in unserem Modell mit mutierten Genomen nachweisen kénnen bzw.
ob unterschiedliche Einflisse durch die andersgeartete Komposition der anwesenden viralen
Proteine wahrzunehmen waren, markierten wir die zellulire DNA mit dem Nukleotidanalog
BrdU. Hierzu wurde dieser Matker in einer finalen Konzentration von 50 pg/mL dem
Kulturmedium 12 Stunden vor der Entnahme der Rafts zugesetzt. Der Nachweis erfolgte

abschlieBend durch Immunhistochemie bzw. Immunfluoreszenz.

Kontrolle
BrdU
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HPV1656E77>
BrdU

Abbildung 3.14: Nachweis proliferierender Zellen in suprabasalen Bereichen HPV-positiver Gewebe

Fir die Analyse der S-Phasen-Kompetenz von Zellen in suprabasalen Schichten wurde dem
Kulturmedium 12 Stunden vor der Entnahme der Gewebe das Nukleotidanalog BrdU
(50 pg/mL) zugegeben. Der Nachweis der Inkorporation des Nukleotids etfolgte durch einen
monoklonalen Anti-BrdU Antikérper (griin). Als Gegenfirbung fungierte der Kernmembran-
marker Lamin A (rot). Aufnahmen wurden als Z-Projektionen von 10 Schichten gewonnen.
Dargestellt ist hierbei die durchschnittliche Intensitit. Die eingefiigte gepunktete Linie bei
HPV16"> hebt beispielhaft die Aufreihung BrdU-positiver Zellen bis ins Stratum granutosum
hervor. VergroB3erung 40x, Maf3balken entspricht 50 um.
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In Abbildung 3.14 ist deutlich zu erkennen, dass in der Null-Kontrolle BrdU-positive
Zellen ausschlieBlich im basalen Bereich der Rafts auftraten. Ebenso zeigte sich dies bei der
Mock-Kontrolle peGFP-N1 und in HPV16-positiven Rafts der Mutanten HPV16"" und
HPV16™/*". Fir die Rafts von HPV16™, HPV16"" und HPV16™ waren dariiber hinaus
Zellen in apikaleren Gewebeschichten positiv fir BrdU. Auffillig hierbei war die Ansammlung
der Zellen in Strukturen, die bereits in den HE-Firbungen mit ihrer einschlussartigen
Morphologie mit gro3eren Zellkoérpern sowie -kernen erkennbar waren, die der Gestalt von
Basalzellen sehr dhnlich schienen. In vielen Bereichen zog sich dabei eine Reihe von BrdU-
positiven Zellen von der Basalschicht bis in die obersten granularen Schichten, wihrend
umliegende Zellen negativ bliecben (Abbildung 3.14, beispielhaft HPV16™ durch gepunktete
Linie markiert). Dabei waren solche Muster nicht homogen iiber das gesamte Gewebe verteilt,

sondern waren auf umgrenzte Bereiche beschrankt.

Da die Struktur der HaCaT-Raftkulturen ungeordneter erschien als die von NIKS-
Keratinozyten (Abbildung 3.12), wurde die strukturelle Zuordnung formalisiert, wobei die
Grenze fir basale Zellen bei 3 Zellschichten oberhalb der Basallamina festgelegt wurde. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.15 dargestellt. Die NIKS-Raftkulturen wurden in die
Auswertung einbezogen, weil per se nicht bekannt war, in wieweit HaCaT-Zellen modifizierte
Zellzykluseigenschaften aufweisen, die Einfluss auf die Auswirkungen der HPV-
Mutanteninfektion haben kénnen.

Tabelle 3.3: Quantifizierung proliferierender Zellen anhand anti-BrdU Immunhistochemie
Zur Analyse wurden von mindestens 2 verschiedenen Kulturen jeder Mutante und den
Kontrollen, jeweils 3 verschiedene Schnitte mit 9 Sichtfeldern 5facher VergréBerung

ausgemessen. Die Ergebnisse sind als S/B-Quotienten BrdU-positiver Zellen im basalen
Bereich zu Zellen im suprabasalen Bereich dargestellt.

S/B-Quotient

Median Q25 Q75 N
Kontrolle 0,17 0,12 0,23 25
HPVi16+ 1,15 0,92 1,35 18
HPV16Es- 0,77 0,67 1,10 23
HPV16Es- 0,67 0,57 0,78 27
HPV16E™ 0,28 0,10 0,50 18
HPV1GESET-/- 0,18 0,10 0,27 18
peGFP-N1 0,24 0,16 0,31 27
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Abbildung 3.15: Verhiltnis proliferierender Zellen in suprabasalen zu denen in basalen Zellschichten
(S/B-Quotient)
Zur Analyse wurden wie bei Tabelle 3.3 beschrieben der Quotient BrdU-positiver und somit
proliferierender Zellen gebildet. Die Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test auf ihre
Signifikanz getestet.* p < 0,05 zur Kontrolle, # p < 0,05 zu peGFP-N1, § p < 0,05 zu
HPV16ES/E™-/- - A Extremwerte.

Dabei wird deutlich, dass HaCaT-Raftkulturen mit einem mittleren Quotienten von 0,17
(0,12/0,23) einen hoheren Anteil S-Phasen-aktiver Zellen in nicht basalen Bereichen als NIKS
aufweisen und damit das Auftreten S-Phasen-aktiver Zellen nicht allein auf die Basalschicht
beschrinkt war. Tabelle 3.3 und Abbildung 3.15 zeigen, dass die Anwesenheit von HPV16™
eine erhebliche Zunahme BrdU-positiver Zellen in suprabasalen Bereichen bewirkte. Die
Anzahl tberstieg die derer in basalen Regionen verdeutlicht durch einen mittleren S/B-
Quotienten von 1,15 (0,91/1,35). Bei allen HPV16-Mutanten war die Anzahl proliferierender
suprabasaler Zellen geringer als in den basalen Zellschichten. Der S/B-Quotient wies eine
graduelle Abnahme auf und sank bei der Doppelmutante HPV16"**" mit 0,18 (0,10/0,27)
auf das Niveau der Kontrolle. HPV16™ zeigte dhnlich, wie schon beziiglich des Querschnitts
der Raftkultur ein sehr inhomogenes Bild mit einer breiten Streuung des S/B-Quotienten bei
einem mittleren Wert von 0,77 (0,67/1,10). Die weiteren genauen Werte lagen fiir HPV1 6"
bei 0,67 (0,57/0,78), fir HPV16"" bei 0,28 (0,10/0,27) und fiir peGFP-N1 bei 0,24
(0,16/0,31).
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3.2.9 HPV-positive Gewebe zeigen gering differenzierte Zellen in suprabasalen Bereichen

Epithelien kénnen anhand des Expressionsmusters verschiedener Keratine und weiterer
Proteine des Zellnetzwerkes hinsichtlich ihres Differenzierungsgrades charakterisiert werden.
Insbesondere kénnen diese Proteine als Marker fir die Bestimmung eines hyperproliferativen
Status im Zuge einer neoplasmatischen Verinderung herangezogen werden. In der
vorliegenden Untersuchung wurden Keratin 14 (K14) und Involucrin zur Beschreibung der
organotypischen Raftkulturen genutzt. Keratin 14 ist spezifisch fir Basalzellen komplexer
Epithelien und verweist auf einen undifferenzierten Status der Keratinozyten. Involucrin wird
hingegen im Zuge der terminalen Differenzierung in den Suprabasalschichten des Epithels
exprimiert. Hier sorgt es durch die Vernetzung mit Proteinen der Zellmembran fir die

Erhoéhung einer mechanischen Stabilitit des Epithels.

Um zu untersuchen, inwieweit der Differenzierungsprozess innerhalb der Raftkulturen
durch die Anwesenheit von HPV16 und der Expression der Onkoproteine verindert wird,
wurden 5 pm dicke Schnitte der formalinfixierten und Paraffin-eingebetteten Kulturen gegen
die beiden Differenzierungsmarker K14 und Involucrin durch Immunfluoreszenz gefirbt. Als
Kontrolle diente wiederum eine Kultur von NIKS (Abbildung 3.16, untere Bildreihe), in der
eine Zweiteilung der Firbung der Raftkultur deutlich wurde. Die Basalschicht zeigte eine
starke Farbung fir Keratin 14, die in Richtung der oberen Schichten sich abschwichte.
Involucrin hingegen wies eine schwache Firbung der Basalschicht auf und eine starke Firbung
der oberen Schichten mit einem Maximum im Stratum granulosum. Das Stratum cornenm blieb fir
beide Marker negativ. Die Nullkontrolle der HaCaT-Rafts zeigte ein dhnliches Bild. Die
Verteilung beider Marker entsprach der der NIKS-Kultur, wobei die Expression von
Involucrin erst zu einem spiteren Zeitpunkt in héheren Schichten einsetzte und nicht in
gleichem Mal3e homogen erschien. Die Immunfluoreszenz fiir K14 war einheitlich Giber den
gesamten Bereich hinweg ausgeprigt, wies jedoch eine etwas intensivere Firbung der
Basalschicht in denjenigen Zellbereichen auf, die direkt an die Basallamina angrenzten. Die
Verteilung von Involucrin korrelierte in allen HPV-positiven Kulturen grofitenteils positiv mit
dem Differenzierungsprozess hinzu den apikalen Schichten des Gewebes. Nur wenige Zellen
des Basalbereiches zeigten eine starke Expression. Die hier abgebildeten zum Teil deutlichen
Intensititsunterschiede fiir Involucrin zwischen den Geweben muss dabei eher technischen
Ursachen zugeschrieben werden, da sie auch innerhalb eines jeweiligen Gewebeschnittes

auftraten.
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Abbildung 3.16: Nachweis undifferenzierter Zellpopulationen in suprabasalen Bereichen von
HPV-positiven Raftkulturen
In Paraffin eingebettete 5 um Schnitte der verschiedenen Raft-Kulturen wurden mittels
Immunfluoreszenz anhand monoklonaler Antikorper, gerichtet gegen Involucrin (griin) und
K14 (rot), analysiert. Fiir HPV16"t wurden fiir eine bessere Darstellung spezielle Bereiche mit
hoher K14 Expression bei gleichzeitig nur geringen Involucrin-Signalen vergroBert dargestellt.
Mafbalken entspricht 50 um.

Strukturelle Unterschiede in der Expression von K14 und Involucrin traten hingegen in
verschiedenen Schnitten aus unabhingigen Geweben deutlich hervor. Besonders in den
Geweben von HPV16™, HPV16™ und HPV16" wurden Formationen in den oberen
Schichten sichtbar, die durch eine geringe Firbung fur Involucrin bei ungewohnlich starker
K14-Expression auffielen (Abbildung 3.16, Ausschnitte HPV16™). Diese stimmten in Form
und Ausprigung mit Strukturen des S#atum granulosum iberein, die bereits in der HE-Farbung
durch ihren basalzellartigen Phinotyp auffillig waren (Abbildung 3.12, Pfeilmarkierungen).
Der Verlust der Expression von E7 fiihrte zu einer Struktur, die mit einer starken Expression
von K14, beschrinkt hauptsichlich auf die Basalzellen sowie homogen verteiltem Involucrin in

den oberen Schichten, sehr der Kontrolle glich. Ein weitgehend tbereinstimmendes Bild fand

sich auch bei der Doppelmutante fiir E6 und E7.

In der Western Blot-Analyse der Gewebe konnten diese strukturellen Verinderungen in der
Prisenz von Involucrin und Zytokeratin 14 nicht als globale Unterschiede in der Protein-
expression nachgewiesen werden (Abbildung 3.17). Als schwache Tendenz war nur eine leicht
erhohte Proteinexpression in allen HPV-positiven Kulturen zu erkennen. Daher waren die
gegensitzliche Menge beider Proteine in Regionen der oberen Gewebeschichten, nur auf eben

solche speziellen Strukturen beschrinkt anzunehmen.
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Abbildung 3.17: Involucrin und K14 zeigen global keine Verinderung in ihrer Expression
Aus Gewebe von jeweils 3 unabhingigen Raftkulturen jeder HPV-Mutante und den beiden
Kontrollen wurden die Proteine extrahiert. 25 ng wurden iber SDS-PAGE aufgetrennt und
im Western Blot Involucrin und K14 mit monoklonalen Antikérper detektiert. Als
Referenzkontrolle diente Histon H3. Die densitometrische Quantifizierung erfolgte mit der
Software von Image] (Rasband, 1997-2004). Die Daten sind auf Histon H3 normalisiert und
auf die Kontrolle normiert Mittelwerte £ Stabw dargestellt. Die statistische Auswertung via
Anova-Analyse ergab keine Signifikanz der schwach erkennbaren Unterschiede.

3.2.10 Die Prdsenz von HPV16 erhéht die p53-Expression in HaCaT-Gewebekultur

Die zwei intrazelluliren Hauptangriffspunkte fir die HPV-Onkoproteine E6 und E7 sind
p53 bzw. pRb, deren Funktion durch eine erhéhte Degradation inhibiert wird. Beide Proteine
sollten hier als weitere Marker zur Bestitigung der Funktionstiichtigkeit des etablierten Systems
dienen. Als erstes wurden die intrazelluliren p53-Mengen via Immunofluoreszenz analysiert.
Die Aufnahmen erfolgten als Z-Achsen-Projektionen, wobei in Abbildung 3.18 die Summe der
Fluoreszenzintensititen dargestellt ist. HPV16™ zeigte eine deutliche Zunahme p53 positiver
Zellen im Gewebe sowohl gegeniiber der Kontrolle als auch der mock-Kontrolle peGFP-NT.

Dabei wiesen die positiven Zellen auch eine erh6hte Expression von p53 auf (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.18: Nachweis erhohter p53 Expression in HPV-positivem Gewebe mittels Immun-
fluoreszenz
Immunfluoreszenzfirbung paraffineingebetteter 5 pm Schnitte der verschiedenen Raft-
Kulturen via monoklonalem Antikérper gerichtet gegen p53. Fir alle Farbungen wurden die
gleichen Mikroskopeinstellungen verwendet, um neben strukturellen auch quantitative
Aussagen treffen zu koénnen. Die Aufnahmen erfolgten als z-Achsen-Projektion tber 10
Ebenen jeden Schnittes. Dargestellt hier jeweils als Summe der Intensititen tber die z-Achse
von p53 (griin), Zellkerngegenfirbung DAPI (blau) und der Uberlagerung beider Ebenen
(merge). Quantifizierung ist dargestellt in Abbildung 3.19. Maf3balken entspricht 50 wm.

Alle Mutanten verhielten sich in dhnlicher Weise und zeigten gegentiber beiden Kontrollen
einen deutlich gesteigerten Anteil p53 expremierender Zellen hdéherer Intensitit. FEine
Ausnahme bildete dabei HPV16™ in deren Gewebe die Zellen nur schwach p53 positiv
erschienen, aber wiederum in sehr grofler Anzahl. Fir eine bessere Objektivierung der
erhaltenen Bilder wurden diese beztiglich der einzelnen Fluoreszenzintensititen und der
Anzahl p53-positiver Zellen quantifiziert. Dabei bestitigte sich die Verteilung der p53
Proteinmenge im Gewebe. Alle HPV-positiven Kulturen zeigten einen erhéhten Anteil von
Zellen mit p53. Im Falle von HPV16™ sind es durchschnittlich 58%, bei HPV16"™ 61%,
HPV"™ 56% und bei HPV16"""/" 71%. Dem gegeniiber sind die Anteile bei der Kontrolle
mit 26% und der Mock-Kontrolle peGFP-N1 mit 41% deutlich geringer. Fir HPV16""
konnten keine Daten erhalten werden, da es nicht mdéglich war, einheitlich qualitativ

hochwertige Aufnahmen zu reproduzieren.
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Abbildung 3.19: Quantifizierung erhéhter p53 Expression in HPV-positivem Gewebe mittels Immun-
fluoreszenz

A: Anteil p53-positiver Zellen. Die Auswertung erfolgte anhand der Bilder, welche die
Summe der Intensititen tber 10 z-axiale Ebenen darstellten. Mittels der Image] Software
(Rasband, 1997-2004) wurden der DAPI-Kanal als Maske aller Zellkerne verwendet, um im
p53-Kanal die spezifischen Fluoreszenzsignale auszumessen (genauer siche 2.6.8). Alle Werte
oberhalb des Hintergrundes wurden gezihlt und der Anteil an der Gesamtzellzahl ermittelt.
Unterschiede wurden mittels Holm-Sidak-Test auf ihre Signifikanz getestet. * p < 0,001 zur
Kontrolle, # p < 0,001 zu peGFP-N1.

B: Mittlere Fluoreszenzintensititen (MFI) p53-positiver Zellen. Die Auswertung erfolgte wie
unter A beschrieben. Die Daten reprisentieren die MFI tGiber die Gesamtfliche eines jeden
positiven Zellkernes. Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test * p < 0,05 zur
Kontrolle bzw. U-Test # p < 0,05 zu peGFP-N1 auf ihre Signifikanz getestet.

In der Betrachtung der mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) fir p53 war erkennbar, dass
neben dem Anteil p53-positiver Zellen auch deren Signalintensititen erhoht erschienen.
Ausnahme bildete hierbei HPV16™ mit einem MFI von durchschnittlich 10,0, welcher im
Bereich der Kontrolle mit 8,4 und der von peGFP-N1 mit 11,9 lag. HPV16™ fiel durch eine
breite Streuung um einen mittleren Wert von 20,9 auf. Ebenso verhielt es sich bei HPV16"*
um einen mittleren Wert von 18,7. HPV16"""/" zeigt eine hohe p53 Prisenz mit einem MFI
von 32,6. Im Immunblot zeigten sich diese Ergebnisse nochmals deutlicher. Bis auf HPV16"™,
mit einer p53-Menge auf dem Niveau der beiden Kontrollen, zeigten alle anderen HPV-
positiven Gewebe eine ethohte p53 Expression. Diese war, wie im Fall von HPV16™ bis zu
23fach im Vergleich zur Kontrolle erhéht. Die im Western Blot erhaltenen Werte fur
HPV16"™ korrelierten damit nicht mit denen aus der Immunfluoreszenz, wo weder beztglich
des Anteils p53-positiver Zellen noch in Bezug auf die MFI-Werte signifikante Differenzen zu
z.B. HPV16™" auffielen.
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Abbildung 3.20: Erhéhte p53 Expression in HPV-positivem Gewebe
Aus Gewebe von jeweils 3 unabhingigen Raftkulturen jeder HPV-Mutante und den beiden
Kontrollen wurden die Proteine extrahiert. 25 pug wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und
im Western Blot p53 mit einem monoklonalen Antikorper detektiert. Als Referenzkontrolle
diente Histon H3. Die densitometrische Quantifizierung erfolgte mit der Software von
Image] (Rasband, 1997-2004). Unterschiede wurden mittels t-Test auf ihre Signifikanz
getestet: * p < 0,05 zur Kontrolle; # p < 0,05 zu peGFP-NT1.

Zusammenfassend waren 3 Ergebnisse hervorzuheben. In allen HPV-tragenden Geweben
war die Anzahl p53-positiver Zellen deutlich erhéht gegentiber den Kontrollen. Die Gewebe
mit HPV16™ zeigten in der Immunfluoreszenz und im Western Blot deutlich geringere p53
Proteinmengen im Vergleich zum HPV16-Wildtyp. Hingegen war in den Raftkulturen von
HPV16"* sowohl der Anteil p53-positiver Zellen, als auch ihre p53-Expression in
Immunfluoreszenz und Immunblot auf gleichem bis leicht erh6htem Niveau im Vergleich zu

Kulturen des Wildtyps.

3.2.11 Expression von pRb und p16™

E6 und E7 komplementieren ihre jeweiligen Funktionen zur onkogenen Transformation.
E6 verhindert in infizierten Zellen die Induktion von Apoptose tber die Interaktion mit p53,
dessen Expression im vorigen Abschnitt untersucht wurde. Damit ermdéglicht E6 das
Uberleben der Zellen, welche durch E7 und dessen Inhibition der Zellzykluskontrolle durch
pRb einer erhéhten DNA-Replikation und unkontrolliertem Wachstum ausgesetzt sind
(Ubersicht in McLaughlin-Drubin and Miinger, 2009). E7 erreicht dies durch eine

Destabiliserung von pRb tber eine erhohte proteasomale Degradation (Jones et al., 1997b).

Seite | 97



ERGEBNISSE

Die Inaktivierung von pRb 16st die negative Feedbackkontrolle der Expression von p16 auf.
Die Folge ist eine pl6-Uberexpression, welche als ein prognostischer Marker hochgradiger
CIN-Lisionen verwendet werden kann (Ubersicht in Wentzensen and von Knebel Doeberitz,

2007).
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Abbildung 3.21: Erh6hte Expression von pRb und p16 in Gewebe der HPV16 E7-Mutanten

Aus Gewebe von jeweils 3 unabhingigen Raftkulturen jeder HPV-Mutante und den beiden
Kontrollen wurden die Proteine extrahiert. 25 pg wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt und
im Western Blot pRb und pl6 mit monoklonalen Antikérper detektiert. Als Referenz-
kontrolle diente Histon H3. Die densitometrische Quantifizierung erfolgte mit der Software
von Image] (Rasband, 1997-2004). Die dargestellten Werte sind auf Histon H3 normalisiert.
Die Daten wurden statistisch via Anova-Analyse ausgewertet und mittels Holm-Sidak-
Verfahren Unterschiede auf ihre Signifikanz getestet. * p < 0,002 zur Kontrolle, # p < 0,002
zu peGFP-N1.

Beide Proteine wurden hinsichtlich ihrer Expression auch in den erhaltenen Raftkulturen
dieser Arbeit untersucht. Auffillig fir pRb als auch p16 war eine erhhte Expression in den
E7-defizienten Kulturen HPV16"" und HPV16™/""", Fiir pRb entsprach dies einer bis zu
8fach erhohten Proteinmenge wihrend pl6 eine maximal 2,5fache Erhohung gegeniiber der
Kontrolle aufwies (Abbildung 3.21). Auch war die Expressionserhéhung in beiden E7-
Mutanten gegentuber den anderen HPV-positiven Kulturen erhoht, wenn auch in einem
reduzierteren Ausmal. Fir pRb zeigte sich eine Tendenz reduzierter Expression in den
Kulturen von HPV16" und HPV16"™ im Vergleich zu HPV16™. Dabei blieb die

Proteinmenge von pl6 auf dem Niveau der Kontrolle und der mock-Kontrolle peGFP-N1.

Zusammenfassend liel3 sich nur ein erhohtes pl6-Expressionsniveau, wie in hochgradigen
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CIN-Lasionen, in denjenigen Kulturen feststellen, welche den Mediator einer solchen
Uberexpression nimlich E7 nicht exprimieren. Auf der anderen Seite war auch keine
Reduktion von pRb nachzuvollziehen. In allen HPV-positiven Kulturen erschienen erhéhte

Proteinmengen von pRb.
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4 DISKUSSION

Innerhalb der nichsten 20 Jahre ist trotz der Einfithrung der beiden Impfstoffe gegen die
hiufigsten HPV-Typen 16 und 18 nicht mit einer deutlichen Verringerung der Inzidenz
zervikaler Karzinome zu rechnen (Nieto et al., 2010). Auch zeichnet sich der Einfluss
unterschiedlicher HPV-Typen bei der Entstehung von z.B. Hauttumoren und Tumoren des
Kopf- und Halsbereiches deutlicher ab (Akgul et al., 2006; Psyrri and DiMaio, 2008). Beide
Erhebungen legen nahe, dass es weiterhin bedeutsam ist, die Biologie von HPV-Infektionen
sowie die Wirkmechanismen der viralen Proteine detailliert aufzukliren, um geeignete

Therapieansitze fir spezifische Infektionen und Tumorbehandlungen zu finden.

Bisher stammt der uberwiegende Teil der Erkenntnisse, speziell fir E6 und E7, aus
Experimentsystemen, die eher die spaten Phasen der Tumorentstehung und -manifestation
reflektieren. Dazu werden Proteine unter der Kontrolle eines heterologen Promotors in einer
Zelllinie Uberexprimiert, vergleichbar der natiirlichen Situation nach einer HPV-Integration ins
Wirtsgenom. Fir die Untersuchung der frihen Phasen der Entstehung HPV-induzierter
Neoplasien ist es jedoch von grolerer Bedeutung das Virus in seiner Gesamtheit zu betrachten
und dabei speziell das Zusammenwirken der einzelnen Proteine zu kennzeichnen, wenn sie
unter der Kontrolle ihrer eigenen Promotoren stehen. Die virale Promotoraktivitit und
Proteinexpression bendtigen die Differenzierung des virustragenden Epithels und koénnen
daher nicht in einer zweidimensionalen Zellkultur abgebildet werden (Lee, 2007). Obwohl die
Verfahrensweise, epitheliales Gewebe 7z vitro herzustellen, seit langem bekannt ist (Asselineau
and Prunieras, 1984) und auch frih Anwendung in der HPV-Forschung fand (Arany and
Tyring, 1996; Bedell et al., 1991; McCance et al., 1988; Stanley et al., 1989), ist es dem hohen

Aufwand der Methode geschuldet, dass sie bislang nur sporadisch verwendet wurde.

Die vorliegende Arbeit widmete sich der Entwicklung eines zz vitro Modells, das die
Untersuchung der Funktionen der HPV16-Proteine E7, E6 und E5 in einem naturnahen
Kontext abzubilden ermdéglicht. Hierbei gelang es erstmals den viralen HPV16-Lebenszyklus
in einer immortalisierten Zelllinie, den HaCaT, zu etablieren und Genommutanten fiir die drei

Onkoproteine in organotypischer Raftkultur zu untersuchen.
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4.1 Etablierung eines in vitro Modells auf der Basis von loxp_HPV16_peGFP-N1-
Vektoren in der immortalisierten Zelllinie HaCaT

Der erste Ansatz auf dem Weg zur Realisierung eines 7 vitro Modells zur Untersuchung der
Funktionen der HPV16-Proteine E7, E6 und E5 in einem naturnahen Kontext strebte eine
Ubernahme von i vitro Virionen-Produktion (Buck et al., 2004, 2005a) zur effizienten und
naturnahen Einschleusung von HPV16 und HPV16-Genommutanten in Keratinozyten an.
Dies blieb unter den getesteten Bedingungen jedoch unzureichend (Abschnitt 3.1.3). Die
Grinde hierfir sind inzwischen bekannt und werden spiter ausfihrlicher diskutiert
(Abschnitt 4.7). In Folge der nicht moglichen Verwendung von HPV16-Virionen war die

Ausarbeitung einer grundsitzlich anderen experimentellen Basis erforderlich.

Die natiirlichen Wirtszellen fir eine HPV-Infektion sind Keratinozyten. Fir deren 7 vitro
Manipulation durch das Einbringen von Fremd-DNA ist Transduktion mittels retroviraler
Vektoren der Goldstandard (Mathor et al., 1996). Diese Methode bleibt aber beschrinkt auf
DNA-Fragmente kleiner und mittlerer Grof3e bis maximal 7,5 kb (Verma and Somia, 1997)
und schlieBt damit das Einschleusen vollstindiger HPV16-Genome (7,9 kb) aus. Alternativ
dazu wurde die Entwicklung adenoviraler Vektoren - speziell fir Gentherapieansitze - auch in
Bezug auf Hauterkrankungen vorangetrieben (Flotte and Carter, 1995). Dieses Vorgehen
verbindet eine hohe Transduktionseffizienz bei geringer Toxizitit mit der Moglichkeit, sehr
gro3e Konstrukte in epitheliale Zellen einzuschleusen (Braun-Falco et al., 1999). Folgerichtig
wurde die adenovirale Transduktion in Kombination mit intrazellulirer Rekombination auf
Basis eines Cre/LoxP-peGFP-Vektorensystems erstmals auch dazu verwendet, hoch effizient
HPV16 episomal in primire Keratinozyten einzubringen (Lee et al., 2004). Dieses System
wurde deshalb, in abgewandelter Form, als neue methodische Grundlage fir die 7z witro
Funktionsanalyse der HPV16-Proteine E7, E6 und E5 gewihlt. Dabei sollte der Nutzen der
intrazelluliren Rekombination verbunden werden, mit der Moglichkeit einer chemischen
Selektion HPV-positiver Klone. Eine solche Selektion war im urspringlichen adenoviralen
System auf Grund eines fehlenden Resistenzgens auf den Vektoren nicht méglich (Lee et al,,
2004). Deshalb war eine unmittelbare Ubernahme des methodischen Ablaufes ausgeschlossen.
Die verwendeten Konstrukte fir HPV16™ und der 4 Mutanten HPV16"", HPV16",
HPV16"™ und HPV16"/*"" wurden daher in der Weise verindert, dass der adenovirale Anteil
eliminiert wurde, der Anteil des peGFP-N1-Plasmids mit der Neomycin-Resistenzkassette aber
vollstindig erhalten blieb (Abbildung 3.6). Die jeweiligen HPV16-Varianten waren tber zwei
LoxP-Erkennungssequenzen in reverser Orientierung in den peGFP-N1-Plasmiden kloniert

(Abbildung 3.6). Das ca. 50 bp umfassende Insert, welches die 34 bp lange LoxP-
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Erkennungssequenz und Teile der MCS des Plasmiden pBluescriptKS enthielt, lag im nach der
Rekombination rezirkularisierten HPV16-Genom in der LCR. Die LCR spielt bekanntermallen
eine entscheidende Rolle in der viralen Replikation (Fontaine et al., 2000; Sibbet et al., 1995;
Smola-Hess et al., 2001). Der Bereich des Inserts jedoch zeigte in klinischen Isolaten eine hohe
Sequenzvarianz (Chen et al, 1997; Smits et al., 1994; Tornesello et al, 1997), woraus
geschlussfolgert wurde, dass derartige Verinderungen keinen funktionalen Einfluss austiben

sollten (Lee et al., 2004).

Aus diesem neu strukturierten Transfektionsvektor ergaben sich folgende Vorteile. Die
Notwendigkeit HPV-Genome in einem aufwendigen und wenig effizienten Verfahren
aufzureinigen und zu rezirkularisieren (Abschnitt 3.1.1) entfallt, da sie nach der Transfektion
durch die Cre-Rekombinase intrazellulir gebildet werden. Erfolgreich transfizierte Zellen
lassen sich nachfolgend durch die Prisenz von GFP visuell nachweisen (wie im
Ursprungssystem auch) und mittels Neomycin-Resistenz selektionieren. Jedoch erwies es sich
als nachteilig, dass eine Kotransfektion des loxp_ HPV16_peGFP-N1-Plasmids zusammen mit
dem myc-Cre-Plasmid erforderlich wurde. Transfektion gilt bei Keratinozyten jedoch
grundsitzlich als wenig effizientes Verfahren zur Einschleusung von Virusgenomen und hat
zudem den negativen Nebeneffekt einer differenzierungsinduzierenden Wirkung (Distler et al.,
2005). Wir konnten allerdings durch Anpassung der HaCaT-Kulturbedingungen die Effizienz
der Transfektion mit einem Anteil zwischen 25% und 50% GFP-positiver Zellen (Abbildung
3.7 A) deutlich steigern gegeniiber einer Rate von 5 — 10% im Falle adenoviraler Infektion (Lee
et al., 2004). Dariiber hinaus konnte der Effekt transfektionsinduzierter Differenzierung durch
eine starke Reduktion der Kalziumkonzentration im Kulturmedium deutlich minimiert werden
(Vergleich Abbildung 3.9 A zu Abbildung 3.5 B). Eine frithe virale Gentranskription war,
vergleicht man sie mit den Mengen an E1"E4 mRNA nach der Infektion mit HPV16-Virionen
(Abbildung 3.3), auf deutlich héherem Niveau nachzuweisen (Abbildung 3.8). Die Episome
von HPV16™ und der Onkogenmutanten etablierten sich in hoher Kopienzahl nach
abgeschlossener  intrazellulirer ~Rekombination (Abbildung 3.8). Diese episomale
Manifestierung hoher Anzahl blieb dabei tber einen Zeitraum von 4 Wochen und der

Kultivierung als organotypische Raftkultur in HaCaT-Zellen stabil (Tabelle 3.1).

Somit ist neben der Verwendung HPV-tragender Keratinozyten, die aus 7z vio Lisionen
gewonnen wurden, und der Immortalisierung primirer Keratinozyten in Folge von
Transfektion mit high risk HPV-Genomen (Frattini et al., 1997; Frattini et al., 1996; Meyers et
al., 1997), die Nutzung des hier etablierten transfektionsbasierten loxp_ HPV16_peGFP-N1-
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Systems ein dritter und vergleichsweise effizienter Weg fiir die 7z vitro Untersuchung der
Funktionen der HPV16-Proteine in einem naturnahen Kontext. Letzteres schlief3t zudem die
Moglichkeit der Manipulation des HPV-Genoms, insbesondere die Verwendung von Onko-
proteinmutanten ein. Damit war der erste entscheidende Schritt zur Funktionsanalyse
tumorbiologisch interessierender Proteine von HPV16, das effiziente Einschleusen von

relevanten HPV-Genomen in kultivierbare Keratinozyten, erreicht.

Der zweite Etablierungsschritt galt der Bereitstellung eines naturnahen Umfeldes, das den
HPV-Lebenszyklus méglichst addquat unterstitzen kann. Wie bereits weiter oben erwihnt,
kann die organotypische Raftkultur (Asselineau and Prunieras, 1984) dies bis hin zu der
Produktion infektioser HPV-Virionen gewihrtleisten (Campo, 2002). Hierfir wurden zu
Beginn derartiger Untersuchungen etablierte Zelllinien aus CIN-Lisionen oder Zervix-
karzinomen verwendet, die Infektionen der HPV-Typen 11, 16, 31 und 59 aufwiesen (Bonnez
et al., 1998; Lehr et al., 2003; Meyers et al., 1992; Ozbun, 2002b; Sterling et al., 1990). Parallel
dazu wurde auch begonnen primire Keratinozyten mit HPV-Genomen zu transfizieren, was
erstmals den Einsatz gentechnisch verinderter HPV-Typen ermdglichte (Frattini et al., 1997,
Frattini et al., 1996; McLaughlin-Drubin et al., 2003; Meyers et al., 2002; Meyers et al., 1997).
Letzteres System sollte auch fiir das eigene Vorgehen tibernommen werden. Dabei sollte in der
Etablierungsphase die immortalisierte Keratinozytenzelllinie NIKS (Allen-Hoffmann et al,,
2000) wegen der einfacheren und kostengunstigeren Nutzbarkeit verwendet werden. Die
Zelllinie wurde bereits mehrfach auf Grund ihres hohen Differenzierungspotentials in
organotypischer Raftkultur in Kombination mit HPV als Ersatz fir primire Keratinozyten
angewendet (Flores et al., 2000; Flores et al., 1999; Genther et al., 2003; Nakahara et al., 2005;
Zehbe et al, 2009). In den eigenen Untersuchungen war es jedoch nicht mdglich, ein
vielschichtiges,  differenziertes  Epithel —aus  Zellen zu  erhalten, die  mit
loxp_HPV16_peGFP-N1-Vektoren transfiziert wurden. Dies war hochstwahrscheinlich dem
Umstand geschuldet, dass die Transfektion eine starke Induktion zu terminaler
Differenzierung hervorrief. Dieser Effekt war bereits in der Monolayer-Kultur am Nachweis
eines Morphologiewechsels der Zellen erkennbar. In der Raftkultur manifestierte es sich in
einer nur sehr schwachen Ausgeprigung von dermalen Strukturen mit wenigen Zellschichten
(2 — 5), die keine weitere strukturelle Unterscheidung ermoglichten (Abbildung 3.4). Eine
Unterbindung dieses Effektes wire durch eine starke Reduktion des Kalziumgehaltes im
Kulturmedium gegebenenfalls erreichbar gewesen (vgl. HaCaT Abbildung 3.5 B) (Flores et al.,

1999). Jedoch konnte eine Uberpriifung im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wegen
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fehlender kalziumfreier Komponenten fiir das Kulturmedium FAD nicht vorgenommen

werden.

Als Alternative zu den nicht verwendbaren NIKS-Zellen (s.0.) zur Etablierung eines iz vitro
Systems mit naturnahen Eigenschaften bei technisch einfacher und kostengiinstiger
Umsetzung bot sich die Testung der immortalisierten Zelllinie HaCaT an. Obwohl diese
Zelllinie bekanntermallen ein geringeres Differenzierungspotential als primire Keratinozyten
und NIKS aufweist (Allen-Hoffmann et al., 2000; Boukamp et al., 1988; Deyrieux and Wilson,
2007), kann sie aber trotzdem in dreidimensionaler Zellkultur verwendet werden (Breitkreutz
et al., 1998; Schoop et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde durch gezielte Anpassung
der Kulturbedingungen der Monolayer-Kultur erreicht, dass sich Morphologie und
Differenzierungstatus der HaCaT-Zellen deutlich derer primirer Zellen anniherte (Abbildung
3.5 A & B). Nachfolgend konnte das auch in organotypischen Raftkulturen erreicht werden
(Abbildung 3.10). Die Raftkulturen bildeten dabei eine Morphologie aus, die sich nur
geringfiigig durch den Transfektionsprozess beeinflusst zeigte. Das wurde besonders im
Vergleich mit der Mock-Kontrolle peGFP-NT1 transfizierter HaCaT-Raftkulturen deutlich. So
entsprach die Struktur der Raftkultren bis auf ein weniger ausgeprigtes St#ratum cornenm sowie

eine leichte Hyperkeratinisierung weitgehend der Struktur der Kontrolle.

Die HaCaT-Zelllinie wurde in der HPV-Forschung bisher hauptsichlich in Monolayer-
Kultur verwendet und kam nur in selten organotypischer Raftkultur bei der Untersuchung der
Funktion von HPV16 E5 zum Einsatz (Tomakidi et al., 2000a, b). Jedoch wurde bislang fiir
diese Zelllinie nicht der Nachweis erbracht, dass der HPV-Lebenszyklus unterstiitzt wird und
unter Verwendung des Gesamtgenoms von HPV16 und der Expression der viralen Gene
unter der Kontrolle ihrer eigenen Promotoren ein naturnahes 7z vitro Modell etabliert werden
kann. In den Raftkulturen der vorliegenden Untersuchungen konnte von HPV16™ und allen
Mutanten die episomale Etablierung von HPV16 in hoher Kopienzahl bestitigt werden
(Tabelle 3.1). Da sich die Genomkopienzahl im angewandten MPG-Assay jedoch auf eine
externe Standardkurve bezichen, ist eine direkte Korrelation zu einer Kopienzahl pro Zelle
nicht moglich (Schmitt et al., 2008). Bei Kopienzahlen zwischen 10° und 10" pro PCR-
Reaktion (Tabelle 3.1) kann aber davon ausgegangen werden, dass die Anzahl etablierter
Episome pro Zelle (im Bereich von 10 — 200) in etwa der Anzahl derer natirlicher Infektionen
entspricht (Gray et al., 2010; Stanley et al., 1989). Der Nachweis hoher E6*I-Transkriptmengen
im qualitativen RT-PCR-Assay (Tabelle 3.1), die Genomkopienzahlen > 1000 vermuten lassen,

unterstutzen diese Annahme. In Ubereinstimmung mit Flores et al. und McLaughlin-Drubin et
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al. bestitigt es die Unabhingigkeit einer episomalen Etablierung des Virusgenoms von der

Expression von E7 und E6 (Flores et al., 2000; McLaughlin-Drubin et al., 2005).

Die Prisenz von E6 und E7 mRNA ist ein Hauptcharakteristikum zervikaler
Plattenepithelkarzinome (zur Hausen, 1991). Zu der E6/E7 full length mRNA existieren mit
E6*I und E6*II zwei gespleiite Transkripte von HPV16 in zervikalen Neoplasien (McNicol et
al., 1995; Sherman et al., 1992; Shirasawa et al., 1991). Neben der Prisenz von high-risk HPV-
DNA erhoht eine nachweisbar aktive E6*I Transkriptionsaktivitit die Spezifitit fir die
Detektion einer CIN-Lision (Sotlar et al., 2004). Bezieht man diese Befunde auf die hier
etablierten Raftkulturen, erscheint es angemessen, sie auf Grund der hohen HPV16-Prisenz
sowie der vorhandenen aktiven viralen E6*I-Transkription (Tabelle 3.1) mit etablierten CIN-
Lasionen zn vivo vergleichen zu kénnen. Nachgehenden Arbeiten bleibt eine detailliertere
Beschreibung des gesamten HPV16-Transkriptoms, ein Vergleich zu CIN-Lisionen und damit
auch ein Uberblick iiber den manifestierten HPV-Lebenszyklus in diesem System vorbehalten.
Dazu kénnte der neu entwickelte NASBA-Luminex Hybridisierungsassay herangezogen

werden (Schmitt et al., 2011).

Anhand der aufgefiihrten Daten konnte somit der Nachweis einer Verwendbarkeit der
HaCaT-Zelllinie in einem i wvitro Modell als dermales Aquivalent auf Basis
loxp_ HPV16_peGFP-N1 transfizierter Zellen erbracht werden, das eine aktive HPV-

Transkription unterstitzt.

4.2 HPV16 vermittelt ein starkeres Auswachsen der HaCaT-Raftkultur durch
eine induzierte Proliferation in suprabasalen Bereichen

HP-Viren miissen in den von ihnen infizierten Zellen einen Konflikt auflésen. Die
Vervollstindigung ihres Lebenzyklus tber eine effiziente Induktion viraler Transkription am
spaten Promotor p670 hin zu neu gebildeten infektiosen HP-Viren erfordert die
fortschreitende Differenzierung der Wirtszellen (Howley and Lowy, 2001). Dabei fithrt die
terminale Differenzierung zum Ubergang der Zellen in suprabasalen Schichten in die G-
Phase. Die Amplifikation des viralen Genoms wiederum benétigt den Durchlauf der S-Phase
in den HPV-tragenden Zellen (Kadaja et al., 2009). Das E7 Protein der high-risk HPV-Typen
beeinflusst mit dem Tumorsuppressor pRb ein Schlisselprotein in der Zellzykluskontrolle und
Differenzierung sowie dessen nahe verwandte Pocketproteine p107 und p130 (Munger et al.,
2004). Die Interaktion schafft bzw. erhilt im Gewebe ein Umfeld, das den differenzierungs-

abhingigen Zellzyklusaustritt umgeht und die virale Genomamplifikation ermoglicht
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(McLaughlin-Drubin et al., 2005). Diese Eigenschaft von Jhigh-risk E7 konnte bereits in
organotypischer Raftkultur gezeigt werden (Cheng et al., 1995; Chien et al., 2002; Chien et al,,
2000).

Der Nachweis eines S-Phasen-Wiedereintritts bei postmitotischen, differenzierten Zellen
sollte im vorliegenden Modell vordergrindig als Marker fur die Expression von E7 und der
Funktionalitit der beiden E7-Mutanten dienen. Der BrdU-Inkorporationsassay zeigte eine
deutliche Zunahme von Zellen mit DNA-Synthese in suprabasalen Bereichen der Gewebe von
HPV16"™, HPV16™ und HPV16"™. Die beiden E7-Mutanten wiesen hingegen einen stark
erniedrigten Quotienten BrdU-positiver Zellen im suprabasalen zu Zellen im basalen Bereich
des Gewebes auf (Abbildung 3.15). Damit konnte indirekt die Expression von E7 und die
Funktionalitit der Mutanten bestitigt werden. Weiterhin wiesen die reduzierten
S/B-Quotienten im Vergleich zu den Wildtyp-Kulturen auf die unterstitzende Beteiligung von
E6 und E5 in den Prozess der Proliferationsinduktion in den suprabasalen Bereichen hin
(Abbildung 3.15). Offensichtlich ist dabei die Bedeutung von E5 und E6 deutlich weniger
relevant als die von E7. Der Einfluss von E5 auf die produktive Phase des HPV-Lebenszyklus
konnte in einem #dhnlichen System bereits verifiziert werden und zeigte eine Reduktion an
proliferativen Zellen um den Faktor 2 (Fehrmann et al., 2003; Genther et al., 2003). In den hier
untersuchten Geweben war dieser Befund mit einem Faktor von 1,5 weniger stark ausgeprigt.
Diese Diskrepanz ist dabei wohl der technischen Anpassung der Auswertung (Abschnitt 3.2.8),
auf Grund der weniger klar strukturierten Morphologie der HaCaT-Raftkulturen (Abbildung
3.10) geschuldet. Die Mechanismen, die hinter einer E5-vermittelten Induktion von
Proliferation stehen, sind bisher nicht ausreichend aufgeklirt. Der vermutliche Angriffspunkt
ist die Modulation der EGFR-Signalwege direkt (Bouvard et al., 1994; Crusius et al., 1998;
Fehrmann et al., 2003; Gu and Matlashewski, 1995) oder indirekt tber die 16kDa-Untereinheit
der v-ATPase (Conrad et al., 1993; Straight et al., 1995). E6 vermittelt eine G1/S-Transition
tber die Hyperphosphorylierung von pRb, wihrend die Interaktion mit p53 keine Rolle fir
diesen Prozess spielt (Malanchi et al., 2004; Malanchi et al., 2002). Dies konnte im
vorliegenden Modell erstmals auch unter den Bedingungen einer differenzierungsabhingigen
Expression von E6 nachgewiesen werden. Alle HPV-positiven Gewebekulturen enthielten

einen héheren Anteil p53-positiver Zellen im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 3.19 A).

Obwohl viele Daten dafiir sprechen, dass durch die Wirkmechanismen der drei
Onkoproteine die Zellen in suprabasalen Bereichen einen S-Phasen-Wiedereinstieg erfahren

(Munger et al., 2004), besteht ebenfalls die Méglichkeit, dass E7 Tochterzellen der basalen und
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suprabasalen Schicht daran hindert, in die G-Phase Gberzugehen (Banerjee et al., 2006). Auch
die hier durchgefiihrte BrdU-Immunfluoreszenzanalyse lisst beide Moglichkeiten plausibel
erscheinen. In einigen Bereichen zog sich eine Reihe von BrdU-positiven Zellen von der
Basalschicht bis in die obersten granularen Schichten durch (Abbildung 3.14, beispielhaft
HPV16™ durch gepunktete Linie markiert). Dies konnte als Indiz fiir den Erhalt der S-
Phasenkompetenz der Zellen wihrend ihrer Wanderung und Differenzierung vom Stratum
basale zom Stratum spinosum angesehen werden. Ferner bestanden auch Strukturen in den
obersten Bereichen der Raftkulturen, die positiv fiir BrdU waren, wihrend die umgebenden
Bereiche negativ blieben (Abbildung 3.14, beispielhaft HPV16™). Hierfir wire ein S-

Phasenwiedereinstieg die plausible Erklirung. E7 ist nur in einem Subset von Zellen, die sich

durch ecine geringe Expression von p21“"" und p27""" auszeichnen, fihig, -ecine
Zellzyklusprogression zu induzieren (Noya et al., 2001). Weitere Untersuchungen hierzu

konnten dabei den Einfluss von E5 und E6 aufdecken.

Die Folge der HPV-vermittelten Hyperproliferation in suprabasalen Bereichen der
Epidermis spiegelt sich eindriicklich in der Morphologie der einzelnen Raftkulturen wider
(Abbildung 3.12). Die Gewebe HPV16™-tragender Zellen waren im Querschnitt 50% stirker
ausgepragt als die der Kontrolle (Abbildung 3.13). Der starke Riickgang der Gewebestirke der
Mutanten HPV16*" und HPV16"/*""auf das Niveau der Kontrollen korrelierte dabei mit
einer deutlich geringeren Anzahl proliferativer Zellen in apikalen Zellschichten durch den
Verlust an E7-Expression. Hingegen bewirkte die verminderte Anzahl S-Phasen-kompetenter
Zellen der beiden Mutanten HPV16"™" und HPV16™ eine nur geringgradige Reduktion des
Gewebequerschnitts (Tabelle 3.2). Einzig auffallend war hier jeweils eine grofle Heterogenitit
innerhalb der Gewebe, die anhand der Daten nicht erklirt werden kann. Einen Zhnlichen
Einfluss von E5 auf das stark heterogene Auswachsen von organotypischen Raftkulturen
konnte Barbaresi et al. (2010) ebenfalls nachweisen, wobei die zugrundeliegenden

Mechanismen ebenso ungeklart blieben.

Somit konnte anhand der eigenen Resultate bestitigt werden, dass neben E7 auch E6 und

E5 jeweils eine wesentliche Rolle bei der Induktion von Hyperproliferation zukommt.
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4.3 HPV16-positive organotypische HaCaT-Raftkulturen zeigen eine verdnderte
Histologie und Differenzierung im Stratum granulosum

Die Expression von E6 und E7 fithrt zu einem verdnderten Differenzierungsprozess des
HPV-infizierten Epithels und zu hyperproliferativen Lisionen, wie benignen Warzen und
CIN-Lisionen (Ubersicht in Doorbar, 2006). Daher war es interessant zu erfahren, inwieweit
sich im vorliegenden 7# vitro Modell dhnliche Charakteristika zeigen. Im vorherigen Abschnitt
wurde eine hyperproliferative Induktion durch die viralen Onkoproteine diskutiert. Deren
morphologische Konsequenz zeigte sich in einer deutlichen Zunahme der Epithelstirke der
Gewebe von HPV16™ von 50% gegentiber der Kontrolle (Abbildung 3.13). Die Gewebe der
Mutanten HPV16"" und HPV16" zeichneten sich ebenfalls durch einen stirkeren Querschnitt
aus. Ein solches Ergebnis konnte bisher unter der Verwendung von viralen Gesamtgenomen
in organotypischer Raftkultur und in einer solchen Ausprigung nicht nachgewiesen werden
(Banerjee et al., 2005; Banerjee et al., 2006; McLaughlin-Drubin et al., 2005; McLaughlin-
Drubin et al., 2003; Meyers et al., 1997; Ozbun, 2002b; Ozbun and Meyers, 1998). Hingegen
konnte in Geweben mit iiberexptimierten E7 bzw. kombinierter E6 und E7 Uberexpression
ein stirkeres Auswachsen erfasst werden (Nobre et al., 2009; Westphal et al., 2009), wobei das

Ausmal3 deutlich moderater ausfiel als in den eigenen Ergebnissen.

Als weiteres sehr auffilliges Charakteristikum der dermalen Aquivalente von HPV16™,
HPV16"™ und HPV16"™ sind die sich eindrehenden Zellpopulationen in den obersten
Bereichen von Raftkulturen hervorzuheben. Deren Phinotyp mit gro3en, hyperchromatischen
Zellkernen und partiell transparentem Zytoplasma entsprach dem von Koilozyten (Abbildung
3.12, Pfeilmarkierungen), einem zytologischen Hauptkriterium der HPV-Infektion (Hajdu,
20006; Meisels and Morin, 1997; Yamamoto et al., 2004). Krawczyk et al. (2008) konnte eine
nachhaltige Einbezichung von E5 und E6 bei der Entwicklung der Koilozytose aufzeigen, mit
einem stirkeren Einfluss von E5. In den eigenen Untersuchungen mit den gewihlten
Bedingungen fiir das differenzierte Epithel bei naturnaher Expression der viralen Proteine
konnte dies in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an E5-Mutanten von Barbaresi et
al. (2010) ebenfalls bestitigt werden. Im Gewebe von HPV16"/"* ist die Ausprigung und
Anzahl von Koilozyten vergleichbar mit derer in Raftkulturen von HPV16™, was ebenfalls
verdeutlicht, dass dieses Phinomen unabhingig ist von einer E7 induzierten Hyper-
proliferation. Unterstlitzt wird der geringere Einfluss von EG6 bei der Induktion von

Koilozytose durch die Prisenz solcher Strukturen auch in E6-defizitirem Gewebe.
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Eine weiteres Charakteristikum der Verinderung epithelialen Gewebes in Folge einer HPV-
Infektion ist die Induktion von Hyperkeratosis sowie die Prisenz von kerntragenden Zellen im
Stratum  corneun (Boxman et al, 2001; Middleton et al., 2003; Westphal et al., 2009).
Organotypische HaCaT-Raftkulturen wiesen deutlich geringer eine Keratinisierung des Stratum
corneues auf als die aus NIKS und primiaren Keratinozyten. Somit ist dieses Merkmal
epithelialer HPV-Infektion in dem hier etablierten 7z vitro System nur unzureichend abgebildet
und der Aussagewert hierzu damit deutlich eingeschrankt. Zumindest wurde aber im Falle der
Morphologie von HPV16"" und HPV1 6"*"/ deutlich, dass sich bei diesen Mutanten ein den
Kontrollen vergleichbares Bild zeigte und insbesondere eine strukturelle Schichtenunter-
scheidung méglich war. Speziell die histologische Verifizierung von HPV16™ und HPV"™
ergab, dass diese Gewebe deutlich dysmorphere Strukturen aufwiesen als Geweben mit einer
Uberexpression von E6 und E7 (Westphal et al., 2009). Ein Einfluss des insgesamt geringeren

Differenzierungspotentials der HaCaT-Zelllinie ist dabei nicht auszuschlieBen.

Die Gewebe wurden zudem beziiglich ihrer Differenzierung mit dem Basalzellmarker K14
und dem Marker terminaler Differenzierung Involucrin anhand Immunfluoreszenz untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die Anwesenheit von HPV16 keine einheitlich drastische Verinderung
im Differenzierungsprozess des Epithels bewirkt. K14 erschien gleichmiflig in allen
Gewebeschichten, mit einer hoheren Expression im Basalbereich. Involucrin war hingegen in
den apikalen Schichten der Raftkultur prisent und zeigte keine verzogerte Expression im
Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 3.16). Dies wurde im Western Blot bestitigt, da sich
in den verschiedenen Geweben keine signifikanten Unterschiede in der Expression beider
Marker ergaben (Abbildung 3.17). Dennoch waren in der Immunfluoreszenz-Analyse relevante
Unterschiede bei den untersuchten Geweben ersichtlich. In den organotypischen Raftkulturen
von HPV16™, HPV16"™ und HPV16"" wurden Formationen in den oberen Schichten
nachweisbar, die durch eine geringe Firbung fiir Involucrin bei ungew6hnlich starker K14-
Expression auffielen (Abbildung 3.16, Ausschnitte HPV16™). Diese Strukturen stimmten in
Form und Ausprigung mit Strukturen des Stratum granulosum iberein, die in der Histologie als
sich eindrehende Strukturen mit Koilozyten verifiziert werden konnten (Abbildung 3.12,
Pfeilmarkierungen). Dies steht in Ubereinstimmung mit Daten von McLaughlin-Drubin et al.
(2005). Mit dem Verschwinden solcher Strukturen in den obersten Bereichen der Raftkulturen
in Folge des Verlustes der Expression von E7 waren diese strukturellen Fiarbungen nicht mehr
nachweisbar. Die Verteilung von K14 und Involucrin bei HPV16"" und der Doppelmutante

glich der in der Kontrolle.
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4.4 Die produktive Phase des HPV16-Lebenszyklus wird in organotypischer
HaCaT-Raftkultur nicht unterstiitzt

Unabhingig vom spezifischen Gewebetropismus unterschiedlicher HPV-Typen ist eine
erfolgreiche Replikation und Produktion infektiéser Virionen unabdingbar fiir ihren Erhalt in
der Population. Drei virale Marker kénnen sowohl 7z vivo als auch in vitro fir die produktive
Phase des HPV-Lebenszyklus nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um die
Amplifikation der viralen Genome, die Expression des viralen Proteins E4 gefolgt von einer
hohen Expression des Strukturproteins L.1 (Doorbar, 2005). Da in der vorliegenden Arbeit die
Anwesenheit des viralen Genoms nur global via MPG-Assay bestimmt wurde (Tabelle 3.1) und
ein Nachweis mittels 7z sitzn Hybridisierung spezifisch in suprabasalen Bereichen des Gewebes
nicht zur Anwendung kam, erfolgte der Nachweis der spiten und produktiven Phase des
viralen Lebenszyklus auf Proteinebene. Hierzu wurde E4 in der Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Das E17E4-Protein ist bisher nicht ausgiebig untersucht. Seine Expression
scheint ein wichtiger Bestandteil der produktiven Phase (Peh et al., 2004; Peh et al., 2002) und
der Freisetzung neu assemblierter Virionen iiber die Auflosung des Keratinnetzwerkes zu sein
(Dall et al., 2008; Doorbar, 2005; Doorbar et al., 1991; Mclntosh et al., 2010; Roberts et al.,
1994). Das E4-Protein zeigt die hochste Expression aller viralen Proteine in 7z vivo Lisionen
und kann bis zu 30% der Gesamtproteinmenge suprabasaler Zellen einnehmen (Doorbar et al.,
1986). Es ist auch dann detektierbar, wenn dies fir E7 und E6 nicht méglich ist (Middleton et
al., 2003). Dabei geht die E4-Expression der von L1 voraus (Doorbar et al., 1997; Peh et al,,
2002). In den hier etablierten und untersuchten Geweben war E4 allein in den epidermalen
Aquivalenten von HPV16" deutlich, wenn auch vereinzelt in den obersten Bereichen des
Stratum granulosum detektierbar (Abbildung 3.11). Eine leichte Expression konnte auch in einem
Gewebe von HPV16"™ nachgewiesen werden. Middleton et al. (2003) ordnete in einer groBen
Analyse von CIN-Lisionen und Karzinomen die quantitative und strukturelle Expression von
Markerproteinen, darunter auch E4, bestimmten Stadien der Lisionen zu. Dabei wurde ein
Expressionsmuster hochgradigen zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CINIII) zugeordnet
(schwache, sehr begrenzte Expression nahe der epidermalen Oberfliche), das dem hier
votliegenden Expressionsmuster bei HPV16™ dhnelt. Das Fehlen eines Nachweises von L1 in
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und Western Blot in allen hier vorliegenden
Raftkulturen bestitigt diese Einschitzung. Auch in CINIII-Lisionen ist der Nachweis von L1
ein sehr seltenes Phinomen (Middleton et al., 2003). Nicht auszuschliefen bleibt aber ein
negativer Einfluss der geringeren Differenzierung des HaCaT-Gewebes auf die Expression

beider Proteine. So bedarf es auch im Falle von Raftkulturen HPV18-tragender primarer
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Keratinozyten einer Verlingerung der Wachstumsphase auf 14 bis 18 Tage (normalerweise 10
Tage fur eine vollstindige Ausbildung des Epithels) fiir eine Detektion von L1 (Chow et al.,
2009, Chow, L. & Broker, T. personliche Kommunikation 2010). Ubertragen auf die
Wachstumsspanne der HaCaT-Raftkultur entspriche dies einer Kultivierung von bis zu
35 Tagen. Derartige Untersuchungen wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefithrt. Auflerdem ist zu berticksichtigen, dass dabei die maximale Kultivierungsdauer
dieser Art Gewebekultur erreicht wiirde. Ein lingerer Zeitraum fithrt zu Apoptose und

Nekrose innerhalb des Gewebes (Groeber et al., 2010).

Eine genauere Charakterisierung aller Marker und ein Vergleich zu 7z vive Lisionen soll

spater genauer besprochen werden (Abschnitt 4.6).

4.5 Hyperproliferation in organotypischer HaCaT-Raftkultur basiert nicht auf der
E6- und E7-vermittelten Degradation von p53 bzw. pRb

Zwei Hauptereignisse bestimmen die onkogene Wirkung von high-risk HPV-Typen, die
Vermittlung der Degradation von pRb durch E7 und von p53 durch E6. Das hat eine
unkontrollierte Proliferation infizierter Zellen zur Folge, die auch der Schutzmechanismen von
Apoptose und DNA-Reparatur beraubt sind (Ubersicht in Moody and Laimins, 2010). In den
hier etablierten dermalen Aquivalenten von HPV16™ und den Mutanten konnte hingegen ein

solcher Effekt reduzierter Mengen an pRb und p53 nicht nachgewiesen werden.

Einheitlich zeigte sich in allen HPV-positiven Geweben ein circa doppelt so hoher Anteil
an Zellen, die p53 auf detektierbarem Niveau exprimieren (Abbildung 3.19 A). Auch die Stirke
der Expression von p53 war mit Ausnahme von HPV16" (Gesamtgewebe) und HPV16"
(kernspezifisch) deutlich erhoht gegeniiber den Kontrollen. Dies steht in Ubereinstimmung
mit einer bekannten E7-vermittelten Stabilisierung von p53 (Demers et al., 1994b), die auch
bei einer Prisenz von E6 aufrechterhalten bleibt (Jones et al., 1997a; Jones et al., 1997b). Im
Widerspruch zu einer E7-vermittelten Stabilisierung von p53 stehen hingegen die Befunde
hoher Expressionsmengen an p53 in E7-defizitirem, HPV-positivem Gewebe (Abbildung
3.18). Hierfiir ldsst sich sowohl fir den Gesamteffekt aller HPV-positiven Gewebe als auch
speziell fiir die Befunde beider E7-Mutanten HPV16"" und HPV16"/""" ein Einfluss der p53-
Mutationen in der HaCaT-Zelllinie nicht ausschlieBen. Diese Mutationen liegen in der core-
Domine von p53 (Lehman et al., 1993). Ihre Wildtyp-Konformation ist essentiell fir eine
Bindung des HPV16 E6/E6-AP-Komplexes und der dadurch vermittelten proteasomalen

Degradation des Proteins (Li and Coffino, 1996). Die hohen Expressionsmengen stehen dabei
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nicht im Widerspruch zu einer verringerten Apoptoseinduktion, da E6 mit einer Bindung am
C-Terminus die p53-vermittelte Transkriptionsrepression degradationsunabhingig aufhebt
(Lechner et al,, 1992; Li and Coffino, 1996). Neben dieser E6-vermittelten Abweichung
unterdrickt E7 ebenfalls die p53-Transkriptionsaktivitit (Jones et al., 1999) und wirkt den p53-
vermittelten G1-Arrestsignalen entgegen (Demers et al., 1994a; Hickman et al., 1994). Fur eine
spezifische Analyse der Wechselwirkung von HPV16 auf p53 im Gewebe ist daher eine genaue
Zuordnung der HPV-positiven Zelle zum p53 Befund erforderlich.

Wie bereits im oberen Abschnitt erwihnt konnte ebenfalls fir pRb keine Reduktion des
Expressionsniveaus als Folge viraler Onkoproteinprisenz nachgewiesen werden. Mit der
Ausnahme von HPV16"" zeigten alle HPV-positiven dermalen Aquivalente erhéhte pRb-
Proteinmengen gegeniiber den Kontrollen. Unerwartet deutlich trat, dhnlich wie im Falle von
p53, dieser Anstieg in den beiden E7-Mutanten hervor (Abbildung 3.21). Ebenfalls in
Ubereinstimmung mit der Expression von p53 war der tendenzielle Riickgang der globalen
pRb-Proteinmengen in den Geweben der E5-Mutante und der E6-Mutante gegeniiber den
Kulturen des HPV16-Wildtyps. Diese Datenlage erschwert eine differenziertere Einschitzung
des Einflusses der einzelnen viralen Proteine. Auch die Betrachtung der Literatur liefert keine
eindeutigen Hinweise fiir eine konklusive Interpretation. So sind die Ergebnisse von Collins et
al. (2005) und Bodily et al. (2011), erhalten aus dhnlichen Experimentalansitzen wie in der
vorliegenden Arbeit, kontrir zueinander und beschreiben die Degradation von pRb in basalen
bzw. suprabasalen Zellen bei unbeeinflusster Expression in den jeweils anderen Gewebe-
kompartimenten. Erste Untersuchungen der hier etablierten Gewebe lassen vermuten, dass
eine differentielle basale und suprabasale Expression auch hier besteht. Insgesamt verdeutlicht
dies, dass eine unkritische Ubertragung von Resultaten aus Uberexpressionsstudien in
Monolayerkultur, in denen ein eindeutiger Nachweis einer pRb-Degradation durch E7 erfolgte
(Ubersicht in Munger et al., 2004), auf die komplexen Vorginge im Gewebe nicht moglich ist.
Dazu kommt, dass die Rolle von pRb bei der epidermalen Differenzierung bisher nicht im
Detail aufgeklirt ist. Wihrend pRb im Verlauf des Zellzyklus nur posttranslational modifiziert
wird (Weinberg, 1995), ist es im Laufe des Differenzierungsprozesses von Keratinozyten auf
Expressionsebene - ausbalanciert mit den Pocket-Proteinen pl07 und p130 - reguliert
(Paramio et al., 1998). Dies konnte einen interessanten Ansatzpunkt fiir eine Untersuchung
darstellen, die den Einfluss dieser beiden Proteine in einer HPV16 vermittelten

Hyperproliferation (Abschnitt 3.2.8) ohne erkennbare Degradation von E7 untersucht.
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Die Expressionsniveaus von pl6 in den einzelnen Geweben folgten denen von pRb
(Abbildung 3.21). Ein zu erwartender Befund wire hingegen eine gegensitzliche Auspragung
ithrer Expression gewesen, da der pRB-E2F-Komplex eine negative Transkriptionskontrolle
auf p16 ausiibt (Khleif et al., 1996). Zudem war die Expression von p16 in den Geweben von
HPV16™, HPV16"™ und HPV16"" unverindert zu den Kontrollen. In den dermalen
Aquivalenten von HPV16*" und HPV16"/*"/" mit hoher pRb Expression hingegen war p16
erhoht. Insgesamt konnte eine bekannt hohe Expression von p16, wie in CIN-Lisionen bzw.
zervikalen Tumoren vorhanden (von Knebel Doeberitz, 2002), die aus der E7-vermittelten
pRb Degradation resultiert, im vorliegenden Modell nicht gezeigt werden. Fin mdoglicher
Faktor der dieses unerwartete Ergebnis verursacht haben konnte, ist eine bereits modifizierte
p16 Expression der HaCaT-Zellinie als Folge ihrer Immortalisierung (Boukamp et al., 1988;
Burnworth et al., 2007). Insbesondere die hohe Expression von pRb und pl6 der E7-
Mutanten im Vergleich zu HPV16™, HPV16™ und HPV16"" resultiert moglicherweise aus
den deutlich unterschiedlichen Morphologien (Abbildung 3.12). Diese Morphologiedifferenzen
konnten ein verandertes Verhiltnis von HPV16-beeinflussten Zellen (auch durch die frithen
Proteine E1, E2, E5 und E4) zu unbecinflussten Zellen sowie undifferenzierten zu
differenzierten Zellen hervorrufen. Dabei wiren die dargestellten Unterschiede aus
Gesamtgewebeextrakten eher unterschiedlichen Zellphinotypen zuzuordnen, als detailliert

einer viralen Proteinaktion.

Insgesamt ldsst sich zu den Ergebnissen der p53-, pRb- und p16-Expression festhalten, dass
in dem Netzwerk gegenseitiger Funktionsverflechtungen beider viralen Onkoproteine E6 und
E7, speziell im heterogenen Zellverband des differenzierten Gewebes, eine Kausalzuordnung
von Ursache und Befund deutlich erschwert ist. Dies wird auch dadurch unterstrichen, dass die
Ergebnisse aller HPV-positiven Gewebe deutlich héhere Varianzen aufweisen, als die beiden
Kontrollgewebe (Abbildung 3.19 B & Abbildung 3.20), mithin die Heterogenitit mit der
Anwesenheit von HPV16 zunimmt. Das Fehlen hochreaktiver Antikérper gegen die viralen
Proteine ldsst jedoch eine dezidierte Begutachtung der infizierten Zelle im Gewebeverband
bisher nicht zu. Trotzdem konnte hier gezeigt werden, dass neben der Degradation von pRb
und p53 weitere sehr wirksame Mechanismen bestehen missen, die in der Lage sind

dysplastische Verinderungen hervorzurufen.
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4.6 Gesamtbewertung des neu etablierten Modellsystems

Eine Untersuchung des viralen Lebenszyklus und der involvierten Funktionsweisen der
viralen Proteine sollte immer gekoppelt sein an ein zz vivo ahnliches Modellsystem. Durch die
Schwierigkeiten, ein solches Modell 7z vitro abzubilden (insbesondere die Umgebung eines
differenzierten Epithels), ist die bisher erhaltene Erkenntnismenge hieraus verschwindend
klein gegentiber der aus sehr abstrakten Uberexpressionsstudien in Monolayer-Zellkultur.
Auch zum jetzigen Zeitpunkt ist die Abbildung eines differenzierten Gewebes und die
Expression der viralen Proteine unter Kontrolle ihrer eigenen Promotoren aus dem Kontext
des komplett vorliegenden viralen Genoms eine erhebliche experimentelle Herausforderung.
Ziel des vorliegenden Projektes war es daher, die bereits bestehenden Ansitze zu tibernehmen

und fiir einen effektiveren und reproduzierbareren Einsatz weiterzuentwickeln.

Auch wenn zu Beginn der Arbeit die Verwendung der HaCaT-Zelllinie nicht vorgesehen
war, brachte ihr Einsatz entscheidende Vorteile. Sie ist eine gebriuchliche Keratinozyten-
zelllinie und steht vielen Laboren zur Verfugung. Dem gegeniiber sind primire Keratinozyten
cher schwer zu erhalten bzw. erfordern einen hohen finanziellen Aufwand. Im Vergleich zu
der ebenfalls immortalisierten NIKS-Zelllinie ist die Handhabung von HaCaT-Zellen durch
den nicht noétigen Einsatz von Mausfibroblasten als Feederzellen vereinfacht. AuBerdem
zeichnete sie sich durch einen deutlich reduzierten Effekt transfektionsinduzierter
Differenzierung aus, bei einem gleichwertigen Auswachsen als dermales Aquivalent in
organotypischer Raftkultur (Abbildung 3.10). Aulerdem konnte eine hohe Effizienz etablierter
HPV16-Episome tber das Cre/LoxP-System erhalten werden. Zusammenfassend ist es damit
gelungen, ein vergleichsweise zeit- und ressourcensparendes Modell zu etablieren, das sich fiir
grofer angelegte Studien gut eignet und sich auf andere HPV-Typen schnell tbertragen ldsst.
Dabei stellt ein Einsatz fiir die Untersuchung von kutanen HPV-Typen eine sehr interessante

Perspektive dar.

Ein entscheidender Unterschied bei der Verwendung der HaCaT-Zelllinie im Kontrast zum
tblichen Gebrauch von primiren Keratinozyten bzw. der Zelllinie NIKS zeigte sich jedoch.
Die Prisenz von HPV16 und der viralen Onkoproteinfunktionen verursachte deutlicher
dysplastische Morphologien und ein stirkeres Auswachsen der Raftkulturen (Abbildung 3.12),
eine Charakteristik, die in dieser Ausprigung bislang nicht i vitro gezeigt werden konnte
(Banerjee et al., 2005; Banerjee et al.,, 2006; McLaughlin-Drubin et al., 2005; McLaughlin-
Drubin et al., 2003; Meyers et al., 1997; Ozbun, 2002b; Ozbun and Meyers, 1998). Lediglich in

Gewebekulturen mit einer Uberexpression der beiden Onkoproteine, speziell von E7, konnte
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ein erhohter Querschnitt der Raftkulturen bisher nachgewiesen werden (Nobre et al., 2009;
Ueno et al.,, 2006; Westphal et al., 2009). Fir diese vergleichsweise starke morphologische
Manifestation kénnen mehrere Griinde ausschlaggebend sein. Die effiziente Etablierung hoher
Kopienzahlen von HPV16 fiihrte hier zu einer hoheren Expression der viralen Proteine
(Tabelle 3.1). Die deutlich lingere Wachstumsphase der HaCaT-Gewebekultur (21 Tage)
gegentiber der von primiren Keratinozyten (10 Tage) und NIKS (14 Tage) kann ebenfalls dazu
beitragen, dass sich die virusinduzierten Verinderungen in der Gewebemorphologie
widerspiegeln. Am wahrscheinlichsten erscheint jedoch, dass HaCaT-Zellen auf Grund ihrer
bereits erworbenen Mutationen und Aneuploidie als Folge des Immortalisierungsprozesses
(Boukamp et al., 1988; Lehman et al., 1993) ein neoplasiedhnliches Umfeld darstellen. Diese
Annahme wird unterstitzt durch eine sehr Zdhnliche Morphologie der Raftkulturen
untransfizierter HaCaT im Vergleich zu CIN I-Lasionen (Rubin and Strayer, 2008). Nimmt
man die Charakterisierung von 7z vivo Lasionen nach Middleton et al. (2003) als Grundlage,
deutet die sporadische Expression von E17"E4 und das Fehlen der Expression von L1 in der
Raftkultur von HPV16™ auf eine CIN II-dhnliche Charakteristik hin. In Kombination mit der
stark dysplastischen Histologie ist eine Einstufung ,,CIN III-dhnlich® wohl eher zutreffend.
Eine genauere Einschitzung miisste jedoch mit weiteren Markern validiert werden und war

nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Insgesamt erweitert dieses entwickelte 7z vifro System auf Basis der HaCaT-Zelllinie die
Untersuchungsméglichkeiten von HPV-Infektion auf die spiten Phasen einer persistierenden
Infektion bzw. von CIN-Lisionen unter 7z vivo dhnlichen Bedingungen. Dadurch kénnen
zukiinftig gegebenenfalls die zelluliren Faktoren aufgedeckt werden, die fiir den Ubergang von
einer produktiven HPV-Infektion hin zu der Entstehung von hohergradigen CIN-Lisionen
entscheidend sind. Ebenfalls konnte dieses System von Nutzen sein, um neue Therapeutika fur

HPV-assoziierte Tumore zu entwickeln bzw. 7z vitro zu testen.
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4.7 Produktion infektioser HPV16-Virionen in vitro und Infektion von
Keratinozyten

Die Produktion von infektiosen HP-Virionen zz vitro war auf Grund der Kopplung des
viralen Lebenszyklus an das Differenzierungsprogramm (Stubenrauch and Laimins, 1999) des
infizierten Gewebes lange Zeit sehr aufwendig und wenig effizient, da eine organotypische
Raftkultur aus HPV-tragender Keratinozyten erforderlich war (McLaughlin-Drubin et al,
2003; Meyers et al., 2002; Meyers et al., 1992; Meyers et al., 1997; Ozbun, 2002a, b). Erste,
wenig effiziente Ansitze erreichten eine Produktion auch in einfacher Zellkultur auf Basis
eines transfektionsbasierten Systems (Unckell et al., 1997). Der Gruppe von John T. Schiller
gelang es nachfolgend, ein einfaches und hocheffizientes System zu etablieren. Auf Basis einer
Kotransfektion eines kodonoptimierten Expressionsvektors fir die beiden Strukturproteine 1.1
und L2 in Kombination mit dem HPV16-Genom bzw. eines Reporterplasmiden gelang es,
Virionen bzw. Pseudovirionen aufzureinigen deren Titer iiber 10°/mL lagen (Buck et al., 2004,
2005a). Auf diesem Wege produzierte Virionen der HPV-Typen 31b und 16 erwiesen sich 7
vitro als infektios (Pyeon et al., 2005).

Diese vielversprechenden Ergebnisse sollten die eigentliche Grundlage des hier
vorgestellten Projektes bilden. Auf ihrer Basis war es theoretisch moglich, ein naturnahes
Modell, beginnend mit einer Infektion der Targetzellen zu etablieren. Aulerdem eroffnete es
die Moglichkeit, eine Schwierigkeit im Umgang mit Keratinozyten zu vermeiden — die
Transfektion als wenig effiziente und differenzierungsinduzierende Methode zum FEin-
schleusen von Fremd-DNA. Die Etablierung der 7z witro Virionen-Produktion im eigenen
Labor erreichte in Bezug auf die Struktur der Virionen (Abbildung 3.1 B), ithrem Verhalten in
der Dichtegradientenzentrifugation (Abbildung 3.1 A) und auch im Ausmal} der aufgereinigten
Titer von ca. 10° die von Buck et al. (2004) und Pyeon et al. (2005) angegebenen Resultate. Als
hinderlich erwies sich jedoch der hohe Aufwand und eine sehr geringe Effizienz bei der
Herstellung rezirkularisierter HPV16-Genome bzw. -Genommutanten (Abschnitt 3.1.1). Auch
ergab die Analyse der von den Virionen verpackten DNA, dass der weitaus grofite Teil der
Virionen zelluldre, humane DNA der 293TT-Zelllinie aufwies. Besonders interessant hierbei
war die einheitliche GréBe der verpackten DNA-Fragmente von ca. 8 kb, entsprechend der
GroBle des HPV16-Genoms. Wir erklirten diesen Befund mit der Art des Aufschlusses der
Zellen und dem folgenden Maturierungsprozess. Um eine Koprizipitation produzierter
Virionen mit der genomischen DNA zu verhindern, beinhaltet der Lysepuffer zwei Nukleasen
(Endo- und Exonuklease), die die DNA wihrend einer 24-stiindigen Inkubation bei 37°C

aufspalten und abbauen. Sich unspezifisch an DNA-Sequenzen assemblierende Virushiillen
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schiitzen wiahrend dieses Vorganges DNA-Fragmente der GrofB3e des maximal verfiigbaren
Volumens innerhalb des Kapsides. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Buck et al. (2004) und Pyeon et al. (2005), die ebenfalls eine maximale GréBe der
enkapsidierbaren DNA von 7 kb bis 8 kb zeigten. Die auf diesem Wege gewonnenen Virionen
konnten jedoch nicht weiter verwendet werden, weil ein starkes Mil3verhiltnis zwischen
produzierten Human-DNA-tragender Virionen und HPV16-Virionen bestand, es sich somit
um eine dullerst heterologe ,,Pseudovirionen-Population handelte. Eine Zuordnung von
Effekten in infizierten Zellen wire somit nicht méglich gewesen. In der Folge gelang es durch
die Anpassung des Lysepuffers (ohne die Verwendung der beiden Nukleasen)
Virionenpriparationen zu erhalten, die keine humane DNA mehr enthielten. Fin Sachverhalt,
den auch die Gruppe von JT Schiller bestitigte (Buck C. & Thompson C.

http://home.ccr.cancer.gov/Ico/ripcord.htm, rev. Jan. 2008).

Obwohl die produzierten eGPF-Pseudovirionen eine starke Infektivitit in 293T-Zellen
vitro zeigten (Abbildung 3.2), konnte eine Infektion von HPV16-Virionen in HaCaT-Zellen auf
nur sehr geringem Niveau gezeigt werden und es bedurfte einer neszed-PCR fiir ihren Nachweis
(Abbildung 3.3). Dies bestitigt Ergebnisse von Pyeon et al. (2005). Im Gegensatz zur
immortalisierten HaCaT-Zelllinie konnten jedoch primire Keratinozyten mit  witro
produzierten HPV16-Virionen nicht infiziert werden (Abbildung 3.3). Auch andere Labore
zeigten schon diesen erstaunlichen Sachverhalt (Lambert PF & Ozbun M. personliche
Kommunikation, 2008, Day et al., 2008). Dies fithrte zum damaligen Zeitpunkt zur
Schlussfolgerung, dass diese Methode zur Herstellung HPV16-Virionen und ihre Anwendung
fir ein naturnahes Infektionsmodell nicht méglich sei. Bis zum heutigen Zeitpunkt existiert
keine Veroffentlichung, die die iz vitro Virionen Produktion in der hier angestrebten Weise

verwendet.

Jedoch wurden bei Verwendung von hauptsichlich iz vitro erzeugten Pseudovirionen viele
Aspekte des einzigartigen Infektionsweges der Papillomaviren entschliisselt (Ubersicht in
Schiller et al., 2010). Sie helfen in der Nachbetrachtung, die am Anfang dieses Projektes
erhaltenen Ergebnisse aufzukliren. Das zurzeit akzeptierte Modell der Virusbindung an der
Zelloberfliche bis hin zu einer aktiven Internalisierung beinhaltet zwei unerlassliche Schritte:
Die primiren Bindungsstrukturen sind Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG), wobei
Papillomaviren an nur ein bestimmtes basalmembranspezifisches Muster von N- und O-
Sulfaten binden (Selinka et al., 2003). In vitro passagierte Zelllinien kénnten aufgrund ihrer

Kulturbedingungen fiir ein HSPG-Sulfatierungsmuster auf ihrer Zelloberfliche selektioniert
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werden, das dem der Basallamina 7z vivo entspricht (Schiller et al., 2010). Dies konnte erklaren,
warum HPV16-Virionen und Pseudovirionen zwar HaCaT-Zellen bzw. 293T-Zellen aktiv
infizieren, unterdessen primire Keratinozyten sich als nicht infizierbar zeigen. Die Bindung an
HSPG induziert als nachfolgenden wichtigen Schritt der Infektion einen Konformations-
wechsel innerhalb des Kapsides, der eine Konsensussequenz von L2 fiir eine spezifische
Spaltung durch Furin freigibt (Richards et al., 2006). Der Konformationswechsel und die
Furinspaltung von L2 exponieren die virale Bindestelle fir den essentiellen
Zelloberflichenrezeptor (bisher nicht bekannt) der Virusinternalisierung. Den Beweis fir
diesen Binde- und Internalisierungsweg erbrachten Day et al. (2008) durch eine aktive

Infektion auch von primiren Keratinozyten mit Furin-behandelten Pseudovirionen.
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